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Introduction

La schistosomose est une pathologie tropicale négligée (1), due a un plathelminthe de la classe

des trématodes et du genre Schistosoma, parasite des plexus veineux abdominaux (2).

Source majeure de morbidité et de mortalité, cette parasitose est une priorité de
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS). En 2018, on estimait que 229 millions de
personnes avaient besoin d’un traitement préventif contre la schistosomose. Plus de 90% des
infections se produisent en Afrique (1). Deuxiéme endémie mondiale parasitaire apres le
paludisme, elle est en France I'une des principales parasitoses d’importation. Depuis 2013, un
foyer autochtone de schistosomose urogénitale causée par un hybride de
Schistosoma haematobium x Schistosoma bovis émerge en Corse, localisé dans la riviere
« Cavu » (3). Une extension a une riviére voisine « la Solenzara » semble se confirmer.

Les principales espéces pathogénes pour I'homme sont Schistosoma haematobium
responsable d’'une forme urogénitale, Schistosoma mansoni agent de la schistosomose
hépato-intestinale, Schistosoma japonicum et Schistosoma mekongi a [|origine d’une

schistosomose hépato-intestinale rapidement sévere (4).

L’'Homme s’infecte lors d’'une baignade en eau douce par pénétration transcutanée des larves
libérées par les mollusques aquatiques. La schistosomose peut étre pauci-symptomatique ou
prendre la forme d’une infection chronique avec l'apparition de lésions irréversibles
fibrotiques pouvant évoluer vers un cancer vésical pour la forme urogénitale.

Le diagnostic clinique peut étre difficile en raison de symptoémes peu spécifiques. Les examens
de biologie présentent un grand intérét. Actuellement, le diagnostic de la schistosomose est
posé sur la mise en évidence des ceufs dans les selles ou les urines par examen microscopique.
Cette technique présente une faible sensibilité et devrait étre prochainement abandonnée au
profit des techniques de biologie moléculaire connues pour leur bonne spécificité et
sensibilité. Une PCR en temps réel détectant les 2 principales espéces S. haematobium et
S. mansoni dans les urines, les selles, le sérum et les biopsies s’effectue en routine au CHU de
Toulouse (5). Toutefois, il est possible de passer a coté du diagnostic de schistosomoses

contractées par les espéces asiatiques.
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En raison de la disparition de I'examen microscopique, il est nécessaire de mettre en place

une PCR pan-Schistosoma détectant toutes les especes pathogénes pour I'Homme.

Dans cette étude, les généralités et les techniques de diagnostic biologique de la
schistosomose seront présentées dans un premier temps (Parties | et Il). Ensuite, nous
développerons la mise en place et I'évaluation des performances de la PCR et du séquencgage

assurant le diagnostic de toutes les espéces pouvant infecter ’'Homme (Partie Ill).
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Partie I : Généralités

I. Histoire et taxonomie

Les schistosomes font partie de I'embranchement des vers plats ou plathelminthes non
segmentés , a sexes séparés et hématophages , de la classe Trematoda et de la famille

Schistosomatidae (Figure 1) (6).

Kingdom: Animalia

Phylum: Platyhelminthes
(Flatworms)

Class: Tremaroda (Flukes)
Subclass: Digenea

Order: Sirigeida

Family: Schistosomatidae
Subfamily: Schistosomatinage
Genus: Schistosoma
Species: 8. manseni group

8. japonicum group
8. haematobium group

8. indicum group

Figure 1 : Taxonomie des schistosomes (6)

Le parasite Schistosoma est décrit chez I’'homme par le médecin Théodor Bilharz en 1851 (7).
La schistosomose est une maladie ancienne : elle est évoquée dans les papyrus égyptiens et
des ceufs calcifiés ont été retrouvés dans des momies égyptiennes datant de -1200 avant JC.
Il aura fallu quelques années pour comprendre le cycle de Schistosoma, |'existence de divers
hotes définitifs et intermédiaires, la distinction entre les especes. Cette pathologie se répand

parallélement a I’évolution de ’'homme et aux flux migratoires (Figure 2) (7).
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Figure 2 : Des années de découverte de la schistosomose (7)

Une étude phylogénétique a décrit les relations entre les especes de schistosomes par analyse
de I’ARN ribosomique et ’ADN mitochondrial. Cet arbre démontre la grande diversité et
I'origine asiatique des especes de schistosomes. On distingue 4 groupes principaux
correspondants aux différentes distributions géographiques du parasite : S. mansoni,
S. haematobium, S. japonicum et S. indicum. Certaines espéeces sont plutét retrouvées en
région asiatique (S. japonicum, S. mekongi, S. malayensis) et d’autres en région africaine
(5. mansoni, S. haematobium, S. guineensis, S. bovis, S. intercalatum) (Figure 3) (8).

Vingt-et-une espéces du genre Schistosoma sont décrites dont 5 espéces principales
pathogenes pour I'Homme : S. mansoni, S. haematobium, S. japonicum, S. mekongi et

S. intercalatum.
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Figure 3 : Phylogénie des espéces de schistosomes grace a I'étude de I’ADNr et ADN mitochondrial (8)
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II. Epidémiologie

1) Répartition mondiale

La schistosomose est la 2°™M¢ infection parasitaire la plus répandue dans le monde aprés le
paludisme. Il est estimé que plus de 200 millions d’individus sont atteints dans le monde,
majoritairement en Afrique sub-saharienne (93%)(9) (Figure 4).

Huit cent millions sont exposés au risque d’infection a Schistosoma. En effet, la transmission
de la schistosomose est retrouvée dans 78 pays différents (1,9,10). Cette disparité est due a
la répartition des hotes intermédiaires spécifiques, aux conditions climatiques (température
estivale, eau douce), aux conditions sanitaires (défaut d’assainissement) et au contexte socio-
économique. L’endémicité évolue constamment en fonction des modifications de
I’environnement, des programmes de développement hydrique, des migrations et des

programmes de lutte contre la parasitose (1).

B Moderate (prevalence >=10% to <S0%) o /
% " ) tow (prevalence <10%)
N Countr sirin luation of schistosomiasis status in order

10 verify if interruption of transmission has been achieved
[ Nen-endemic countries

2 Notapplicable
Figure 4: Répartition mondiale de la schistosomose (10)
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La prévalence est plus importante chez les enfants scolarisés et les jeunes adultes. Puis, le

nombre de cas a tendance a diminuer progressivement avec I'age (9) (Figure 5).
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Figure 5 : Prévalence de la schistosomose en fonction de I'dge dans une zone a risque modéré (9)

La prévalence est sous-estimée dans certains pays a cause des formes asymptomatiques.
Néanmoins, 120 millions des personnes infectées sont symptomatiques et 20 millions

présentent des complications séveres (11).

En Afrique sub-saharienne, la morbidité de la schistosomose est conséquente et
majoritairement attribuée a S. haematobium (112 millions cas infectés), suivie de S. mansoni
(54 millions de cas infectés), ce qui place cette maladie comme probléme de santé publique

(figure 6) (12).
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Schistosome species Estimated morbiditv and
mortality (millions)®

S. haematobium

At risk of infection 436
Infected 112
Haematuria during previous 2 weeks 71 (562-89)
Dysuria during previous 2 weeks 32 (17-55)
Minor bladder morbidity (detected by 76 (67-92)
ultrasound)
Major bladder morbidity (detected by 24 (15-31)
ultrasound)
Moderate hydronephrosis 9.6
Major hydronephrosis 9.6
Non-functioning kidney 1.7]
Non-functioning kidney (deaths/year) 0.15]
Bladder cancer (deaths/year)
Males 0.011]
Females 0.0023]

S. mansoni

At risk of infection 393

Infected 54
Diarrhoea during previous 2 weeks 0.78 (0.0-7.8)
Blood in stool during previous 2 weeks 4.4 (3.0-8.3)
Hepatomegaly (mid-sternal line) 8.5
Splenomegaly 6.3]
Ascites 0.29
Haematemesis (ever'? 0.93
Haematemesis (deaths/year) 0.13

a N \
b Souree referance & and M Vander Werf & 8J. De Vlas (personal communication).
90% confidence interval in parentheses.

Figure 6 : Morbidité et mortalité due a S. haematobium et S. mansoni en Afrique Subsaharienne (Données OMS 2000) (1)
Malgré la mise en place de méthodes de prévention et de lutte depuis 2000, la schistosomose
est loin d’étre maitrisée dans le monde avec une estimation de la mortalité de 20 0000 a

200 000 personnes par an (1), dont 150 000 sont causées par S. haematobium (12).

Endémique dans les régions subsahariennes et asiatiques, la schistosomose siege
principalement dans les zones rurales, notamment dans les communes démunies d’accés a de
I'eau salubre et a un assainissement satisfaisant (Figure 7). L’homme ¢s’infecte
continuellement par contact avec I’eau douce contaminée. Chez I'enfant, cette contamination
a lieu lors de baignades a risque et chez I'adulte lors des activités agricoles, professionnelles
ou domestiques (notamment lavage de linge ou occupations récréatives courantes) (13). Il

n’existe pas de transmission interhumaine ni de transmission materno-foetale du parasite.

Schistosoma haematobium est retrouvé principalement en Afrique intertropicale, sur la cote

Ouest de Madagascar, les vallées du Nil et plus rarement au Moyen Orient et dans la riviere

Cavu en Corse. Il n’est pas retrouvé sur le continent Américain.
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L’atteinte génitale chez la femme, par la schistosomose urogénitale, est estimée a environ 16
millions de personnes. |l s’agit d’un facteur de risque d’infertilité et d’infections sexuellement

transmissibles, notamment d’infection par le VIH (14-16).

Schistosoma mansoni est présent majoritairement en Afrique intertropicale, dans le delta du
Nil, la cote Est de Madagascar, le Venezuela, le Suriname et le Brésil. La schistosomose
intestinale est absente du territoire francais. En effet, la transmission de S. mansoni a disparu

des Antilles francgaises depuis les années 1980.

Schistosoma japonicum est retrouvé principalement en Chine (limitée au bassin du Yang Tsé

Klang), en Indonésie (foyers limités sur I'lle de Sulawesi) et aux Philippines.

Schistosoma mekongi est présent au Cambodge et dans la république démocratique du Laos.
Schistosoma intercalatum et S. guineensis sont retrouvés dans les zones forestieéres humides

d’Afrique Centrale et sur I'lle de Saotome et Principe (17) (Tableau 1).

Figure 7 : Répartition mondiale des espéces de Schistosoma (17)
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Tableau 1: Résumé de la répartition géographique de chaque espéce (1)

Espéces parasitaires Répartition géographique

Afrique, Moyen-Orient, Brésil,
Venezuela, Suriname
Zone des foréts tropicales

Schistosoma mansoni

S. intercalatum et S. guineensis

Schistosomose intestinale humides en Afrique centrale
S. mekongi Cambodge, Laos
S. japonicum Chine, Indonésie, Philippines
Schistosomose urogénitale S. haematobium Afrique, Moyen-Orient, Corse

Dans les régions non endémiques, la maladie est retrouvée chez les voyageurs ou migrants
qui s’infectent dans des zones de forte prévalence par contact avec I'eau douce (18-20).

Le réseau européen de médecine tropicale et de santé des voyageurs (European Network for
Tropical Medicine and Travel Health) a mené une étude sur 1465 cas importés de
schistosomose entre 1997 et 2010. Parmi eux, 33 % étaient des voyageurs européens, 16%
des expatriés et la majorité, des migrants non européens (51%) (11). La plupart des voyageurs
et migrants malades étaient principalement de retour d’Afrique (95% des cas), plus rarement

d’Amérique du Sud (1,4%) et d’Asie du Sud (1,4%) (11) (Figure 8).

Region of infection by patient type

Region of infection Total European Expatriate Mon-European
Africa, not further definition 15 (1%) 9(0.6%) 4 (0.3%) 2(0.1%)
Africa, Central 245 (16.7%) 21(1.4%) 2 (6.3%) 132 (9%)
Africa, East 490 (33.4%) 261 (17.8%) 2 (5.6%) 14? (10%)
Africa, Northern 59 (4%) 10(0.7%) 1(<0.1%) 8 (3.3%)
Africa, Southern 15 (1%) 9(0.6%) 5 (0.3%) 1(<0.1%)
Africa, Westemn 581 (40%) 144 (10%) 41 (3%) 396 (2?%)
America, Central® 2(0.1%) 2(0.1%)

America, South 21 (1.4%) 8(0.6%) 1(< o 1%) 12 (0 8%)
Asia, East 2 (0.1%) 1(< 0.1%) 1(<0.1%) 0
Asia, South 4(0.2%) 2(0.1%) 0 2 (0.1%)
Asia, Southeast 21 (1.4%) 13 (0.9%) 3 (0.2%) 5 (0.3%)
Asia, West 7 (0.5%) 3(0.2%) 1(<0.1%) 3(0.2%)
Caribbean 2 (0.1%) 2(0.1%) 0 0
Unknown 1(=0.1%) 1(< 0.1%) 0 0

* Information as given by travellers. Since Schistosomiasis is not endemic in Central America, the infection may have been acquired in other countries visited before.

Figure 8: Régions a I'origine d'infections chez un patient type (Non européens : immigrants, Expatriés : Européens vivant
en zone d’endémie, Européens : touristes visitant une zone d’endémie) (11)

En France, il s’agit principalement d’une pathologie d’importation. Plus de 2000 cas sont
diagnostiqués chaque année (21).

L'accroissement du tourisme, I'exode rural et les migrations des réfugiés favorisent
I'augmentation de diagnostic de schistosomose et I'émergence de nouvelles aires

géographiques de transmission (11).
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2) Foyer autochtone en Corse

L’émergence des maladies infectieuses tropicales en Europe est rare. Des cas de transmission
autochtone de maladies vectorielles (dengue, chikungunya et paludisme) ont été signalés

ponctuellement au sud de I'Europe.

Le Portugal avait décrit un foyer de transmission de schistosomose urogénitale de 1920 a

1967, mettant en cause une importation du parasite de I’Angola (21,22).

En 2013, un foyer autochtone de schistosomose urogénitale est mis en évidence en Corse. En
2014, le Haut Conseil de la Santé Publique (HCSP) a programmé le dépistage par sérologie de
toutes les personnes ayant été en contact avec la riviére Cavu (en Corse du Sud) entre 2011
et 2013, ainsi que des investigations sur les lieux de contamination et des mesures pour
interrompre le cycle de transmission. La schistosomose autochtone devient, des lors, une
maladie a déclaration obligatoire. Trente-sept mille dépistages ont été effectués en Corse.
Cent six cas ont été diagnostiqués, dont 66% de patients asymptomatiques (23-26).

Tous les patients avec une sérologie positive ont recu un traitement par Biltricide® (27).

Grace aux avancées de la biologie moléculaire, I'espéce en cause a pu étre identifiée et serait
un hybride de S. bovis et de S. haematobium (14).
L’émergence de la schistosomose en Corse peut s’expliquer par plusieurs phénomeénes:
- la présence de [I'héte intermédiaire de Schistosoma bovis, Bulinus truncatus,
documenté en 1962 en Corse et pouvant héberger cette forme hybride (21,28)(Figure
9)
- l'accroissement du tourisme et donc une probable importation du parasite (22)
- les changements environnementaux et particulierement, I'augmentation de la

température des eaux douces (3,24)
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Figure 9: Différents sites en Corse (1,2,3,5 et 6) de rencontre du Bulinus truncatus (29)

L'introduction de schistosomes en Corse par les voyageurs de retour d’Afrique de I'Ouest est
la principale hypothese retenue (22,24,27). En effet, ’hybride S. haematobium x S. bovis est
largement répandu au Sénégal, Mali, Bénin ol on retrouve 88% de porteurs (14,23).

Comme le montre la figure 10, il existe une étroite relation génétique entre la souche

de Corse et celle du Sénégal pour le gene COX1 (ADN mitochondrial) (14).
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Figure 10: Phylogénétique de S. bovis de Corse et d'Afrique par COX1 (14)

Malgré les mesures de prévention mises en place, le foyer de transmission persiste en Corse
avec 10 nouveaux cas recensés entre 2015 et 2018 (24,25). L’hypothese d’un réservoir
environnemental est réfutée. L'implication des ruminants et des rongeurs n’a pas été mise en
évidence (26).

Cependant, un réservoir humain pourrait jouer le role dans le maintien de la parasitose. Le
réensemencement des ceufs par des personnes infectées en 2013 pourrait participer a la
persistance du cycle de transmission (24,26,29). L'inquiétude se porte alors sur la difficulté
des tests de dépistage a identifier tous les patients porteurs, et par conséquent sur le risque
de propagation dans les zones européennes ou Bulinus truncatus est endémique (Espagne,
Portugal) (24,29). L'intérét d’un renforcement de la surveillance épidémiologique est

primordial.
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III. Cycle du parasite

Quelle que soit I'espéce, I'infestation comprend un cycle asexué chez I’h6te intermédiaire (Hl),

le mollusque, et un cycle sexué chez I’héte définitif (HD): 'Homme (Figure 11) (30).

1) Cycle asexué

La personne infectée expulse les ceufs dans le milieu extérieur par I'émission de selles
(S. mansoni, S. intercalatum, S. mekongi, S. mansoni, S. guineensis) ou par les urines
(S. haematobium).

Si les conditions climatiques sont favorables (température entre 20 a 30°C) et au contact de
I'eau, les ceufs éclosent et libérent un embryon cilié : le miracidium qui a une courte durée de
vie, de quelques heures. Ce dernier infeste un Hl obligatoire et spécifique d’espéce (Bulinus sp.
(S.h et S.i), Planorbarius sp. (S.m) et Oncomelania sp. (S.j, S.k)). Dans ces mollusques se
produisent la multiplication et la maturation du miracidium en sporocystes. Ainsi, 4 semaines
apres, les sporocystes généerent des milliers de furcocercaires (larves a queue bifide) qui sont

libérés.

2) Cycle sexué

Les furcocercaires infectent 'Homme par pénétration transcutanée active au cours d’une
baignade en eau douce. Apres perte de leur queue, ils deviennent des schistosomules qui
circulent dans les vaisseaux sanguins jusqu’a atteindre le plexus veineux mésentérique ou la
maturation se poursuit. Les larves se transforment alors en vers adultes males et femelles
(durée de vie moyenne de 3 a 5 ans et jusqu’a 30 ans) qui s’apparient. Le couple migre a
contre-courant vers les plexus veineux péricoliques et périrectaux (S.m, S.i), périvésicaux (S.h)
ou dans le territoire veineux mésentérique supérieur (S.j, S.k) et se reproduisent.

La femelle pond une centaine (S.m et S.h) a un millier (S.j) d’ceufs par jour. Alors qu’une partie
des ceufs s’enkystent dans les parois du petit bassin pour S.h et dans le parenchyme hépatique
et splénique pour S.m, S.k, S.j, d’autres traversent la muqueuse, gagnent la lumiére intestinale
ou vésicale et sont excrétés par voie urinaire ou fécale, assurant la continuité du cycle (31).

Les ceufs sont émis 2 a 3 mois apres la baignade infestante.
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En absence de traitement, I’excrétion des ceufs peut durer plusieurs années (13)
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Figure 11 : Cycle de vie du parasite Schistosoma sp. (CDC) (30)
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IV. Physiopathologie et aspects cliniques

L'infection s’articule en 3 phases: pénétration, invasion et état. La phase d’invasion
toxémique est globalement commune a toutes les espéces. Les manifestations cliniques de la

phase d’état dépendent de I'espéce en cause et de la localisation des pontes.

1) Phase de pénétration
La pénétration des furcocercaires peut entrainer une dermatite cercarienne s’exprimant par
un prurit et une éruption maculo-papuleuse. Elle s’exprime dans les quelques heures jusqu’au

7¢ jour suivant la contamination (32).

2) Phase d’'invasion (ou aigiie)
La phase d’invasion survient 2 a 12 semaines apres la
pénétration. Elle se traduit par le développement d’une
hypersensibilité immédiate suite a la migration des larves, a la

maturation en vers adultes et aux premieres pontes.

L’hyperéosinophilie sanguine est constante et marquée.

Figure 12 : Angiooedéme a type
d’urticaire en phase d’invasion (1)

Cette phase est habituellement asymptomatique en zone d’endémie chez les autochtones et
plus marquée chez les voyageurs (13,20,33). Elle peut étre rythmée d’épisodes de fievre, de
céphalées, de dyspnée asthmatiforme, de diarrhées, d’éruptions urticariennes (Figure 12).
Une hépatomégalie peut étre présente, et plus rarement une pneumopathie interstitielle
(syndrome de Loeffler) ou une encéphalopathie. Cette phase est définie sous le nom de fievre

de Katayama en Asie du Sud-Est et de fievre de Safari en Afrique tropicale (32).

3) Phase d’état et de complications (ou chronique)
Cette phase se révele quelgues semaines a plusieurs années aprés la contamination.
La nature des symptomes est déterminée par la localisation des ceufs et par l'intensité de

I'infection et la réponse immunitaire (31) (Figure 13). La clinique est la résultante d’une
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réaction inflammatoire chronique (activation des lymphocytes T CD4+, réponse Th2 et
recrutement d’éosinophiles et de macrophages) autour des ceufs enchassés dans les tissus par

la formation de granulomes bilharziens (32).

Les formes compliquées ou séquellaires se retrouvent chez les sujets originaires de zones
d’endémie non traités, en perpétuel contact avec I'eau douce et réinfectés massivement

depuis I'enfance (11,13).
Chez les voyageurs, elle reste peu symptomatique en raison de la faible charge parasitaire.

Les enfants sont sujets a une morbidité importante, et peuvent développer un retard de

croissance et une anémie (1,34).

a. Atteinte urogénitale

S. haematobium est responsable d’une hématurie terminale associée a une protéinurie, des
signes de cystite (pollakiurie, pesanteur hypogastrique, brllures mictionnelles), parfois des

crises de coliques néphrétiques.

Tardivement, I'inflammation et la fibrose des voies urinaires provoquent des dilatations des
uretéres et des complications infectieuses et la survenue d’insuffisance rénale. L'inflammation

vésicale chronique par les ceufs peut aboutir a un carcinome épidermoide de la vessie (13,35).

Les atteintes génitales (salpingite, endométrite) sont fréquentes chez la femme et peuvent
provoquer des troubles de fertilité voire une stérilité ou des grossesses ectopiques. Les
schistosomoses urogénitales sont corrélées a un risque plus important d’acquisition et de
transmission du VIH en raison des effets immunomodulateurs et de I'agression du tractus

génital (36,37).

b. Atteinte intestinale (S. mansoni, S. intercalatum, S. quineensis)

La schistosomose intestinale se manifeste par une symptomatologie peu spécifique:
diarrhées glairo-sanglantes, douleurs coliques, rectorragies, ténesmes. Elle peut se

compliquer d’une pathologie hépatosplénique.

c. Atteinte hépatosplénique

La schistosomose hépatosplénique est fréquente et d’installation rapide pour S.j et S.k, plus
lente pour S.m (5 a 15 ans). Elle se manifeste précocement par une hépatite granulomateuse

(hépatomégalie, fines granulations blanchatres visibles a la laparoscopie, granulomes centrés
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sur un ceuf a I’'examen histologique). Par la suite, une fibrose spécifique en « tuyaux de pipe »
peut se développer. Les fonctions hépatiques sont préservées jusqu’a un stade avancé de la
fibrose. A terme, une hypertension portale avec hépatosplénomégalie, un hypersplénisme,

des varices cesophagiennes et des hémorragies digestives apparaissent (13).

Il existe des cas de fibrose péri-portale chez les enfants atteints d’une infection chronique a

S. mansoni dans les régions ou la prise en charge est négligée (38).

La forme hépatosplénique n’est jamais retrouvée chez les touristes en retour de zone

d’endémie, en raison de la faible charge parasitaire (31).

d. Autres atteintes

Des localisations pulmonaires, cardiovasculaires et neurologiques (39,40) avec atteinte
cérébrale ou médullaire (parfois compliquée d’une myélite, compression médullaire ou
radiculite) sont décrites et résultent de la migration ectopique du parasite ou de

I’embolisation massive des ceufs. Elles sont plus fréquentes pour S. mansoni et S. japonicum.

Site-specific morbadity Generalized morbidity

(Grranulomatous reactions and fibrosis in specific organs  Granulomatous inflammation due to sustamed

due to repeated tissue inflammation may cause: infection and ongoing immune respoNses May Cause:
# Colonic polyposis, with chronic pain, bowel ¢ Anasemia of chronic inflammation, and ron
ulceration and bloody diarthea (5. marson, deficiency anaemia

5. japornicum)

¢ Penportal liver fibrosis, portal hypertension with # Growth stunting and caloric undernutrition
haematemesis and splenomegaly (5. mansomn,

8. japorictim)

¢ Cystiis and uretentis with ulceration and ¢ Impaired cogmitive development

haematuna (5 haesmatobium), which can progress to
bladder cancer

¢ Pulmonary hypertension (5. manson, ¢ Increased susceptibility to co-infection and

5. japomicum, more rarely S. hasmatobium) enhanced disease due to co-infection

¢ Glomerulonephnitis + Fatigue, poor exercise tolerance, and decreased
work output

¢ Female and male pelvic kesions with pain, genital

lesions and sexual dysfuncton

# Central nervous system lesions and spinal cord ¢ Infertility
syndromes

Figure 13: Manifestations cliniques lors de la phase d'état (41)

Afin d’éviter toutes ces complications, un traitement médical (et plus rarement chirurgical)
est recommandé pour toute schistosomose.
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V. Traitements

Le praziquantel (Biltricide®), dérivé synthétique de la tétrahydroisoquinoléine tétracyclique
(Figure 14), est le traitement de référence de la schistosomose. Il est efficace et actif sur tous
les schistosomes adultes (42,43). Son efficacité est plus faible sur les schistosomules, il ne peut
donc étre prescrit qu’a la phase d’état (environ 6 a 8 semaines apres exposition) (44). En effet,
en cas d’administration en phase d’invasion, il conduit a une aggravation de la
symptomatologie initiale (dyspnée, fiévre, douleurs abdominales, diarrhée sanglante,
myocardite, encéphalite et complications pulmonaires) suite a la lyse parasitaire et la
libération massive d’antigenes.

Le traitement des formes d’invasion repose sur ['utilisation d’anti-histaminiques et

I'administration d’une corticothérapie orale systématique en cas d’atteinte sévére (45).

Figure 14: Structure chimique du praziquantel (44)

Malgré son utilisation, le mécanisme d’action du praziquantel est encore mal défini : il
entrainerait un influx de calcium par I'intermédiaire des canaux calciques voltage-

dépendant, puis une contraction musculaire et une paralysie du ver (46).

Bien toléré, le praziquantel est a prendre au cours d’un repas en prise unique a la posologie
de 40mg/kg dans les schistosomoses urogénitales et intestinales (soit 4 comprimés de 600mg

chez I'adulte) et a la posologie de 60mg/kg dans les formes artério-veineuses (S.j)(44).

La réponse au traitement est contrélée a 2 mois, 6 mois et un an par la réalisation d’examens

parasitologiques, une formule sanguine et une PCR Schistosoma.
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Apres traitement, des ceufs morts peuvent étre éliminés pendant plusieurs mois. Un test
d’éclosion du miracidium peut les différencier des ceufs vivants.

De plus, une hyperéosinophilie et une élévation des anticorps anti-Schistosoma sont
observées 2-3 mois apres le traitement suite a la lyse des vers. Par la suite, le nombre
d’éosinophiles sanguins se normalise et les sérologies se négativent en 10 a 12 mois
(Tableau 2).

Cependant, la persistance d’'une hématurie, I’hyperéosinophilie et la positivité des examens

parasitologiques au-dela de 3 mois nécessitent un renouvellement du traitement (47).

Tableau 2 : Surveillance post-thérapeutique (47)

Conves ot hapoines  Eosmootle e Sélous s Redhercho i

2 mois (Eufs morts calcifiés
6 mois S{ N MNégatif
12 mois Mormale Negatif Neégatif

A ce jour, aucune résistance au praziquantel n’a été retrouvée. Néanmoins, la disponibilité et
I"'utilisation massive et répétée d’'une seule thérapie efficace pourraient conduire au
développement et a la propagation de résistances (46). Une réduction de la susceptibilité au
praziguantel est signalée dans certains régions endémiques (taux de guérison faible de 18%
au Sénégal) liée a l'intensité de la transmission et a la charge initiale élevée (48). Ainsi, la
recherche de nouvelles molécules anti-schistosomiques est primordiale. Par exemple, le
développement d’une thérapie combinée ciblant les différents stades de maturation des
schistosomes est une voie de recherche intéressante.

D’autres molécules telles que I'Oxamniquine, I’Artemether et le Furoxan) ont été testées (49).
Certains médicaments sont prometteurs mais aucun ne peut étre utilisé en tant que substitut
ou complément au praziquantel.

Les dérivés de I'artémisinine, utilisés comme anti-malariques, ont démontré leur efficacité sur
les formes immatures du schistosome (34). L’association du praziquantel et de I'artemether
conduit a un meilleur taux de guérison que I'artemether seul. Pourtant, I'utilisation de ce
traitement combiné est limitée car elle conduit au développement de résistances du

Plasmodium dans les régions co-endémiques (42,50).

En terme de prophylaxie collective, le praziquantel est aussi utilisé comme traitement

préventif de masse destiné aux personnes a risque dans les régions endémiques.
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VI. Prévention

L’OMS a mis en place des programmes nationaux de lutte contre la schistosomose dans les
pays endémiques. L'objectif est de prévenir et de réduire la transmission et la morbidité a long
terme et par la suite d’éradiquer la schistosomose (51).

La stratégie consiste a agir sur :

- I'aménagement de I'environnement avec un acces a I'eau, un assainissement de I'eau
et une amélioration de I’hygiéne, et pour cela une nécessité d’amélioration du niveau
socio-économique ;

- la destruction des hotes intermédiaires ;

- I’éducation sanitaire afin de changer les comportements ;

- et surtout sur le traitement de masse par chimiothérapie préventive (CP) (10).

Au début du XXeme siecle, les premieres tentatives de lutte contre la schistosomose ont eu
lieu en Egypte et au Japon (52). La destruction des mollusques par du niclosamide s’est avérée

étre une méthode difficile en raison du co(t élevé et du caractere polluant (31).

En revanche, I'administration a grande échelle de praziquantel a montré son efficacité en
terme de réduction de la morbidité et sur la transmission de la schistosomose dans des pays
tels que I'Egypte, le Brésil, le Burkina Faso, le Cambodge, la Chine, le Maroc ou I’'Ouganda (53—

55).

Ainsi, '’Assemblée Mondiale de la Santé recommande de poursuivre les activités de lutte
contre la schistosomose dans les zones de forte transmission, d’assurer I’accés au traitement
et de surveiller la qualité et I'efficacité des médicaments (56). Elle préconise d’administrer a
grande échelle des traitements périodiques d’une dose orale de 40mg/kg de praziquantel a
tous les enfants d’age scolaire et les adultes exposés, particulierement les femmes enceintes
(10).

Cinquante-deux pays d’endémie de transmission modérée a forte sont concernés par ce

traitement de masse (Tableau 3).

37



Tableau 3 : Statut des pays d'endémie de schistosomose dans les régions de I'OMS (51)

Pays ou territoires ou la Région de Afrique : Afrique du Sud, Angola, Bénin, Botswana, Burkina Faso, Burundi, Cameroun, Congo, Céte d’Ivoire,

chimioprévention est nécessaire I:Erythrée, Ethiopie, Gabon, Gambie, Ghana, Guinée, Guinée-Bissau, Guinée équatoriale, Kenya, Liberia, Madagascar,
Malawi, Mali, Maurice, Mozambique, Namibie, Niger, Nigeria, Ouganda, Rwanda, Sao Tome et Principe, Sénégal, Sierra
Leone, Swaziland, Tchad, Togo. République centrafricaine, République démocratique du Congo, République unie de
Tanzanie, Zambie, Zimbabwe

Région des Amériques : Brésil, Venezuela ( République bolivarienne du )

Région de I'Asie du Sud-Est : Indonésie

Région de la Méditerranée orientale : figypte, Somalie, Soudan, Soudan du Sud, Yémen

Région du Pacifique occidental : Cambodge, Chine, Philippines, République populaire démocratique lao
Pays ou territoires oti une actualisation Région des Amériques : Sainte Lucie, Suriname
est nécessaire aux fins de la

planification et de la mise en Région de la Méditerranée orientale : Arabie saoudite, Irag, Libye, Oman, République arabe syrienne
ceuvre des interventions

Pays ou territoires ot une évaluation Région de PAfrique : Algérie, Maurice
est nécessaire pour vérifier si la

transmission a déja été interrompue Région des Amériques : Antigua, Guadeloupe, Martinique, Montserrat, République dominicaine

Région de I'Asie du Sud-Est : Inde, Thailande

Région de I'Europe : Turquie

Région de la Méditerranée orientale : Djibouti, Iran ( République islamique d’), Jordanie, Liban, Maroc, Tunisie
Région du Pacifique occidental : Japon, Malaisie

* Source: http:/www.who.i lected_di /sch/sch.html

Le but est d’obtenir une couverture géographique de 100% en 2020 (Figure 15).
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Figure 15: Proportion de pays mettant en ceuvre la chimioprévention de la schistosomose de 2006 a 2020 (51)

En Afrique subsaharienne, cette stratégie n’a pas été optimale en raison d’un nombre
relativement important de personnes n’ayant pas eu accés a ce médicament (environ 80%)

par défaut de ressources humaines et financieres (10,57).
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En réalité, 5% des personnes exposées semblent avoir recu un traitement efficace (Figure 16).
En effet, seulement 50% des individus ayant accés au traitement étaient observants. De plus,
I’efficacité du praziquantel en préventif n’est estimée qu’a 50% en raison de I'absence d’action

sur les schistosomules et donc la possibilité d’une réinfection dés son arrét (58).

Drug Effectiveness

Drug Compliance Drug Efficacy

Reservoir
Population
cured
5%

Global MDA
Coverage 10%
20%

Figure 16: Population cible recevant une chimioprévention dans le contréle de la schistosomose (10)

Depuis, 'OMS a contribué a une meilleure disponibilité du praziquantel, a la mise en ceuvre

de la chimioprévention dans de nouveaux pays et a I'amélioration de la notification.

En 2018, 95,3 millions de personnes (76,2 millions d’enfants d’age scolaire et 19,1 millions
d’adultes) ont bénéficié de la CP, ce qui donne une couverture mondiale de 61,2% chez les
enfants et 18,2% chez les adultes. Au total, 34 pays (soit 65,4%) ont signalé qu’ils avaient
administré des traitements contre la schistosomose en 2018 (59). Les données manquantes
expliquent la diminution du nombre de patients traités en 2018 par rapport a 2017 (Figure

17).
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Figure 17: Nombre de personnes ayant regu une chimioprévention contre la schistosomose dans le monde entier de 2012
32018 (OMS 2019) (59)

Pour conclure, les plans d’élaboration du traitement de masse ne suffisent pas a eux seuls a
contréler ou a éliminer la schistosomose a long terme. Les mesures complémentaires
évoquées ci-dessus jouent un role important. La prise d’'une association de praziquantel
60mg/kg fractionnée et 6mg/kg d’artémether a été proposée afin d’agir sur tous les stades du

parasite (10).

En parallele, des essais cliniques sont en cours d’élaboration afin de développer un vaccin

contre S. mansoni et S. haematobium (60).

En Europe, dans le but de réduire I'incidence des cas importés, les voyageurs doivent étre
sensibilisés au risque de schistosomose dans les régions africaines. Les consultations aprés le
voyage, surtout pour les expatriés, sont utiles étant donné l'incidence élevée d’infections
asymptomatiques (11). En Corse, des plans d’action pour sensibiliser le public et des
installations sanitaires pour les nageurs sont mis en place pour éviter le développement d’un

réservoir local (21).

40



Partie Il : Diagnostic biologique

Une symptomatologie non spécifique peut rendre le diagnostic clinique difficile. Il est
impératif de disposer d’outils diagnostiques ayant une bonne sensibilité et spécificité pour

détecter les personnes infectées, les traiter rapidement et limiter les complications.

Il n’existe pas de consensus concernant la prescription des examens biologiques. Les
recommandations australiennes (61) et le HCSP (27) préconisent une sérologie en 1°®
intention chez les migrants et les voyageurs en Corse, puis des examens complémentaires
(Examen Parasitologique des Selles (EPS) et des Urines (EPU), échographie) en cas de

positivité.

Selon Gray et al (62) et les recommandations francaises (Guide Comede 2015), la sérologie et
I’examen parasitologique des excrétas doivent étre prescrits de facon concomitante. Un
dépistage systématique (NFS, EPS, sérologie +/- EPU) est proposé aux migrants de retour

d’une zone d’endémie.
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I. Diagnostic non spécifique

Une hyperéosinophilie et une augmentation des IgE sont plus marquées en phase d’invasion.
Une hyperleucocytose peut étre retrouvée (10 a 25G/L).

L’'hématurie peut se présenter dans les schistosomoses urogénitales.

II. Diagnostic spécifique

1) Microscopie
Selon I'OMS, I'examen microscopique des ceufs de schistosomes dans les selles, les urines et
les biopsies est I'examen de référence. En pratique, il est pertinent chez des patients atteints

de schistosomose chronique, dans les régions a forte prévalence (20).

La microscopie permet d’établir un diagnostic d’espéce grace a la taille et la morphologie des
ceufs (Figure 18) et la nature du prélévement (31) .

Le diagnostic parasitologique a I'avantage d’avoir une haute spécificité estimée a 100% (63).
Cependant, le diagnostic est retardé et n’est contributif qu’a partir de la 6e semaine post-
contamination en moyenne (5).

De plus, la recherche des ceufs est une technique peu sensible (5-50%), surtout en cas de faible
charge parasitaire, chez les voyageurs notamment. En raison de la variabilité de I'excrétion
journaliere des ceufs, il est donc nécessaire de renouveler les prélevements (2).

Ainsi, la microscopie présente un intérét limité dans I’évaluation de |'efficacité thérapeutique.
La sensibilité de cette méthode est dépendante de I'expérience de I'opérateur et de la charge
parasitaire, d’ou la nécessité de compléter cet examen par une sérologie, technique plus

sensible.
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Figure 18: Morphologie des ceufs spécifiques d'espéce au microscope (31)

a. Examen Parasitologique des Urines (EPU)

L'EPU s’effectue classiquement sur les urines matinales (entre 10h et 14h), aprés une activité
physique pour améliorer la concentration des ceufs (efficacité jamais prouvée a ce jour), ou
sur les urines des 24 heures. Les urines sont traitées par la méthode de sédimentation,
centrifugation ou par filtration sur membrane de polycarbonate. Le culot est observé par

microscopie optique.

b. Examen Parasitologique des Selles (EPS)

Trois prélevements a 2 a 3 jours d’intervalle sont nécessaires pour le diagnostic des
schistosomoses intestinales. L'EPS comprend un examen macroscopique, un état frais et 2
méthodes de concentration différentes. Grace a son moindre co(t, sa haute spécificité et sa
facilité d’utilisation, la technique de Kato-Katz est recommandée par 'OMS et permet une

guantification des ceufs (17).

c. Biopsies
La biopsie n’est recommandée qu’en cas de lésions suspectes ou face a des symptomes

évocateurs et des examens microscopiques et sérologiques négatifs.

2) Techniques immunologiques

a. Sérodiagnostic

Les anticorps anti-Schistosoma apparaissent 4 a 6 semaines apres la baignade infestante et
persistent pendant plusieurs années.
Le sérodiagnostic, de bonne sensibilité, correspond a I'examen de 1° intention dans les

régions non endémiques. |l présente un intérét dans le dépistage de la schistosomose aiglie
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chez les voyageurs et les migrants en retour de zones d’endémie, et dans le diagnostic en cas

d’examen microscopique négatif et de symptomes non spécifiques (11,31,64).

En revanche, cette méthode ne permet pas de distinguer les especes, ni d’évaluer le caractére
évolutif ou résolu de cette pathologie puisque I'examen reste longtemps positif. Malgré la
sensibilité et spécificité équivalente a la PCR, le sérodiagnostic ne peut différencier une

infection passée d’une infection active par rapport aux méthodes directes de diagnostic (65).

En pratique, pour une sensibilité optimale, les autorités sanitaires ont recommandé
I"utilisation simultanée de 2 techniques de principe différent (ELISA et hémagglutination
indirecte) utilisant 2 antigénes parasitaires de stades différents (ceufs et adulte). Les données
de la littérature montrent que la sensibilité des tests sérologiques combinés se situe entre 78

a 100% et la spécificité de 87 a 98% (66).

En cas de discordance ou de résultat douteux, le western blot basé sur 'immunoempreinte
(bandes spécifiques du genre Schistosoma) reste un examen de confirmation sérologique (27).
L'immunoblot a prouvé son efficacité dans le diagnostic de la schistosomose urogénitale et

intestinale (5).

La majorité des tests de détection d'anticorps utilisés dans le diagnostic de la schistosomose

utilise les antigénes de S. mansoni (17).

» LImmunofluorescence indirecte (IFA) détecte la réaction entre les antigénes
parasitaires (coupes de vers adulte, cercaires et ceufs) et les anticorps IgG et IgM
dans le sérum ou d’autres fluides au microscope. Cette méthode a été utilisée dans
les zones de faible prévalence, combinée a d’autres procédures pour augmenter la
sensibilité et la spécificité. L'inconvénient est le co(t des réactifs et 'utilisation de

microscopes.

» L’hémagglutination indirecte (HAI) utilise des érythrocytes sur lesquels sont fixés des
antigenes de vers adultes. Elle détecte la réactivité entre les anticorps dans le sérum
de l'individu et les antigenes de Schistosoma (Figure 19). En raison de sa simplicité et
sa sensibilité, ce test est utilisé dans les enquétes a grande échelle et dans la

surveillance des schistosomoses dans les zones endémiques (17).
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Figure 19: Titrage d'un sérum positif par IHA (Notice)

» ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
C'est un test immunoenzymatique basé sur la détection des anticorps IgG dirigés
contre les antigenes purifiés solubles d’ceufs (SEA) de Schistosoma mansoni.
Une sensibilité de 94% est obtenue pour S.m, 90% pour S.h. Elle est moins bonne pour
S. japonicum et S.mekongi (environ 50%) (61).
D’autres cibles aussi performantes et a moindre co(t existent. L’antigéne cercarial de
S. mansoni (SmCTF) donne une moins bonne sensibilité pour les infections a
S. japonicum (67). L’antigene comprenant la fraction cationique 6 CEF6 des ceufs est
un marqueur spécifique et utile pour le suivi de I'efficacité du traitement. On observe
une décroissance des anticorps dirigés contre CEF6 apres traitement. Cet antigéne

peut étre corrélé a I'intensité de I'infection (67,68).

» Western Blot (WB)
Les antigénes bruts (vers de S. mansoni et S. haematobium) apres séparation
électrophorétique sont fixés sur une membrane de nitrocellulose découpée en
bandelettes. Les anticorps spécifiques anti-IgG fixés aux antigenes sont révélés par
I'ajout de la phosphatase alcaline anti-IgG sous forme de bandelettes violettes

(Figure20).

Le WB est une technique trés sensible (98,9%) dotée d’une excellente valeur

prédictive négative (98%) et spécificité (98,2%) (63).

Les anticorps détectés par le WB sont connus pour persister plus longtemps

(plusieurs années) aprés traitement par comparaison a I’'ELISA ou I'IHA. (5).
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Figure 20: Exemple de profils rencontrés par Western blot (zone entre 8 et 34kDa)
Huit bandes spécifiques sont rencontrées : P8, P9, P10, P12-13, P14-15, P18, P22-24,
P30-34 (poids moléculaires) (Notice LDBIO Diagnostics ©).
La présence de I'une des bandes 30-34 ou 22-24 refléte une infection a Schistosoma.
Si la bande 30-34 est isolée, elle doit étre large pour étre considérée.
La bande 28 est non spécifique de Schistosoma.
Une différence de profil est observée entre I'infection a S. mansoni (P1) et

S. haematobium (P2).

Une alternative basée sur la détection d’antigénes circulants dans le sérum ou l'urine a l'aide

d’anticorps monoclonaux est disponible.

b. Détection d’antigénes

Des techniques rapides et a moindre co(it ont été développé pour faciliter le dépistage sur le
terrain dans les programmes de contrble. Elles sont basées sur la détection d’antigénes
dérivés du schistosome, protéoglycanes, spécifiques du genre et non spécifiques d’espéce :
I’antigéne cathodique circulant CCA et I'antigéne anodique circulant CAA. Ces antigenes sont

relargués par le ver adulte dans le sang et I'urine 3 a 5 semaines post-infection (69).

Ces tests immunochromatographiques permettent le diagnostic des infections actives et

I’évaluation de I'efficacité du traitement dans les régions endémiques mais manquent de
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sensibilité en cas de faible charge parasitaire (68,70). En revanche, malgré leur bonne
spécificité, ces méthodes ne permettent pas de faire le diagnostic d’espece.

Des sensibilités similaires sont obtenues avec la recherche de CAA dans le sérum et de CCA
dans 'urine (17). Il n’est pas démontré d’augmentation de la sensibilité en combinant une

détection simultanée du CAA et du CCA (71).

Le POC-CCA urinaire a démontré sa performance sur le terrain dans le dépistage de S. mansoni
dans les régions endémiques (72). En effet, il est doté d’une meilleure sensibilité (par
comparaison a la microscopie) (73). Cependant, il présente des limites dans le diagnostic des

schistosomoses urinaires a S. haematobium.

La sensibilité du test CAA est faible d’ou le développement de la technique UCP-LF (Up-
Converting Phosphor Lateral Flow) sur sérum. Cette méthode est plus performante et efficace

dans la détection de toutes les espéces mais ne peut étre utilisée sur le terrain (17).

3) Techniques moléculaires

Les techniques de biologie moléculaire ont tendance a se développer en raison de la faible
sensibilité des méthodes standards.

Introduite récemment, la technique LAMP (Loop-mediated isothermal amplification)
constitue une méthode alternative a la PCR conventionnelle en raison de sa forte sensibilité,
sa simplicité, sa rapidité d’utilisation et son efficacité d’amplification. Elle présente un fort
potentiel dans la détection précoce des schistosomes sur le terrain dans les pays a faibles
ressources (74,75).

De nos jours, la PCR en temps réel par sonde Tagman®, plus avantageuse en terme de
sensibilité, de quantification en comparaison a la PCR classique en point final, est largement
utilisée en routine dans les laboratoires de biologie médicale pour le diagnostic de la

schistosomose.
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a. Principe de la PCR en temps réel Tag man

La PCR en temps réel repose sur le méme principe que la PCR classique. En revanche,
I"'amplification est détectée tout au long de la PCR par émission de fluorescence d’une sonde.

La sonde Tagman® est un oligonucléotide complémentaire de I'un des brins de la séquence

cible (figure 21).
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Figure 21 : Principe d'une PCR avec sonde TagMan (76)

a) Durant 'étape de dénaturation, la sonde est libre en solution. (b) A la température d’appariement, la sonde et les
amorces s’hybrident a leurs séquences cibles respectives et la proximité des fluorochromes permet I'inhibition de
la fluorescence. La polymérisation débute. (c) La polymérase déplace et hydrolyse la sonde. Le fluorochrome

émetteur est libéré de I’'environnement du suppresseur permettant ainsi I'émission de la fluorescence
La PCR quantitative en temps réel présente plusieurs avantages. Le principal est la corrélation
de l'intensité de la fluorescence a la quantité d’amplicons produits (évaluée par la
détermination du Ct (cycle seuil)). Par ailleurs, I'efficacité de la PCR quantitative en temps réel
est d'autant meilleure que la taille des amplicons est petite (50-150pb). Enfin, |'utilisation

d'une sonde Tagman® augmente la spécificité des amplicons générés.
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b. Etat des lieux des PCR Schistosoma et leur cible

La plupart des PCR décrites détectent une ou deux especes de schistosomes humaines

(Annexe 1).

Le génome de Schistosoma, de grande taille, (363 Mb pour S. mansoni) est riche en séquences
répétées (40% du génome) (dont 72 familles de rétrotransposons LTR (Long Terminal Repeat)

et non LTR) (77,78).

Pontes et al (79) ont été les premiers a utiliser la PCR ciblant la séquence répétée en tandem
de 121pb de Sm 1-7 (12% du génome) décrite par Hamburger et al (80) pour détecter

spécifiqguement S. mansoni dans les selles et le sérum (81-83).

En 2010, Oliveira et al (84) ont démontré que la PCR basée sur ’ARN28S était plus sensible
que la PCR ciblée sur Sm 1-7 pour détecter S. mansoni dans les échantillons fécaux.

L’ARN ribosomique 28S et 18S reste une région trés conservée, considérée comme un
excellent marqueur d’identification et utilisée dans les études phylogénétiques (85). Zhou et
al (86) ont développé une PCR en temps réel ciblant ’ARN 18S pour détecter S.j dans les
excréments de souris et les échantillons de sérums. Cette cible présente des similarités avec
S. malayensis, S. mekongi et S. sinensiu, d’ou la possibilité d’en faire un outil diagnostic des
schistosomoses asiatiques. Dans I'étude de Cnops et al (87), 'ARNr 28S déja décrit par
Sandoval et al (88), a permis le développement d’une PCR en temps réel détectant les espéces
infectieuses pour I'Homme (S. mansoni, S. haematobium, S. intercalatum, S. mekongi et

S. japonicum) dans les selles, les urines et le sérum.

En 2013, Cnops et al (89) a ciblé I'amplification de la séquence répétée Dral (15% du génome)
pour diagnostiquer les schistosomoses urogénitales a S. haematobium dans les sérumes.
Cependant, cette séquence est commune avec S. mattheei, S. magrebowiei, S. bovis,

S. curassoni et S. intercalatum mais pas avec S. mansoni (90).
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Guo et al (91) ont identifié 29 rétrotransposons dans le génome de S. japonicum.
L'amplification de la séquence hautement répétitive du rétrotransposon SjR2 (230pb) (92) et
du rétrotransposon SjCHGCS19 (91) permet la détection de S. japonicum dans les sérums de

lapins et de patients, avec une spécificité et une sensibilité élevées.

Par ailleurs, I’ADN mitochondrial, uniquement a hérédité maternelle, est une cible
intéressante en raison de :
- sarésistance, liée a sa forme circulaire
- sa forte sensibilité de par le nombre de copies des séquences et le nombre de
mitochondries par cellule
- sa grande spécificité d’espéces avec un taux de mutation plus élevé que I’ADN
nucléaire (17).
Actuellement il existe des banques de données pour les génomes mitochondriaux complets
pour 6 espéces de schistosomes (S. japonicum, S. mekongi, S. malayensis, S. spindale,
S.mansoni et S. haematobium).
Dans la littérature, les PCR ciblent habituellement les génes mitochondriaux cytochrome
oxydase 1 (COX1) et NADH déshydrogénase | (93—96) (Figure 22). Kato-Hayashi et al (97) ont
développé une PCR multiplex ciblée sur COX1, capable d’identifier et de différencier
S. mansoni, S. haematobium, S. japonicum et S. mekongi. De méme, Ten Hove et al (96)ont
utilisé le géne COX | pour différencier S. mansoni et S. haematobium, mais la sensibilité
semblait inférieure a la PCR ITS2 décrite pas Obeng et al (72), qui détecte les 2 especes sans

différenciation.
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Figure 22: Schéma représentatif des génomes mitochondriaux de S. spindale et S. haematobium (98)

La séquence ITS (Internally transcribed Spacer) est une cible sélectionnée pour distinguer les
espéces. La région ITS est une région de I’ADN ribosomique des eucaryotes composée de
sous régions (ITS1, ITS2 et le géne 5,8S), non codante et hautement polymorphe (Figure 23).
La variabilité de cette séquence permet une identification spécifique de I'espece.

Dans I'étude de Sandoval et al (88), ITS2 était amplifiée pour détecter spécifiqguement S.h

dans des échantillons d’urines.

}— Nuclear ribosomal RNA gene cluster —{

zas rRNA ETS ITS 1 ITS 2
‘/

> —>
58 I‘RNA 18S rRNA gene 5.85 riRNA 28S rRNA gene
gene gene
I .|
I /'/ /) / I.'I

NTS / ) / l", /z I.':
=" ~1700 nudeotides / | /| ~2500-3000 nucleotides
|
|/
V4 \ /
V/
Regions with sequence variation ’ . Regions with sequence
are shown in black. The V4 Rapidly variation are shown in black.
region is one of the most evolving The D2 and D8 regions are
variable. regions

the most variable,

(Source du Cirad)

Figure 23: Opéron du géne ARN ribosomique chez les eucaryotes (99)
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Enfin, d’autres biomarqueurs sont découverts et sont spécifiques d’espéces de schistosomes
(100). Par exemple, les miRNAs dérivés de parasites (miR-3479, miR-10, miR-3096, miR-0001,
miR-277, Bantam) sont des ARN non codants détectables dans les fluides biologiques a

différentes intensités d'infection, avec une sensibilité et une spécificité élevées (17).

c. Performances de la PCR par rapport aux techniques standards

La PCR est une méthode alternative valable pour diagnostiquer les infections a Schistosoma.
En effet, I'étude de Kato-Hayashi et al (93)a trouvé des résultats concordants entre la PCR et
la technique gold-standard (Kato-Katz) puisque I'ADN a été détecté dans I'urine et le sérum

de tous les patients positifs par technique Kato-Katz (100% de sensibilité).

Comme la méthode Kato-Katz, la PCR présente une capacité de quantification et donnera une
estimation de la charge parasitaire.

La PCR est également dotée d’une haute spécificité (100%), prouvée dans notre laboratoire
lors de I’évaluation de la PCR spécifique a S.m et S.h pour laquelle il n’a été obtenu aucun
positif chez les patients n’ayant jamais voyagé en zone d’endémie et aucune réaction croisée

avec les autres parasites (5).

De méme, la PCR a su démontrer sa performance grace a sa haute sensibilité. Dans I'étude de
Pontes et al (83), la détection de ’ADN parasitaire se révélait étre 10 fois plus sensible que la
technique Kato-Katz. Effectivement, un diagnostic positif a été obtenu pour des selles
contenant a peine 2,4 ceufs par gramme de féces, avec une limite de détection de seulement
1fg d’ADN de schistosome par opposition a la technique KK, estimée a 20 ceufs par gramme
de selles. Cette sensibilité élevée permet a la PCR d’étre utilisée dans le diagnostic des
schistosomoses de faible charge parasitaire (84,101). Contrairement a la méthode Kato-Katz,
un seul échantillon suffit pour conduire a la positivité de la PCR (79).

De plus, cette technique a prouvé son efficacité dans le diagnostic puisqu’elle a permis de
rattraper des résultats rendus faussement négatifs par I’examen parasitologique des selles
(79,93,95). D’ailleurs, dans I'’étude menée a Toulouse sur 412 échantillons issus de patients

suspects de schistosomose et par comparaison a la microscopie, , la mise en place de la PCR
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en temps réel spécifique de S.m et S.h a participé a 'augmentation significative de la sensibilité
du diagnostic de 4% a 10,5% pour S.h dans les urines et de 33,7 a 48,8% pour S.m dans les

selles (5).

Enfin, par comparaison aux techniques standards, la PCR a la capacité d’amplifier 'ADN de
schistosome dans divers milieux biologiques (sérum (89), plasma, biopsie, selles (96), urines
(88).

Dans le sérum, la PCR montre un intérét dans la détection précoce de I’ADN parasitaire, dés
la premiere semaine post-infection (82,92,102).

L’étude de Wichmann et a/ (81) menée de janvier 2009 a avril 2012 dans 11 centres européens
de médecine tropicale et de médecine du travail a montré I'avantage de la PCR sérique en
temps réel a diagnostiquer les schistosomoses aiglies des voyageurs de retour d’une zone
d’endémie avec une sensibilité de 92%. Cela a été décrit également dans I’étude Clerinx et al
(103), dans laquelle une sensibilité de 100% chez des voyageurs exposés a été obtenue.

Au CHU de Toulouse, la sensibilité globale de la PCR sérique a été évaluée a 72,7% et a atteint

94,1% chez les patients avec un EPS positif (5).

d. Applications de la PCR Schistosoma

La PCR est un outil de diagnostic sensible et spécifique pouvant étre utilisé en alternative a la
microscopie et en tant que méthode de référence combinée au sérodiagnostic par WB. Elle
permet de confirmer la sérologie et apporte une valeur ajoutée en identifiant les espéces de
schistosomes (y compris dans les infestations mixtes) (5).

Dans le sérum, elle dévoile un intérét dans le diagnostic précoce des schistosomoses aigles
d’importation (avant la mise en évidence des ceufs dans les excrétas). Par conséquent, elle
permet d’orienter la prise en charge plus rapidement et d’éviter les complications tardives

(81).
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De méme, cette technique de biologie moléculaire est utile dans I’évaluation de I'efficacité du
traitement (5). A 1 mois du traitement, la PCR dans le sérum reste positive, détectant la
persistance d’ADN probablement libéré des ceufs enchassés dans les tissus. A ce stade, le
controle de I'efficacité du traitement ne peut s’effectuer que par un examen microscopique
des excrétas. En outre, a partir de 3 mois, une décroissance de la positivité de la PCR est
observée, d’ou son role dans le contréle d’efficacité du traitement et de guérison a 1 an (Figure

24).
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Figure 24 : Cinétique du taux d'échantillons positifs dans le sérum par PCR, ELISA et HA aprés traitement (5)

En routine, au CHU de Toulouse, une PCR en temps réel ciblant les séquences génomiques
répétées de S. mansoni (Sm1-7) et S. haematobium (Dra-1) permet de confirmer le diagnostic
de schistosomose.

Cependant, cette technique ne détecte pas les espéces asiatiques. Il est apparu nécessaire de
développer une PCR détectant toutes les espéces de schistosomes, ceci d’autant plus que
I’examen parasitologique des selles ne sera vraisemblablement plus réalisé d’ici quelques

années.
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Partie IIl: Développement d’'un outil de diagnostic

moléculaire pan-Schistosoma

I. Objectif

Au CHU de Toulouse comme dans beaucoup de laboratoires d’analyses médicales, I'examen
parasitologique des selles classique (microscopique) sera de moins en moins réalisé. Plusieurs
raisons expliquent 'abandon de cette technique diagnostique :

- Le développement d’outils moléculaires, malgré leur performance actuelle modérée
pour les helminthes, devrait se généraliser.

- La moindre fréquence des helminthiases et la difficulté du maintien des compétences
des opérateurs a pour conséquence une moindre performance des diagnostics par
méthodes optiques.

Une PCR de routine en temps réel est disponible au laboratoire, elle met en évidence
spécifiguement S. mansoni et les espéces du complexe S. haematobium, especes les plus
observées.

La stratégie envisagée au laboratoire de parasitologie du CHU de Toulouse est de mettre en
place un outil de diagnostic sensible, de recours, pour diagnostiquer toute infection a

Schistosoma sp. quelle gu’en soit I'espéce.
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II. Matériel et méthodes

1) Design de la PCR Pan-Schistosoma
La premiere étape de notre travail a été de designer in silico des amorces et une sonde
spécifiques permettant d’amplifier un fragment d’ADN commun a toutes les espeéces.
L'intérét était d’inclure dans le panel de détection de la PCR pan-Schistosoma toutes les
souches africaines du complexe haematobium, mansoni ainsi que toutes les espéces

asiatiques.

a. Choix de la cible

En premier lieu, nous avons voulu mettre en évidence une séquence génomique répétée et
commune a toutes les especes. Aucune séquence multi-répétée, comme le géne Dral, n’a pu
étre identifiée.

Deux cibles potentielles identifiées chez les eucaryotes étaient alors intéressantes : ’ADN

mitochondrial et les séquences ITS.

Pour cela, les séquences d’ADN ribosomal 18S (fragment ITS2) et d’ADN mitochondrial ont été
récupérées sur GenBank® NCBI (National Center for Biotechnology Information -

https://www.ncbi.nlm.nih.gov). L’ensemble des séquences a été aligné sur BLAST® (Basic

Local Alignment Search Tool) ; ce qui a permis de sélectionner les régions d’homologies.

L'alignement des régions génomiques choisies a été réalisé grace au logiciel BioEdit Sequence
Alignement Editor sur les souches suivantes: S. mansoni, S.rodhaini, S. mattheei,
S. haematobium, S. haematobium x S. bovis, S. intercalatum, S. guineensis, S. bovis,

S. japonicum, S. mekongi, S. malayensis dans le but de trouver une région idéale.

b. Choix des amorces et de la sonde

Une fois la cible sélectionnée, le logiciel PrimerExpress® a permis de designer les séquences

d’ADN des amorces et de la sonde spécifique aux brins du fragment d’intérét.

La spécificité des amorces et de la sonde a été vérifiée in silico par BioEdit Sequence

Alignement Editor ©.
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2) Validation et application de la PCR pan-Schistosoma

a. Souches parasitaires

Des souches de vers adultes de schistosomes, d’espéeces différentes, ont été fournies par
I’équipe de recherche du laboratoire Interactions HoOtes-Pathogenes-Environnements a
I"'université de Perpignan (Pr Jérbme BOISSIER), pour la mise en ceuvre de la PCR pan-
Schistosoma. Pour chaque espece, nous disposions de 3 échantillons comprenant 2 vers

chacun, fixés a I’éthanol. Ces différentes espéces étaient les suivantes :

- Especes du complexe de S. haematobium : souche animale S. bovis (Sb), S. haematobium
(Sh), hybride S. bovis x S. haematobium (F), autre souche hybride S. bovis x S. haematobium
(F)

- Espéces du complexe S. mansoni : S. mansoni du Sénégal (SmS), S. mansoni du Brésil (SmB),

souche animale S. rodhaini (Sr)

Nous avons pu aussi avoir par le Pr Jérome BOISSIER I’ADN de S. japonicum du Japon et de

Chine.

b. Sélection des patients

Afin d’évaluer les performances de la PCR pan-Schistosoma mise en place, des prélevements
de patients positifs avec les PCR en temps réel de routine spécifique des especes Sm ou Sh ont

été utilisés.

Ainsi, une requéte sur le serveur Molis® du CHU de Toulouse a été réalisée au cours de la
période allant de janvier a décembre 2020. Cent douze demandes de recherche de

schistosomose Sm et 111 pour Sh ont été comptabilisées.

Seuls les prélevements avec une PCR Schistosoma positive (Sm ou Sh) ont été retenus, a savoir
24 prélévements (14 urines, 8 sérums, 1 selle et 1 sperme) de 12 patients. Les schistosomoses

a Sh étaient les plus représentées (19/24, soit 79%) versus 21% de pour Sm (5/24).
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Nous nous sommes également intéressés aux patients diagnostiqués pour une infection mixte
a Sm et Sh durant la période entre 2016 et 2019. Sept sérums et 2 urines ont été retenus,

provenant de 6 patients.

Dans un second temps, nous avons séquencé I’ADN parasitaire pour tester la capacité a faire

un diagnostic d’espéce.

c. PCR en temps réel

Dans un premier temps, la PCR pan-Schistosoma a d{ étre validée en analysant les souches
d’espéces connues parallelement par PCR de routine Sm spécifique et Sh spécifique, et par
PCR pan-Schistosoma. Les performances de cette nouvelle méthode de diagnostic ont alors
pu étre évaluées en comparaison a la PCR Sm et Sh spécifique. La limite de détection a été
déterminée par la valeur de Ct |a plus élevée avec la PCR de routine obtenant un signal positif

avec la PCR pan-Schistosoma.

De plus, nous avons voulu rechercher I'existence éventuelle d’un lien entre la valeur du Ct
obtenue, a savoir le nombre de cycles, et I'espéce détectée et entre la quantité d’ADN extraite

et la valeur du Ct.

Dans un second temps, la PCR pan-Schistosoma a été évaluée en passant les échantillons de

patients positifs a Sm, Sh ou Sm et Sh.

> Extraction de ’ADN

=  Souches

Apres pré-traitement par le Bacterial Lysis Buffer® et mise en suspension, I’échantillon a été
homogénéisé grace au MagnA Lyser®, ce qui a permis la libération des protéines et de I’ADN.
L’extraction manuelle des acides nucléiques a été effectuée sur 200uL de surnageant en
suivant les instructions du coffret High Pure PCR Template ROCHE ©.

Le principe de I'extraction repose sur une lyse de cellules et une inactivation des nucléases

endogénes par la protéinase K, suivie par une incubation avec un tampon qui polarise I’ADN.
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Les acides nucléiques sont ensuite retenus sélectivement sur un disque en fibre de verre.
Apres différents lavages, un tampon d’élution décroche I’ADN qui est utilisé en PCR.
Afin de s’affranchir de la forte concentration en ADN de schistosome et de la présence

d’inhibiteurs de PCR, toutes les souches sont diluées au 1/10.

= FEchantillons de patients positifs

Concernant les patients positifs sélectionnés, 'ADN extrait au préalable a été aliquoté et
congelé a -20°C. En routine, la méthode d’extraction difféere en fonction de la nature du
prélévement.

Pour les selles, I'extraction s’effectue a partir d’'une suspension de 200 pL en utilisant la
méthode d’extraction manuelle du kit High Pure PCR Template ROCHE® pour obtenir un éluat
de 200 pL. Pour les urines et sérums, une extraction automatisée sur le MagNA Pure Compact
Instrument (Roche Diagnostics®) est réalisée a partir d’ImL a l'aide du kit MagNA Pure

Compact Nucleic Acid Isolation (Roche Diagnostics®) pour obtenir un éluat de 50pL.

L'amplification d’un contréle interne (le gene de la béta globine) ou d’un contréle externe
récent (Cy5) témoigne d’une bonne extraction et de I'absence d’inhibiteurs. En absence

d’amplification, le prélévement est alors dilué au 1/4.

» Sondes et amorces
En routine, pour le diagnostic, I'amplification de la séquence répétée Sm 1-7 d’une longueur
de 121pb et la séquence Dral de 101pb pour Sh est effectuée grace au systeme de couple
d’amorces et sondes, décrit par Cnops et al (89) et Hamburger et al (90) pour S. haematobium
et par Wichmann et al pour S. mansoni (Tableau 4). Les sondes utilisées sont des sondes

Tagman ©.
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Tableau 4 : Séquences des amorces et des sondes spécifiques de Sm et Sh

Espéces Nom amorce / Séquence Taille (pb)
sonde

SRA1 CCA CGC TCT CGC AAA TAA TCT 21

CAA CCG TTC TAT GAA AAT CGT
S. mansoni SRS2 24

TGT

FAM TCC GAA ACC ACT GGA CGG

SRP 29
ATT TTT ATG AT TAMRA
ShFw GAT CTC ACC TAT CAG ACG AAA C 22
. ShRv TCA CAA CGA TAC GAC CAA C 19
S. haematobium
Sh probe Yellow Yakima- -TGT TGG TGG AAG

26

TGC CTG TTT CGC AA-ECLIPSE

» Amplification
Pour la réalisation des 3 PCR en temps réel, la procédure du laboratoire (annexe 2) a été suivie.

Seule la nature des amorces, des sondes et de la cible differe.

Aprés reconstitution des amorces et des sondes, la préparation du mix a été réalisée
conformément au protocole habituel ci-joint (Tableau 5) afin d’obtenir pour chaque
échantillon des concentrations finales d’amorces de 0,5uM et de sonde de 0,2uM, tout cela

dans un volume de 15ul. Enfin, 5uL d’ADN extrait ont été ajouté dans chaque tube patient.
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Tableau 5 : Exemple de composition du mélange réactionnel PCR pan-Schistosoma

conditions de PCR:

volume N
. nbre de |volume a
Reactifs pour 1 ; )
) mix | pipefer
mix
Tag 480 10 12 120
SchPanI TS Probe ( 20pM) 0,2 12 2.4

SchPanITS Fw-Ry
(B0uM-B0M)

15 180

0,2 12 2,4

= Témoins

Un témoin H,0 permet de vérifier 'absence de contamination dans le mix.

La spécificité est testée par un témoin négatif, dilué au %, constitué d’ADN humain sans ADN

de schistosome, provenant de patients n’ayant jamais voyagé en zone d’endémie.

Un témoin positif d’ADN de S. mansoni et un autre de S. haematobium (issus d’un pool

d’échantillons positifs) sont déposés afin de pouvoir interpréter la PCR.

= Programme
L'amplification est conduite sur le LightCycler® 480 Il (Roche Diagnostics®) avec un programme
adéquat comprenant une étape de dénaturation de 10 minutes a 95°C, puis d’amplification
avec 45 cycles de 15 secondes de dénaturation a 95°C et 1 minute d’hybridation a 60°C. La

détection de I’ADN est exprimée en valeur de Ct.
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3) Séquencage
Par la suite, il semblait intéressant de séquencer le fragment d’ADN amplifié par technique de
Sanger afin de différencier les especes, voire d’identifier I'espece en cause en le comparant a

une banque de données.

La démarche a été de trouver une zone génomique commune sur laquelle pourraient
s’hybrider les amorces sens et anti-sens qui entourent une région d’ADN d’environ 300 pb
avec le maximum de diversité. Pour résumer, il s’agissait de choisir une région du fragment

ITS spécifique d’espeéce.

a. PCR matrice
Initialement, une PCR classique en point final a été réalisée sur un mix de 45ul, contenant les
amorces sens SchPanlITS2-FW et anti-sens SchPanITS2-RV a une concentration finale de
0,5uM, du tampon avec du MgCl2 a 3mM et la thermostart hot start Taq polymérase (Annexe

3). La PCR matrice utilise un couple d’amorces qui délimite la séquence d’intérét.

L'amplification a été réalisée sur le thermocycleur Veritii®, pour laquelle 3 températures
d’hybridation ont pu étre testées (50°C, 60°C et 65°C). Le programme comprend une
dénaturation des brins a 95°C pendant 10 minutes, une étape d’amplification de 45 cycles
(dénaturation durant 30 secondes a 95°C, hybridation d’une durée de 30 secondes et une

élongation a 72°C durant 1 minute).

b. Révélation de la matrice

Aprés amplification, la PCR matrice est révélée grace a un systeme d’électrophorese capillaire
automatisée LabChip® GX de CALIPER. Une séparation des fragments d’ADN amplifiés en

fonction de leur longueur a alors été obtenue.

c. Réalisation de la réaction de séquence

Les 2 réactions de séquence sont effectuées dans un mix contenant une Tag polymérase,
I’'amorce sens ou anti-sens, des dNTPs (désoxyribonucléotides triphosphates) classiques et des

ddNTPs (didésoxyribonucléotides) terminateurs de chaine (absence de groupement OH en 3’),
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marqués par un fluorophore de couleur différente. Le sens d’élongation du brin
complémentaire est défini par 'amorce sens ou anti-sens, mémes amorces que pour la PCR
matrice. L'incorporation aléatoire d’un ddNTP bloque la synthése. Avant d’étre analysé sur le
séquenceur ABI 3130XL, les produits obtenus doivent étre purifiés afin d’éliminer les sels et

les ddNTPs non incorporés.

Au final, de nombreuses séquences d’ADN de tailles variées sont produites (Figure 25).
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Figure 25 : Principe du séquencage (Institut d'Optique Paristech)

d. Analyse de séquences

Les séquences des brins d’ADN ont été visualisées sous forme de chromatogramme sur
Chromas 2°®. Par la suite, les deux brins sens et anti-sens ont été alignés par Bioedit Sequence

Alignement Editor® pour former la séquence génomique compléte de chaque souche.

Par ailleurs, un alignement des séquences des différentes espéces a permis d’observer les

homologies et la diversité entre les espéces.
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e. Comparaison a une banque de données

La comparaison avec les bases de données a été réalisée sur |'outil d’analyse de GenBank ©:
Blast ®. L'identification d’espéce est obtenue en sélectionnant la séquence avec les meilleurs
résultats en terme de recouvrement correspondant au ratio de la séquence analysée sur la
séquence de référence et en terme d’homologies (similarités nucléotidiques par rapport a la

séguence analysée).
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III. Résultats

1) Mise en place de la PCR pan-Schistosoma

a. Alignement des séquences d’ADN mitochondrial

Le génome mitochondrial complet des 4 espéces principales asiatiques et africaines

(S. haematobium, S. mansoni, S. japonicum et S. mekongi) ont été alignés.

» Alignement du génome des 4 espeéces principales
Il n’existe pas de zone d’homologie suffisante entre S. haematobium, S. mansoni, S. japonicum

et S. mekongi pour envisager le design d’amorces et de sondes.

» Alignement du génome de S. mansoni et S. haematobium
Il n’existe pas non plus de zone d’homologie suffisante entre S. mansoni et S. haematobium

(Figure 26).

N 'ITI"'ITI'T|T|'T'l|I'T'll'lT'll'l"'II'TT|I'TT'I|T'l'll"'I'II'T|T|'T'l|I'T'lTlT'ITI"'ll'l'Tll'l'T'llTT'll"T'll’Tl'll’T'l

- 15100 15110 15120 15130 15140 15130 15160 15170
Schistosoma hasmatobium mitochondrion, complete genome. BTTATRCTAGTATAATATTACTRAGITTATCTATTATGACTATATTGATTCTARIARTTTACTTGTAGTAGRTTATTTATGIA)
Schistosoma mansoni mitochondrion, complete genome. «.AGR.GRT....... R, G.GTTACAT.TG. .. 1. IT. . W By o CBTRGG. CL TT. CCL Cu . - T4 GG, 1L TG

Figure 26: Exemple d’alignement partiel du génome mitochondrial complet de S. haematobium et S .mansoni

» Alignement du génome de S. japonicum et S. mekongi

Aucune zone d’homologies suffisante n’a été retrouvée entre S. japonicum et S. mekongi

(Figure 27).

65



UL PG Y 11920, 1S [P

- . N <Gt At ) Somll L ]

D % Go| - gﬁ%ﬁﬁﬁill g i o TEY|CHTCAT 4 ’—L| @}HIE speed slow oy « fast

[T T [ r e [ r e [Tt [ R T [ r a5 rs [ e [y e an s ey
i 12000 12010 12020 12030 12040 12050 12060 12070 12080 120590 12100
T TAGIAATGATGTTTTACTCGTATTTTIATACEAATTTARCCCTGETTGAAGTT  GARATATATCTAATGATGCTATATACGTTTATTATATT ATGCTAATCCTTGAGCE
B.... - T L T T T T T, ATR...... G.CT. i i i ie i ie e eeeBG. ... .. TG....TT.T..CR.ET.

Figure 27 : Exemple d’alignement partiel du génome mitochondrial complet de S .japonicum et S. mekongi

En ciblant ’ADN mitochondrial, aucune séquence consensuelle n’a pas pu étre identifiée ni

entre les 4 espéces principales, ni entre les espéces asiatiques.

b. Alignement des fragments d’ADN ribosomal 18S (ITS2)

En revanche, une zone de 100% d’homologie a été retrouvée en alignant toutes les séquences

ITS 2 des especes responsables de schistosomose (Figure 29).

Ce fragment génomique d’ITS2, d’une taille d’environ 100 pb, a été alors sélectionné comme
cible pour la conception d’'une PCR en temps réel utilisant une sonde Tagman® afin de

détecter toutes les espéces de schistosomes.

c. Choix des amorces et de la sonde

La séquence du fragment ITS commune a toutes les especes a donc été intégrée dans Primer
Express®. Ce logiciel permet de dessiner les amorces sens en 5’ et anti-sens en 3’, de facon a
encadrer et amplifier spécifiquement la cible ITS. La sonde Tagman® est placée entre les

amorces. Les séquences sont décrites dans la figure 28.

Length 178 bp. Selection 109 to 105 [ ] Double Stranded

I|||||||||‘?|||||||||I|||||||||I|||||||||I|||||||||I|||||||||Y|||||||||I|

TTATTGGCGT ACABCTTTGA GCGGTGEATC ACTCGGCTCG TGTGTCGATG
AAGAGTGCAG CCAACTGTGT GAATTAATGT GAACTGCATA CTGCTTTGAL
CATCGACATE TFFAACGCAT ATTGCGGCTA COGGATATCC TGTGGCCACG
CCTGTCCGAG GGTCGGECTTT TCATCTAT

Figure 28 : Design PCR pour amplifier la cible ITS 2 (violet : amorce sens, rose : sonde, jaune : amorce anti-sens)
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Une vérification de la spécificité des amorces et de la sonde a été réalisée. Leurs séquences
sont positionnées dans une région totalement identique pour toutes les especes (les
séquences de S. malayensis et S. intercalatum sont considérées comme semblables)
(Figure 29 : amorce sens en bleu, sonde en violet, amorce anti-sens en vert).

On s’est aussi assuré que ces oligonucléotides ne s’appariaient pas avec '’ADN humain et
d’autres (Ascaris lombricoides, Enterobius vermicularis,

parasites et champignons

Strongyloydes stercoralis, Fasciola hepatica, Plasmodium sp., Toxoplasma sp., Candida

albicans, Aspergillus fumigatus).

S.mansoni TTAGTTCTAT GCATTTGGGT AACCGATGTA TGGGATTATT GGCGTACAAC
S.rodhaini TTAGTTCTAT GCATTTGGGT AACCGATGTA TGGGATTATT GGCGTACAAC
S.haematob TTAGTTCTAT GCATTTGGGA AACCAATGTA TGGGATTATT GGCGTACAAC
S.mattheei TTAGTTCTAT GCATTTGGGA AACCATTGTA TGGGATTATT GGCGTACAAC
S.haexS.b TTAGTTCTAT GCATTTGGGA AACCAATGTA TGGGATTATT GGCGTACAAC
S. bovis TTAGTTCTAT GCATTTGGGA AACCAATGTA TGGGATTATT GGCGTACAAC
S.guineens TTAGTTCTAT GCATTTGGGA AACCAATGTA TGGGATTATT GGCGTACAAC
S.intercal ---——----—- - — S m ——
S.japonicu TTAGTTCTAT GCACTTTG-- —--—-—-—-- TGTA TAGAGTTATT GGCGTACAAC
S.mekongi TTAGTTCTAT GCACTACACT —----- GTGTA TAGGGTTATT GGTGTACAAC
S.mekongi - mmm oo M N NN NN NN NN NN NN NN NN N N NN N N
S.malayens -——-------- —--—--—-——— ————— = -
S.malayens TTAGTTC . o v ettt ettt ettt et e eetee t ittt iteee e iennnns
Pan schist  ~~~~vevmvvvn v v e e CAAC
SONAE PAN SN NN N NN N NN N N N N NN N N N e
Pan schist  ~~~rvrvvmvnvnn vavnvavnvavnvnvan v NN NN NN N N
.. o .. o .. o .. o .. o
510 520 530 540 550

S.mansoni TTTGAGCGGT GGATCACTCG GCTCGTGTGT CGATGAAGAG TGCAGCCAAC
S.rodhaini TTTGAGCGGT GGATCACTCG GCTCGTGTGT CGATGAAGAG TGCAGCCAAC
S.haematob TTTGAGCGGT GGATCACTCG GCTCGTGTGT CGATGAAGAG TGCAGCCAAC
S.mattheei TTTGAGCGGT GGATCACTCG GCTCGTGTGT CGATGAAGAG TGCAGCCAAC
S.haexS.b TTTGAGCGGT GGATCACTCG GCTCGTGTGT CGATGAAGAG TGCAGCCAAC
S. bovis TTTGAGCGGT GGATCACTCG GCTCGTGTGT CGATGAAGAG TGCAGCCAAC
S.guineens TTTGAGCGGT GGATCACTCG GCTCGTGTGT CGATGAAGAG TGCAGCCAAC
S.intercal ---——"---"- - --—— S — ——m
S.japonicu TTTGAGCGGT GGATCACTCG GCTCGTGTGT CGATGAAGAG TGCAGCCAAC
S.mekongi TTTGAGCGGT GGATCACTCG GCTCGTGTGT CGATGAAGAG TGCAGCCAAC
S.mekongi = ~rrvvav s v NN N M N N N N N N N
S.malayens  ——-------= —-—------—— - - -
S.malayens ... .. i e et e e e e
Pan schist TTTGAGCGGT GGATCA. .« vttt ittt ettt ettt it i tee e eieeennn
sonde pan  ~ovsesesss vessess TCG GTCCGTGTGT CGATGAAGAG TG........

Pan schist

460

470
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S.mansoni TGTGTGAATT AATGTGAACT GCATACTGCT TTGAACATCG ACATCTTGAA
S.rodhaini TGTGTGAATT AATGTGAACT GCATACTGCT TTGAACATCG ACATCTTGAA
S.haematob TGTGTGAATT AATGTGAACT GYATACTGCT TTGAACATCG ACATCTTGAA
S.mattheei TGTGTGAATT AATGTGAACT GCATACTGCT TTGAACATCG ACATCTTGAA
S.haexS.b TGTGTGAATT AATGTGAACT GCATACTGCT TTGAACATCG ACATCTTGAA
S. bovis TGTGTGAATT AATGTGAACT GCATACTGCT TTGAACATCG ACATCTTGAA
S.guineens TGTGTGAATT AATGTGAACT GCATACTGCT TTGAACATCG ACATCTTGAA
S.intercal ---——-""--"- - —--—— S e
S.japonicu TGTGTGAATT AATGTGAACT GCATACTGCT TTGAACATCG ACATCTTGAA
S.mekongi TGTGTGAATT AATGTGAACT GCATACTGCT TTGAACATCG ACACTTCGAA
S.mekongi = ~ v v NN NN NN N N NN NN N N N N N N NN N
S.malayens ——-------= ———----———
S.mMalayens ...t i it e e e

sonde pan
Pan schist

Figure 29 : Alignement partiel des séquences ITS de toutes les espéces de Schistosoma avec amorces et sonde

2) Validation de la PCR pan-Schistosoma

a. Validation de la PCR pan-Schistosoma sur I’ADN des différentes espéeces

La PCR pan-Schistosoma a détecté toutes les especes avec un nombre de Ct faible (Figures 30
et 31). Nous avons obtenu de belles courbes d’amplification, avec une réelle phase

exponentielle. 'ADN humain (témoin négatif) n’a pas été détecté.

68



(<l < < [<lg] il < (<l [s]i<] i<

Figure 30 : Courbes d'amplification obtenues avec la PCR pan-Schistosoma (espéces africaines) avec en abscisse le
nombre de cycles et en ordonnées la fluorescence mesurée

Figure 31: Courbes d'amplification obtenues avec la PCR pan-Schistosoma (espéces asiatiques)
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b. Comparaison des performances de la PCR pan-Schistosoma avec nos PCR

S. mansoni et S. haematobium utilisées dans le service

Les 22 échantillons de 9 souches différentes ont été testés a la fois sur PCR pan-Schistosoma
et sur PCR de routine S. mansoni et S. haematobium. Les résultats sont donnés dans le tableau
6 et sont exprimés en nombre de cycles de PCR (Ct). Les ACt correspondent a la différence de
Ct entre la PCR pan-Schistosoma et la PCR de routine Sh ou Sm selon le groupe d’espéce. Pour

S. japonicum, le ACt le plus élevé a été retenu.

Il est ainsi possible de comparer la PCR pan-Schistosoma et les PCR de routine en terme de
sensibilité et d’estimer le lien entre la valeur du Ct et I'espéce détectée ou entre le nombre de

cycles obtenus sur PCR pan-Schistosoma et la quantité d’ADN extrait.

Tableau 6: Résultats de la PCR pan-Schistosoma et PCR de routine Sm et Sh des souches d’espéce connue (ND : non
détectable, NF : non fait)

CtPCRpan | CtPCRSh | CtPCRSm | ACH spé
T-1/4 ND ND ND ND
T+ Sh 32,22 25,69 NF 6,53
T+5m 342 MNE 28,7 5,5
shi 29,8 23,68 ND 6,12
5h2 26,95 19,83 ND 7,12
Sh3 31,98 24,69 36 7,29
SmB1 25,53 37,32 17,55 7,98
SmB2 32,63 29,97 26,11 6,52
SmB3 24,33 33,64 17,68 £,65
5mS2 27,66 376 21,74 5,92
Sms3 28,15 35,73 22,13 6,02
5bi 24,34 18,56 36,81 5,78
5h2 28,57 22,52 33,25 £,05
5h3 25,29 18,88 33,60 £,41
srl 248 37,18 20,91 3,89
5r2 25,14 37,65 21,13 401
5r3 30,17 36,1 26,18 3,99
F11 24,52 18,48 ND 6,03
F12 22,91 16,57 ND 6,34
F13 23,67 16,95 an £72
F1'1 23,13 16,95 ND 6,18
F1'2 22,73 16,43 35,13 6.3
F1'3 23,66 16,75 ND 6,91
sj Ch 15,59 29,25 26,77 -13,66
sj lap 17,57 29,3 27,48 -11,73
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La PCR pan-Schistosoma est moins sensible que les PCR de routine. Les témoins positifs
propres a chaque espece Sm ou Sh se positivent plus tardivement que sur la PCR de routine,

avec un ACt de 6,53 cycles pour Sh et 5,5 cycles pour Sm.

Pour le complexe S. haematobium, une corrélation existe entre les valeurs de Ct de la PCR
pan-Schistosoma et la PCR de routine Sh avec un R? égal a 0,9765, de méme que pour la PCR

de routine Sm pour le complexe S. mansoni (figure 32 et 33).

Ceci démontre que la sensibilité de la PCR pan-Schistosoma est la méme quelle que soit

I'espéce, pour les complexes haematobium et mansoni.

Cette corrélation montre que la différence de Ct observée entre les especes avec la PCR pan-

Schistosoma est majoritairement expliquée par la variation de quantité d’ADN extrait.

Corrélation des Ct entre PCR pan et PCR Sh

30
28 y =0,9506x - 5,1714
26 R?=0,9765

e

24
5 22 /
§ 29 ‘f‘/ ¢ Sériel
& 18
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Ct PCR pan-Schistosoma

Figure 32 : Corrélation entre les Ct de la PCR pan et de la PCR spécifique Sh
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Corrélation des Ct entre PCR pan et Sm
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Figure 33: Corrélation entre les Ct de la PCR pan et de la PCR spécifique Sm

3) Identification des amplicons par séquencgage
L'intérét du séquencage est de pouvoir identifier les souches asiatiques des souches

africaines.

a. Design des amorces du séquencage

L’alignement des séquences ITS des especes de S. mansoni, S. rhodaini, S. haematobium,
S. mattheii, S. guineensis, S. haematobium x S. bovis, S. bovis, S .intercalatum, S. japonicum,
S. mekongi, S. malayensis a permis de mettre en évidence une zone commune sur laquelle les
amorces sens (Fw) et anti-sens (Rv) s’hybrident spécifiquement mais qui encadre une zone

avec des différences nucléotidiques (Figure 34).

510 520 530 540 550

S.mansoni TTTGAGCGGT GGATCACTCG GCTCGTGTGT CGATGAAGAG TGCAGCCAAC
S.rodhaini TTTGAGCGGT GGATCACTCG GCTCGTGTGT CGATGAAGAG TGCAGCCAAC
S.haematob TTTGAGCGGT GGATCACTCG GCTCGTGTGT CGATGAAGAG TGCAGCCAAC
S.mattheei TTTGAGCGGT GGATCACTCG GCTCGTGTGT CGATGAAGAG TGCAGCCAAC
S.haexS.b TTTGAGCGGT GGATCACTCG GCTCGTGTGT CGATGAAGAG TGCAGCCAAC
S.bovis TTTGAGCGGT GGATCACTCG GCTCGTGTGT CGATGAAGAG TGCAGCCAAC
S.guineens TTTGAGCGGT GGATCACTCG GCTCGTGTGT CGATGAAGAG TGCAGCCAAC
S.intercal -------""7- ——-------— S ———
S.japonicu TTTGAGCGGT GGATCACTCG GCTCGTGTGT CGATGAAGAG TGCAGCCAAC
S.mekongil TTTGAGCGGT GGATCACTCG GCTCGTGTGT CGATGAAGAG TGCAGCCAAC
S.mekongi2 - ~rvnmmmmvaan mavsa v NN NN N NN NN
S.malayens  ——-------= —-—------—— - - -
S.malayens ... i i it e e e e i e e
Fw = - e e e AAGAG TGCAGCCAAC
Rv. @ ——————m—mm mm e s mm e e
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.mansoni
.rodhaini
.haematob
.mattheei
.haexS.b
.bovis
.guineens
.intercal
.japonicu
.mekongil
.mekongi2
.malayens
.malayens
Fw

Rv

Nnununinonnnvnnn nvnnn

.mansoni
.rodhaini
.haematob
.mattheei
.haexS.b
.bovis
.guineens
.intercal
.japonicu
.mekongil
.mekongi2
.malayens
.malayens
Fw

Rv

Nnnunononnovmnononninin

.mansoni
.rodhaini
.haematob
.mattheei
.haexS.b
.bovis
.guineens
.intercal
.japonicu
.mekongil
.mekongi2
.malayens
.malayens
Fw

Rv

Nunununoninnn®“nnnrnonn

TGTGTGAATT
TGTGTGAATT
TGTGTGAATT
TGTGTGAATT
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GCTCGAGTCG
GCTCGAGTCG

TGGCTTAATG
TGGCTTAATG
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GCTCGAGTCG

TGGCTTAA--

Figure 34: Alignement des séquences pour le design des amorces du séquengage



b. Produits de la PCR matrice a séquencer

Avec une température d’hybridation a 60°C, la PCR matrice a permis d’obtenir un amplicon
pour chaque souche, révélé sous forme d’une seule bande d’ADN d’une longueur de 300pb
aprés séparation électrophorétique (Figure 35). Aucun signal n’a été détecté pour le témoin

H,0. Ces amplicons vont pouvoir étre séquencés et analysés afin d’identifier I'espece.

19
20
2
22
ladder

23
24
25
26
27

sm1 smb1l Sms2 sb1 e || s F1-1 F1-1 H2O
60°C 60°C BO°C 60°C e e 60°C BO°C 50°C 60°C

ce-

co-
c1i0-
c11-
c12-

o01-
Dz-
D3-
D4=
D5~

Figure 35 : Electrophoreése capillaire des fragments a séquencer

c. Analyse des séquences nucléotidiques

La séquence génomique, résultant de I'incorporation nucléotidique, est visualisée sous forme
de chromatogrammes (Figures 36 et 37). Par la suite, I'alignement des 2 brins sens et anti-
sens a permis de construire la séquence complete du fragment (Figure 38). Cette derniére est
alors comparée a la base de données, permettant ainsi I'identification de I'espéece. Pour toutes
les espéces étudiées, un taux de recouvrement de 100% est obtenu (Figure 39). Cependant, la
séquence ITS choisie ne permet pas de faire la distinction entre les espéces apparentées du

méme groupe (par exemple entre S. rhodaini et S. mansoni).
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150 160 170 180 190 200 210 230 240
CCCGCATATCAACGCGGOGTIGCTGGTICGAAGGCTCCGTCCTAATAGTICCGGOGCCACAGCCTAGTCCGGTCTAGATGACTTGATCGAGATGCTGCGGTIGGGT

ottt ol el

Figure 36 : Exemple de chromatogramme - brin sens de I'espéce Sh (Chromas®)

100 120 140 160 170 190
CCGGCAGGCACTCGCCCAATCCACGACTCAATGTGCGCCGTGATAGAT GAAAAGCCGACCCTCGGACAGGCGTGGCCACAGG ATATCCCGTAGCCGCA

Figure 37 : Exemple de chromatogramme - brins anti-sens Sh (Chromas®)
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Figure 38 : Alignement des 2 brins et résultat de la séquence compléte du fragment amplifié

Description Common Max Total Query E Per. Acc. Acces
- Name Score Score Cover value Ident Len

soma mansoni 507 507 100% 2e-138 49 64% 4903 METT65¢

Schis

Schistosoma mansoni 507 807 100% 28-139 99.54% a02 MG5546

e —— Schistosoma mansori 507 507 100% 26139 9E4% 95 KX01102
transcribed spacer 2, compl

Sc
al RNA gene, partial sequen

Schistosoma mansoni 507 507 100% 2e-139 99.64% 955 KX0110:
solate | T s
- I‘j;l’_;‘;_’[': ":[‘““;'“'t“‘:i' e el Rna  Sthistosoma mansoni 507 507 100% 2e-138 99.64% 915 JQ2897¢
i isolate ITSeT intemal transoribed spacer 1
. Schistosoma mansoni 507 507 100% 2e-139 99.64% 915 JQ2B97E

ar 2, complete seque 1 2E omal BRMA

Figure 39 : Comparaison a la banque de données GenBank®

L’alignement du fragment séquencé ITS de toutes espeéces confondues a permis de
différencier les souches asiatiques des souches africaines. De méme, il est possible de
discriminer les souches du complexe S. mansoni et |’espéce animale S. bovis. Les nucléotides

différents pour les souches asiatiques sont surlignés en rouge, pour S. bovis en bleu, pour les
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espéces du complexe Sm en vert et en jaune les mutations hétérozygotes des hybrides

S. haematobium x S. bovis (figure 40).
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ATATCAACGC
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260 270 280 290 300
S. haemato  ATGACTTGAT CGAGATGCTG CGGTGGGTTG TGCTCGAG-- —-—=---—=--
S. japonic ATHEECEBEGAT f2rGATGCTG CGTGGGTTG TGCTCGAGTC GTGGCTTAAA
F1 S. bovi  ATGACTTGAT YGAGATGCTG CGGTGGGTTG TGCTCGAG-- —--———==--
F1' S. bov  ATGACTTGAT YGAGATGCTG CGGTGGGTTG TGCTCGA--— —--——=—===-
S. bovis ATGACTTGAT GAGATGCTG CGGTGGGTTG TGCTCGA--— —--———===-
Sm Brésil ATGACTTGAT WGAGATGCTG CGGTGGGTTG TGCTCGA--— —-—————=--
S. rhodain  ATGACTTGAT MWGAGATGCTG CGGTGGGTTG TGCTCGAGTC —---——=--=--
Sm Sénégal  ATGACTTGAT JGAGATGCTG CGGTGGGTTG TGCTCGA--— —=—-——=—==--

Figure 40 : Alignement des séquences et les différences nucléotidiques entre espéces

4) Applications des méthodes de détection moléculaire pan-
Schistosoma

a. Amplification des échantillons positifs en routine avec PCR pan-Schistosoma

Au total, 33 prélevements de 18 patients positifs ont été analysés en utilisant la PCR pan-
Schistosoma. L'idée est de comparer les sensibilités respectives des PCR. Les valeurs des Ct

sont relevées dans le tableau 8.
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Tableau 7: Nombre de cycles de PCR obtenus avec la PCR pan-Schistosoma pour les échantillons positifs en PCR en temps
réel Sh ou Sm spécifique

Mature prélévement Espéce Ct (PCR 5m ou 5h) Ct (PCR pan ITS) ACt
1 zErum Sm 3191 40 8,09
2 zErum Sm 33,91 38,73 482
3 zelles Sm 18,23 27,57 9,34
4 sérum 5m 33.4 MD MNF
5 sErum sm 35,23 ND NF
5 urines Sh 34,08 ND NF
7 urines Sh 19,79 27,33 7,54
] urines Sh 17,17 24,49 7,32
g zérum Sh 32,73 MND MNF
10 urings Sh 3103 MND MF
11 urines Sh 23,51 30,9 7,39
12 urines Sh 35,72 ND NF
13 urines Sh 26,47 33.9 7,43
14 zErum Sh 40 MND MNF
15 zErum Sh 38,25 MND MNF
16 urines Sh 32,28 ND NF
17 urines Sh 20,8 27,83 7,03
18 urines Sh 20,54 27,03 6,49
19 urines Sh 18,72 26,06 7,34
20 urines 5h =40 MD MNF
21 perme Sh 40 MD MNF
22 urines Sh 37,98 ND NF
23 urines Sh 28,94 37,35 241
24 zErum Sh 37,83 MND MNF
25 sérum Sh/Sm 34.69/34.71 MD NF
26 sérum Sh/Sm 36.06/31.59 MD NF
27 sérum Sh/Sm 39.03/35.12 MD NF
28 sérum Sh/Sm 32.18/37 85 40 7,82
29 zérum Sh/sm 35.58/3153 38,49 6,96
30 zérum Sh/sm 38.81/3077 37,36 6,59
31 zérum Sh/sm 30.17/31.72 358,19 9,02
32 urines Sh/Sm 20.67/21.53 27,76 7,09
33 urines Sh/Sm 17.25/18.38 23,2 5,95

Globalement, la PCR pan-Schistosoma a détecté 51,5% (17/33) des échantillons positifs.

Une sensibilité de 60% (3/5) est obtenue pour les diagnostics de Sm, 42,1% (8/19) pour Sh et
67% pour les infections mixtes a Sm et Sh.

La sensibilité s’éleve a 64,7% dans les excrétas et 40% dans le sérum.

La limite de détection de la PCR pan-Schistosoma par rapport aux PCR de routine est de 33,4

cycles pour Sm et 31,03 cycles pour Sh.

b. Analyse de séquence d’un échantillon de patient co-infecté S mansoni et

S. haematobium

L’analyse de séquence du fragment ITS de I'échantillon n°33 positif a la fois a S. mansoni (Ct

de 18,38) et a S. haematobium (Ct de 17,25) retrouvé dans une matrice urine semble identifier
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un hybride S. mansoni x S. haematobium, méme si ce n’est pas une preuve absolue (Figure
41). Une infection par les deux especes avec la méme charge pourrait théoriquement donner

un résultat identique.

110 120 130 140 150 160 170
GGCACTCGCCCAATCCACGACTYAATGTGCGYCGTGATAGATGAAAAGCCGACCCTCGGACAGGCGTGGC

) . m AN Y
S

Figure 41: Chromatogramme d'une partie de séquence du brins sens - présence de mutations hétérozygotes
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IV. Discussion

Face a I'abandon de la microscopie, du fait du manque de sensibilité et de la nécessité
d’expertise des opérateurs, il nous a semblé intéressant de développer des outils de biologie
moléculaire permettant le diagnostic de toutes les espéces de schistosomes, y compris de
celles dont la prévalence est faible.

A ce jour, les PCR décrites dans la littérature (Cnops et al (89), Guo et al (91), Pontes et al (79))
ciblent majoritairement une ou deux espéces. De méme, les PCR de routine utilisées au CHU
de Toulouse permettent la détection spécifique de S. mansoni ou S. haematobium.
Toutefois, en 2008, Obeng et al (72) ont développé une PCR ITS2 qui détecte S. mansoni et
S. haematobium sans différenciation. Puis, Cnops et al (87), en 2012, ont utilisé '’ARN 28S
comme cible d’'une PCR en temps réel pour le diagnostic de S. mansoni, S. haematobium,
S. intercalatum, S. japonicum et S. bovis. Cette technique a permis la détection du parasite
dans la totalité des excrétas avec un EPS/EPU positif, et a méme contribué a 'amélioration de

la sensibilité. En revanche, la sensibilité est moins bonne dans le sérum.

Dans cette étude, nous avons opté pour une PCR en temps réel en raison de son faible risque
de contamination, sa rapidité, sa haute sensibilité et sa capacité de quantification.

Le design d’une seule paire d’amorces et d’'une sonde parfaitement spécifiques de 11 especes
différentes est un des points forts de cette étude. La PCR pan-Schistosoma ciblant ITS2 a pu

ainsi détecter toutes les souches parasitaires testées.

Les espéces animales ont également été ciblées et détectées. Cela peut présenter un intérét
épidémiologique, d’autant plus que nous assistons a I'émergence d’hybrides entre souches

animales et humaines.

La PCR pan-Schistosoma reléve d’une bonne spécificité. Elle est évaluée par |'absence
d’amplification d’ADN humain (témoin négatif). In silico, aucune réaction croisée n’a été
obtenue avec les autres parasites intestinaux et sanguins. En revanche, nous ne I’'avons pas

testé en pratique.
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La PCR pan-Schistosoma est moins sensible que les PCR spécifiques de routine. Au total, la
sensibilité analytique s’éléve a 51%. Elle est meilleure dans les excrétas (64%) que dans le
sérum (40%). La limite de détection de 33,4 cycles pour Sm et 31,03 cycles pour Sh reste
correcte, mais est un des facteurs limitants.

Dans ce travail, I'objectif premier était d’avoir a disposition dans le Service de Parasitologie-
Mycologie du CHU de Toulouse une PCR pan-Schistosoma de recours, en complément de nos
PCR de routine.

Cette moindre sensibilité est expliquée par le choix d’une cible non retrouvée en multi-copies
dans le génome. En revanche, ce géne décrit des performances intéressantes. La PCR ciblée
sur ITS2, développée par Obeng et al (72), a présenté une bonne sensibilité de détection (89%)
des especes S. mansoni et S. haematobium, par comparaison aux techniques optiques.

Une étude de comparaison des performances de la PCR pan-Schistosoma par rapport a la

microscopie devrait étre envisagée a |’avenir.

La sensibilité de la PCR pan-Schistosoma est la méme quelle que soit I'espece. Les différences

de détection de chaque souche s’expliquent uniquement par une quantité d’ADN différente.

Le séquencage des fragments ITS2 a permis de faire la distinction entre les souches africaines
et les souches asiatiques. Il a été également possible de différencier le complexe
S. haematobium du complexe S. mansoni et d’identifier certaines espéces hybrides. En
revanche, nous n’avons pas réussi a distinguer S. mansoni de la souche animale S. rhodaini,

mais il n’y a aucun impact clinique.

L’analyse de séquence d’un des échantillons doublement positifs sur PCR Sh et Sm de routine
semble identifier un hybride S. mansoni x S. haematobium. Ce résultat est concordant avec la
détection de I’ADN des 2 especes dans les urines, mais nous ne pouvons l'affirmer

complétement.

Devant la découverte de la multiplicité d’especes hybrides de Schistosoma sp. et leur
importance en pathologie humaine, il apparait important de disposer d’un outil de diagnostic

pan-Schistosoma.
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Conclusion et perspectives

Face a I'abandon inéluctable de la microscopie dans les prochaines années, des outils de
diagnostics moléculaires sensibles et spécifiques doivent étre développés pour diagnostiquer

des schistosomoses, deuxiéme parasitose d’importation en France.

Dans cette étude, la mise en place de la PCR basée sur ITS a permis la détection de toutes les
espéces de schistosomes. Cette PCR pan-Schistosoma semble détecter toutes les espéces avec

la méme sensibilité.

Au point de vue épidémiologique, une identification d’espece a été obtenue par séquencage
du fragment ITS. Ce dernier a permis de différencier les souches asiatiques des souches

africaines ainsi que certains hybrides.

Ce travail a permis d’avoir a disposition dans le Service de Parasitologie-Mycologie du CHU de
Toulouse, une PCR de recours a la PCR de routine spécifique a S. mansoni et a S. haematobium.
Face a des signes cliniques évocateurs au retour d’'une zone d’endémie et d’'une PCR
S. haematobium et S. mansoni négative, |'utilisation de la PCR pan-Schistosoma développée

pourra avoir son intérét.
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ANNEXES

TAEBLE 1 Parasite-derived biomolecules and their application in the immunological diagnosis of hmman schistosomiasis

Annexe 1 : Etats des lieux des cibles utilisées pour le sérodiagnostic et en biologie moléculaire (17)

Application of
the test with
Antigenic target (11fe cycle stage) DMagnostic approach Parasite human sample
Soluble egg antigens ELISA—antibody detection in seram 5. mansom Yes
EL1SA—detection of specific 1g(:4 reactivity In serum Yes
ELISA—antibody detection in sallva 5. manson Yes
5. Japontcum Yes
EL1SA—circulating antigen detection tn serum by 5. Japontcum Yes
using IgY ssolated from egg yolk
Detection of antibodies by magnetic affinity enzyme- 5. japonioum Yes
Iinked tmmunoassay (MEIA), using seram
Detection of antibodies by dot immunogold filtration Yes
assay (DIGFA], using serum
Detection of antibodies by dipstick with latex Yes
Immunochromatographic assay (ML), using
serm
Detection of antibodies by collotdal dye Yes
Immunaofiltration assay (CDIFAJ, using serum
Detection of antibodies by dipstick dye Immunoassay Yes
(DDIA), ustng serum
Detection of antibodies by uwp-converting phosphor 5. mansem! Mo
reporter (LWCP-LF) rapid diagnostic kit, using
serm
Cercarial antigens ELI5A—antibody detectlon in serum 5. mansom! Yes
Detection of antibodies by UCP-LF rapld diagnostic No
kit, using serum
Adult worm antigens EL1SA—antibody detection in serum 5. mansom Yes
EL15A—antibody detectlon in urine 5. mansom! Yes
5. haematobium  Yes
Detection of antibodies by silver-enhanced colloidal 5. japonicum No
gold metalbo-lmmunoassay, wsing seTum
Adult worm microsomal antigen ELISA—antibody detection in serum 5. manson Yes
5. Japontcum Yes
Detection of antibodies by Faloon assay screening test 5. mansom Yes
[FAST) ELISA, using seram
5. haematobium  Yes
Detection of antibodies in serum by FAST ELISA and 5. haematobium  Yes
Immunoelectratransfer blot (EITE)
Components of soluble egg antigens ELISA—spedfic antibody detection In serum 5. japontcum Yes
Cationlc fraction & antigen CEF-6 (egg) 5. mansom! Yes
100-k[a tegumental protein Sm200 Yes
[weorm/tegument)
Tegument antigen 5mTeg ELISA—antigen detection In serum/orine Yes
(schistosomulum/tegument)
Cathepsin B (5m31) ELISA—antigen detection In serum 5. mansom! Yes
Secretory protein r5P13 (schistosomuolum, adukt 5. japontcum Yes
worm, and
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase No
(5)GAPDH] (2dukt worm)
Lencine amino peptidase (r5)LAP) (adult worm) Yes
Fructose bisphosphate aldolase (r3FEPA) (adult Yes
worm)
Tadem repeat protein 5)7TR (egg/schistosomulum) Yes
Thioredoxin peroxidase 1 {5{TPx-1) (adult Yes
worm/tegument
Stress-induced phosphoprotetn | (STIP) (adualt No
worm/tegument
Cyclophilin A pratein (5)CypA) No
(schistosomulum/subtegument)
(Contimmed i
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TABLE 1 (Continued)

Application of
the test with

Antigenic target (life cycle stage) Diagnostic approach Parasite human samples
S§j13 antigen (cercaria, adult worm, egg) ELISA—specific antibody detection in saliva Yes
SjP40 (cercaria, adult worm, egg) ELISA—detection of 5jP40 antigen/anti-SjP40 No
specific antibodies in serum
Hydrophilic domain of the 23-kDa membrane Detection of specific antibodies in serum by ELISA No
protein (5j23HD) (schistosomulum/adult worm) and immunoblotting
26-kDa glutathione S-transferase (r5j26GST) Detection of specific antibodies in serum by MEIA Yes
S§j14-3-3 protein (egg/adult worm) Yes
Cercarial transformation fluid (SmCTF) Detection of specific antibodies in serum by usinga 5. mansoni Yes
rapid diagnostic test in an ELISA format S. haematobium
Recombinant calcium binding protein SjE16 (with  Detection of specific antibodies in serum by S. japonicum Yes
SEA) (egg) electrochemical immunosensor array (ECISA)
Circulating cathodic antigen (adult worm) ELISA—antigen detection in serum/urine S. mansoni Yes
Detection of antigen in urine by rapid lateral flow Yes
cassette assay (POC-CCA)
Circulating anodic antigen (adult worm) ELISA—antigen detection in serum/urine S. mansoni Yes
Detection of antigen by UCP-LF rapid diagnostic kit, 5. mansoni Yes
using serum
S. japonicum Yes
Detection of antigen by UCP-LF rapid diagnostic kit, 8. japonicum Yes
using urine
SJCHGC06971 Potential markers for direct antigen detection or S. japonicum No

SJCHGCD4754
BUD31 homolog RNase (adult worm)

specific antibody detection
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TABLE 2 Schistosome-specific DNA and RNA targets and their application in the molecular diagnosis of human schistosomiasis

Type(s) of samples used
Parasite Genetic target amplified (DNA/RNA) Amplification technique for testing
5. mansoni 121-bp tandem repeat sequence Conventional PCR Serum
Feces
Urine
Touchdown PCR Serum
Real-time PCR Serum
Cerebrospinal fluid
PCR-ELISA Feces
285 rDNA Conventional PCR Urine
Feces
Cytochrome oxidase 1 (coxI) Multiplex real-time PCR assay  Feces
NADH dehydrogenase 1 (nadl) Real-time PCR. Feces
nads Multiplex PCR Feces
Specific regions between nad6 and cox2 Multiplex PCR Feces
Mitochondrial minisatellite DNA sequence (620 bp) LAMP Feces
S. haematobium  Dral repeats Conventional PCR Urine
Real-time PCR Serum/urine

S. japonicum

coxl

Internal transcribed spacer rDNA (ITS)
ITS2

SjR2

SJICHGCS 19

285 rDNA

coxl

cox2

Specific regions between nad6 and cox2
Specific regions between nadl and nad2
nadl

nadé

miR-3479, miR-10, miR-3096, miR-0001, miR-277, Bantam

miR223

Conventional PCR
Real-time PCR
Multiplex real-time PCR
Conventional PCR
Real-time PCR

Conventional PCR

Nested PCR
LAMP

Nested PCR
Conventional PCR
Conventional PCR
Real-time PCR
Multiplex PCR
Multiplex PCR
Conventional PCR
Real-time PCR
Real-time PCR
Real-time PCR
Real-time PCR

Serumj/urine/saliva/semen
Vaginal lavage fluid

Feces

Urine

Urine

Feces
Serum/feces
Serum
Feces/serum
Serum
Urine
Serum/urine/saliva
Feces

Feces

Feces

Feces

Feces
Plasma/serum
Serum

TABLE 3 Summary of recent studies on amplification of cell-free parasitic DNA for the diagnosis of schistosomiasis

Parasite

Gene amplified

Typels) of samples used for testing

Subjects

S. mansoni

S. japonicum

5. haematobium

121-bp tandem repeat sequence

285 rDNA region

Retrotransposon 5JCHGCS 19 gene
Retrotransposon 5jR2 gene

Cytochrome oxidase 1 (COX1) gene
285 rDNA region

Dral gene
Cytochrome oxidase 1 (COXI) gene
ITS rDNA region

Serum/plasma

Cerebrospinal fluid
Urine

Serum
Serum

Serum/urine/saliva
Urine

Serum/urine
Serum/urine/saliva/semen
Urine

Animal model
Humans

Humans
Animal model
Humans

Animal model/humans
Animal model
Humans

Humans

Humans

Humans
Humans
Humans
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Annexe 2 : Procédure du laboratoire de la PCR en temps réel

Mode opératoire )
Technigue PCR en temps réel Page:1/9
MT

1 OBJET/PRINCIPE

Ce mode opéeratoire décrit Ia fagon de proceder pour réaliser une PCR en temps reel.

La PCR en temps réel utilise le principe de base de la PCR classique {amplification cyclique
d'un fragment o&"’ADN, basée sur une réaction enzymatique). Cependant Famplification n'est
pas mesurde en fin de réaction mais tout au leng de la PCR (en temps réel).
A chague cycle d'amplification, la quantité d'ADN est mesurée griace a une émission de
fluorescence dont Fintensité est directement proportionnelle a la quantité d’amplicons produits.
Plusieurs systémes de detection sont utilisés pour la détection ou la gquantification du signal
fluorescent en temps réel - les agents intercalants et les sondes.

. Le Sybr Green est un agent intercalant peu fluorescent & I'etat libre. Lorsqu'il est lig a
FADN double brin, il émet une fluorescence. L'auomentation de la fluorescence mesurée
pendant I'étape de polymérisation est proportionnelle au nombre de produits amplifies forméas
(amplicons double brin). L'émission fluorescente décroit complétement lors de I'étape de
dénaturation du cycle suivant.

Dans ce systéme, la spécificitd de la réaction ne repose que sur la spécificité des amorces,
sans contrdle de |a taille des amplicons. Pour verifier gu'un seul produit PCR a été amplifie,
on réalise une courbe de fusion en fin de réaction.

« |Les sondes FRET.

Dans ce systéme, on utilise 2 sondes dont I'une est porteuse en 3" d'un fluorochrome émetteur
et Fautre en 5 d'un flucrochrome accepteur. Les sondes sont choisies de fagon a s'hybrider a
leurs séquences cibles en n'étant séparées que de 1 4 5 bases. Lorsque les dewx sondes sont
separées, le fluorochrome donneur n'émet qu'un bruit de fond de fluorescence alors que
lorsqu'elles sont hybridées cdte a cite, la proximité des 2 fluorochromes permet le transfert
de 'énergie du fluorochrome donneur vers le fluorochrome accepteur provogquant 'émission
fluorescente de ce dernier (FRET : fluorescent resonnance energy transfer). On mesure alors
Facquisition de la fluorescence, proportionnelle & la quantité d'ADN spécifique synthétisée, au
moment de Fhybridation.

Les sondes restant intactes (contrairement aux sondes Tagman qui sont hydrolysées), il est
possible de réaliser une courbe de fusion en fin de réaction.

« |Les sondes Tagman.

Les sondes sont marquées a leur extrémité &' par un fluorochrome émetteur (reporter) (par
exemple FAM) et & leur extrémité 2' par un fluorochrome supprasseur (quenchear) fluorescent
ou non (par exemple TAMRA) qui inhibe I'"émission du reporter lorsqu'ils sont & proximite. Au
cours de la PCR, si la sonde est hybridée sur sa cible, elle est hydrolysée par Factivité
exonucléasique de FADN polymérase. Le reporter ainsi sépar2 du qguencher émet un signal
proportionnel au nombre de sondes hydrolysees, mesurable au moment de [élongation.
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Mode opératoire
Technique PCR en temps réel Page-2/9
MT

2 DOMAINE D'APPLICATION
Secteur biologie moléculaire Pi.
3 DOCUMENTS ASSOCIES

hitp-//srv-kalilab/IT-FTI-BIOM-004 -Utilisation des LightCycler et logiciel version 4.
http:/isrv-kalilab/MT-PTI-BIOM-023 - Utilisation du Light Cycler 480

http://srv-kalilab/PG-PTI-BIOM-001 - consigne de prévention des contaminations en
biclogie moléculaire

http-//srv-kalilab/IT-BIO-MS-INFO-009 Edition d’'une liste de travail
http-//srv-kalilab/IT-PTI-BIOM-002 liste de travail et analyses BM parasitologie.

4 DEFINITIONS / ABREVIATIONS
BM : biclogie moléculaire.

PM : parasitologie mycologie.

5 EQUIPEMENTS / FOURNITURES

Amorces

Sondes

Coffret LightCycler Fast Start DNA Master hybridation LightCycler.
Coffret Light Cycler Fast Start DNA Master SYBR Green.

Coffret LC 480 - PROBES MASTER

LightCycler
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Mode opératoire ]
Technigue PCR en temps réel Page:3/9
MT

6 CONTENU

6.1 REALISATION DUNE PCR EN TEMPS REEL.

Toutes les manipulations se feront en respectant la procédure hitp-isrv-kalilab/P G-PTI-BIOM-
001 - consigne de prévention des contaminations en biologie moléculaire

6.1.1 Création de |la feuille de mix

Editer |a liste de travail de 1a PCR a réaliser & I'aide de I' hitp://srv-kalilab/IT-BIO-MS-INF Q-
009 Edition d’une liste de travail et I' http-Vsrv-kalilabfAT-PFTI-BIOM-002  liste de travail et
analyses BM parasitologie.

Contréler la feuille de travail avec le portoir des ADN extraits situés & +5 +/- 3 °C dans la
pigce PIl 332

Déterminer le nombre de mix & faire en compilant les informations de la liste de travail &ditée
et de Ia feuille de liaison du diagnostic situé dans Sharepoint http:/sre-kalilab/DE-PTI-BIONM-
002 -fiche de liaison.

Editer |a feuille de fabrication du mix en ouvrant le fichier situé dans Sharepoint htto:/smy-
kalilab/DE-PTI-BIOM-001-01 fewifle de mix =t sélectionnant la feuille souhaitée.

Madifier la case nombre de mix dans le tableau de calcul en se positionnant sur la 1°™ case
de la colonne NER de mix.

Imprimer la feuille.

6.1.2 Etapes préalables a |a fabrication du mélange réactionnel

Ces étapes se déroulent dans la pigéce PII301 sous la hotte non 165.

s  Quwverture des coffrets Taq.

Les coffrets sont conservés 3 -23°C+/-5°C dans la pigce PI301.
Maoter la date d'ouveriure sur le cofiret et le déstocker dans kalilab.
Il contient plusieurs flacons d'eau pour Light Cycler, de MgCl,, de Fast start Enzyme et de
Fast Reaction start Mix.
Avant utilisation il faut reconstituer le mix Tag de la facon suivante :
¥ Coffret LightCycler Fast Start DNA Master hybridation

Décongeler un flacon de Fast start Enzyme et de Fast start Mix.

Les centrifuger 12gérement dans une centrifugeuse de paillasse.

Fipeter 60 pL de Fast Reaction start Mix dans le Fast start Enzyme.

Homogénéiser a la pipette.

Maoter sur le bouchon la date de reconstitution et les initiales de Fopérateur.

Le tube sera consendé a +5+/-3°C une semaine sur le portoir « SONDE =. Il ne faut pas le
recongeler.

89



Mode opératoire )
Technique PCR en temps réel Page:4/9
MT

v Coffret Light Cycler Fast Start DNA Master SYBR Green
Décongeler un flacon de Fast start Enzyme et 3 flacons de Fast Reaction start Mix SYBR
Green.

Les centrifuger 1&ég&rement dans une centrifugeuse de paillasse. Pipeter 10pl de Fast start
Enzyme dans chacun des 3 flacons Fast Reaciion start Mix 3YER Green.
Homogénéiser A 1a pipette.
Moter sur chague bouchon la date de reconstitution et les initiales de 'opérateur. Un tube
gera conservé a +5+/-3°C une semaine sur le portoir « SYBR » et les deux autres seront
placés & -23°C+/-5°C pour une utilisation ultérieure dans le coffret en cours.
Répéter Iopération au fur et & mesure des besoins.
L'eau et le MgCI2 sont décongelés guand nécassaire et conservés 8 +5+~3°C sur le portoir
& SONDE ».

+  Coffret Light Cycler 480 Pobes Master

Aprés décongélation le flacon de mastermix peut &tre conservé 4 semaines a +5+/-3°C.

+ Kit Amplidiag stools parasite
Le kit confient 2 tubes de master mix et 1 tube de Assay Mix1 et 2 tube Assay Mix2.
Ces réactifs sont préts 8 Femploi.
lIs s consenvent 3 mois & +5+/-3°C le portoir « KIT = ou 8 -23°C+/-5°C jusqu'a |la date de
péremption.
Avant utilisation s'assurer que le kit a &té calibré.
Bien vortexer chague réaclif avant utilisation.
v Réalisation des Prémix Pm

Pour certains diagnostics en technigue sondes, des prémix contenant I'H20. le MoCl,, les
amorces et sondes sont réalisés au prealable.

Pour cela il faut &diter une feuille de prémix qui se trouve dans le fichier situé dans
Sharepoint hitp://srv-kalilab/DE-PTI-BIOM-001 fewille de prémix

Modifier la case nombre de mix dans le tableau de calcul en se positionnant sur la 1 case
de la colonne NER de mix.

Imprimer Ia feuille.

Dans un microtube, pipeter les réactifs comme indiqué au niveau du tableaw de calcul de la
feuille de mix.

Verifier la vacuité de l'embout & chague pipetage.

Bien vortexer le melange réalisé et 'aliquoter sous |2 volume indigué sur la feuille de prémix.
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Mode opératoire )
Technique PCR en temps réel Page:5/9
MT

|dentifier les tubes avec Pm-diagnostic +date et opérateur et les conserver dans la boite
diagnostic. Renseigner sur ung &tiguette le nom du Prémix, la date de fabrication, I'opérateur
et la péremption.

Ranger la feuille de suivi de lots dans le classeur « suivi de lots MIX » et la tracabilité sera
assuré sur ce support.

v Realisation des mix conserves en capillaires
Pour cela il faut &diter une feuille de prémix qui se trouve dans le fichier situé dans Sharepoint
hitp:fisrv-kalilab/ DE-PTI-BIOM-001-01 fewille de prémix

Modifier la case nombre de mix dans e fableau de calcul en se positionnant sur la 1" case de
la colonne NER de mix.

Imprimer la feuille.

Dans un microtube, pipeter les réactifs comme indiqué au niveau du tableau de calcul de la
feuille de mix.

Verifier la vacuité de Fembout & chague pipetage.

Bien vortexer |2 mélange réalisé

Prendre une boite stérile (A capillaires sans bouchon) qui se trouve dans le placard de la piéce vy

placer le nombre de capillaires nécessaires.

Reépartir le mix en procédant de la méme facon que pour un mix extemporané.

Une fois le mix déposé il faudra noter sur la boite le numéro du lot, la nature du mix, la quantité de
mix par capillaire, l'opérateur, la date de fabrication =t la date de péremption et déposer la boite &
-23+/-5 *C dans la pigce PI301.

Lors de l'utilisation de ce lot, une feuille de test sera editée =t rangée dans le classeur lot de mix
et la tracabilité sera faite sur cette feuille.

6.1.3 Fabrication du melange reactionnel.

Cette Atape se déroule dans la pidce PI301 sous Ia hotte non 165.
« Realisation du mix réactionnel

Sortir le bloc réfrigéré et le portoir SONDE, SYBR ou KIT situg a +5+/-3°C.

Décongeler les amorces, prémix, ou réactifs commerciaux nécessaires au diagnostic situées
dans les boites spécifiques 8 -23°C+-5°C.

Les sondes peuvent rester 10 jours au réfrigérateur aprés décongélation.

Réaliser les dilutions d'emploi des amorces comme indiguéss sur les feuilles de mix. Les

dilutions pourront &tre congelées pour une ufilisation ultérieure une seule fois. Noter la date
de dilution et 'opérateur sur la tranche et noter également sur le tube des sondes la date de
décongélation.
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Mode opératoire f
Technigue PCR en temps réel Page:6/9
MT

Bien vortexer le MgCl,.

Dans un microtube, pipeter les réactifs comme indiqué au niveau du tableaw de calcul de la
feuille de mix.

Verifier la vacuité de Fembout & chague pipetage.

Femettre le portoir et le bloc réfrigéré & +5 +-3°C et éventuellement recongeler les dilutions
d’amorces.

6.1.4 Réparition du mix réactionnel.

+ Mix extemporané LC capillaire

La répartition du Mix se déroulera dans la pigce PI1332.

Sortir un support & capillaire situé & +5+-3°C.

Flacer sur ce support le nombre de capillaires nécessaires.

Homogénéiser le mix réactionnel.

Ré&partir la quantité de mix indiguée sur la feuille de mix dans les capillaires en prenant soin
de coller au bord du capillzire 'embout de pipette et de ne pas aller au 2eme cran du
poussoir de la pipette. On peut garder le méme embout pour tous les capillaires.

A la fin il ne doit rien rester dans le tube. En cas de mangue ou d'excés significatif de mix, il
faut le jeter et recommencer un nouveau mix.

« Mix kit Amplidiag stools parasite

La répartition du Mix se déroulera dans la pigce PI1332.

Sorfir une plaque blanche CFX.

Homogénéiser le mix réactionnel.

Ré&partir la quantité de mix indiquée sur Ia feuille de mix dans la plague selon le schéma défini

dans la au hitp:/fsrv-kalilab/MT-PTI-BIOM-163 Deétection multiplex dans les selles par
Amplidiag Stool Parasite en prenant soin de coller au bord du puits I'embout de pipette et de
ne pas aller au 2éme cran du poussoir de la pipette. On peut garder le méme embout pour

tous les puits.

En cas de mangue ou d'excés significatif de mix, il faut le jeter et recommencer un nouveau
M.

= Mix capillaires congelés.

Pour réaliser une PCR avec des capillaires congelés, prendre le nombre de capillaires nécessaires
et les transporter vers 1a pigce Pl 332 dans une boite fermée (préalablement stérilisée et qui se
trouve dans |2 placard de la pigce P 301).

Dans la pigce Pl 332, sortir un support & capillaire situé a +5°C+/-3°C et v placer les capillaires
décongelés.
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»  Mix extemporane LC 480.

La répartition du Mix se déroulera dans la piece PII332.

Soriir une plague blanche 430.

Homogénéiser le mix réactionnel.

Répartir la quantité de mix indiquée sur la feuille de mix dans la plaque selon le schéma défini.

On peut garder le méme embout pour tous les puits d'un méme mix.

En cas de mangue ou d'excés significatif de mix, il faut l2 jeter et recommencer un nouveau
.

6.1.5 Depdt des ADN.

Le dépdt d'ADN s'effectue dans la pigce P332,

Sortir les ADN a amplifier gui sont conservés a +5 "C+/-3°C dans la piece PII332.
Décongeler les témoins nécessaires qui se trouvent a -23+/-5 °C dans la pigce PII332 dans
des boites spécifiques & chaque diagnostic.

Vortexer les échantillons et les témoins puis les centrifuger brigvement avec une
centrifugeuse de paillasse.

Déposer la quantité dADN indigué sur la feuille de mix ou sur Ia liste de travail dans les
capillaires ou la plaque en suivant la liste de travail.

Boucher les capillaires ou les bamettes au fur et & mesure des dépdts pour le cfx et les
plagues de 480 seront scellées avec un film plastique en fin de depét a I'aide de la raclette
en prenant bien soin de ne pas faire de bulles qui génerait 1a lecture.

6.1.6 Mise en route de la PCR.
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Les thermocyclers Lightcyler capillaires, LC 480 et le cfx se trouvent dans la piece P332
Pour lancer une PCR temps reel sur
» LightCycler capillaires:
Placer les capillaires dans lordre de la liste de travail sur le carrousel associé au Light
Cycler utilisé (comme indigué sur la feville de mix ou de paillasse).
Centrifuger le carrousel dans la centrifugeuse associee au Light Cycler utilise.
Veérifier gue le niveau de remplissage des capillaires soit parfaitement homogéne.
Placer le carrousel dans le Light Cycler a utiliser.
Selectionner le programme indigué sur Ia liste de fravail ou la feuille de mix.
Mettre en route I'appareil suivant le mode opératoire hitp://srv-kalilab/IT-PTI-BIOM-004 -
Uilisation des LightCycler et logiciel version 4.

»  PCR Amplidiag stools parasite sur CFX :
Centrifuger la plague dans la centrifugeuse dediée en PII332, 2mn a 3300 tvmn.

Flacer la plague dans le CFX.
Mettre en route I'appareil suivant le mode opératoire hitp//sv-kalilab/MT-PTI-BIOM-168

Détection multiplex dans les selles par Amplidiag Stool Parasite pour lancer

» PCR sur LC480 :

Centrifuger la plague dans la centrifugeuse dediée en PII332, 2mn a 3300 tvmn.

Flacer la plague dans le LC 430.

Mettre en route I'appareil suivant le mode opératoire htip/srv-kalilabMT-PTI-BIOM-023 -
Utilisation du Light Cycler 480
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6.2 COLLECTE ET ANALYSE DES RESULTATS.

A la fin du RUN, imprimer les résultats et les exporter sur l2 systéme de sauvegarde externe
puis ramener les documents dans la pigce PII336 pour analyvse et saisie.

Walider la manipulation selon les critéres définis dans les modes opératoires.

Saisir les valeurs des contrdles internes dans le module controle gualité de Maolis selon I
hitp:/srv-kalilabAT-BIO-MS-INFO-011.  Unilisation du module QC et a I'aide de ' hitp://srv-
kalilab/AT-FTI-BIOM-003 Code de saisie el gestion CQf BM parasito.

Rentrer les résultats dans Molis dans le module Saisie des résultats de microbiologie a
[aide du code liste de fravail spécifique référencé dans hitp:ifisnv-kalilab/A T-PTI-BIOM-002
fiste de travail et analyses BM parasitologie.

Puis valider les résultats dans Validation des Résultats, dans 'onglet Opfion, mettre dans
Actions de validation « FVALT_BPE » BM Para Extraction Exécuter, 1a s'affiche les
différents dossiers de patients, les Valider et faire Suivant pour les prochains.

Four la validation, on peut travailler sur tous les diagnostics, ou alors juste en rentrant les

numeros de feuilles de travail pour chague diagnostic.

Enfin, mettre les résultats forme papier dans la bannette pour validation biologique.
Congeler les ADN dans les boites spécifiques conservées & -23°C+/-5°C dans la piéce
PlI332. Lorsque les boites sont pleines elles sont stockées a -80°C+/-5°C dans la pigce Pl
327.

Une fois la validation biologigue terminée, archiver les résultats dans les boites spécifiques a
chagque diagnostic en pigéce P11336.

7 CONDUITE A TENIR EN CAS D’ANOMALIE

Avertir le biologiste qui définira la conduite & tenir.

Fin de document
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Annexe 3 : Composition du mix PCR matrice séquencage IT2

CE-PTI-BIOM-001

MIX SchPanITS2 sq |

conditions de PCR: | |

conditions de mix
VolUme |NGre | volOme
Réactifs pour 1| de a
miy miy |nincter
Thermostart hot start tag 0,25 | B0 | 12,6
SchPanITS2-FW  (100uM) 025 | B0 | 12,5
SchPanITS2-RV  (100pM) 025 | BO | 12,5
Tampon BX 10 5O | 500
45 2250

a aliquoter sous 45 pl en microtube de 0.2
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RESUME

Face a I'abandon inéluctable de la microscopie pour la plupart des diagnostics microbiologiques, les outils de
biologie moléculaire, connus pour leur trés bonne spécificité et sensibilité, occuperont alors une grande place.
Le diagnostic de la schistosomose fera partie de cette révolution. Cette étude avait pour objectif de
développer un outil de diagnostic moléculaire pan-Schistosoma, en complément des PCR de routine,
spécifiques de S. mansoni et de S. haematobium utilisées dans le service de Parasitologie-Mycologie du CHU de
Toulouse. La PCR pan-Schistosoma en temps réel ciblant ITS2 mises au point a permis la détection de toutes les
especes avec une méme sensibilité. Le séquencage a permis de différencier les especes asiatiques des especes
africaines, ainsi que certains hybrides.

DEVELOPMENT OF A PAN-SCHISTOSOMA MOLECULAR DIAGNOSTIC TOOL

Because of the inevitable discontinuation of microscopy for microbiological diagnostics, molecular biology tools,
known for their good specificity and sensitivity, will then play an important role. The diagnosis of schistosomiasis
will be part of this revolution. The objective of this study was to develop a pan-Schistosoma molecular diagnostic
tool, in addition to the PCR specific to S. mansoni and S. haematobium routinely used in the Parasitology-
Mycology Department of the Toulouse University Hospital Center. The real-time pan-Schistosoma PCR targeting
ITS2 allowed the detection of all species with the same sensitivity. Sequencing allowed to differentiate Asian
species from African species, as well as some hybrids.
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