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Summary : Development of an antigen detection dot blot assay for the diagnosis of human onchocerciasis
based on the biotin-avidin binding system.

The development of a highly sensitive and specific diagnostic test is of urgent need for the field asses-
sment of human onchocerciasis and for monitoring the success of control programs.

We report here the development and evaluation of a Dot blot Immunobinding Assay (DIA-BA) based
on the biotin-avidin binding system, for the detection of O. volvulus specific antigens in body fluids.
Specific antibodies were produced by immunizing rabbits with the O. volvulus recombinant antigen
Oncho-C71 and labelled with biotin. The biotinylated probes were then used to detect O. volvulus
specific antigens initially blotted onto a nitrocellulose membrane.

The smallest amount of blotted antigens detectable by the new test is 0.5ng, 1ng, 1ng and 2ng
respectively in urine, dermal fluid, tears and serum samples. Out of 456 onchocerciasis endemic
subjects examined, 98.4%, 96.5%, 90.8% and 75.0% were positive by the DIA-BA test on urine,
dermal fluid, tears and serum respectively. The test was most sensitive (100%) when used on urine
and least (54.76%) when used on serum from skin snip positive subjects. The specificity of the test,
determined amongst non-exposed individuals, was 100% on all but for dermal fluid samples (97.5%).
Also, the color intensities on the blot were observed to positively correlate (r = 0.8 on urine) with the
skin microfilaria loads on the individuals.

We conclude that DIA-BA test could be very useful for mass diagnosis of prepatent, of low and high
level infections due to O. volvulus.

Résumé:

Le développement d’un test de diagnostic hautement sensible et spécifique demeure une nécessité
pour ['évaluation sur le terrain des programmes ayant pour but I'éradication de I'onchocercose.
Nous présentons ici le développement et I'évaluation d’un test Dot blot d'immuno-fixation basé sur
le systéeme biotine-avidine (DIA-BA), de détection d'antigéne spécifique de O. volvulus dans les fluides
biologiques. Pour ce faire, les anticorps spécifiques ont été produits chez le lapin en I'immunisant
avec I'antigéne recombinant, Oncho-C71 de O. volvulus. Ces anticorps ont été marqués par la biotine
et utilisés pour la détection des antigénes spécifiques de O. volvulus préalablement fixés sur la mem-
brane de nitrocellulose.

Sur 456 sujets de la région endémique examinés par le test DIA-BA, 98,4 %, 96,5 % ,; 90,8 % et
75 % ont été trouvés positifs respectivement sur urine, suc dermique, larme et sérum. La plus petite
quantité d’antigene détectable par ce nouveau test est de 0,5 ng, 1 ng, 1 ng et 2 ng respectivement
sur urine, suc dermique, larme et sérum. La sensibilité est plus élevée (100 %) sur I'urine et plus faible
(54,8 %) sur le sérum des sujets positifs a la biopsie cutanée exangue (BCE). La spécificité détermi-
née parmi les sujets non exposés est de 100 % sur tous les liquides biologiques a I'exception du suc
dermique (97,5 %). Une corrélation positive (r = +0,8 sur urine) est aussi observée entre I'intensité de
coloration des spots du test DIA-BA et la charge microfilarienne dermique.

Ces résultats montrent que le test DIA-BA peut étre utilisé pour le diagnostic en masse des infections
précoces ou chroniques par O. volvulus.
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Introduction

L 'onchocercose humaine est une maladie chronique cau-
sée par un helminthe appelé Onchocerca volvulus. Cette
maladie est endémique en Afrique tropicale, en Amérique
latine et dans la Péninsule arabique. C’est la deuxieme cause
de cécité d’origine infectieuse dans le monde aprés le tra-
chome (7, 8). L'onchocercose est une maladie par accumu-
lation: les personnes sont de plus en plus infectées au fur et
a mesure qu’elles sont piquées par les simulies infectieuses;
les principaux vecteurs appartiennent au complexe Simulium
damnosum, dont les formes larvaires se développent dans les
cours d’eau a grand débit. Les populations riveraines (chas-
seurs, agriculteurs, pécheurs, etc.) sont les plus a risque d’étre
infectées et de développer les manifestations les plus séveres
de la maladie, notamment les complications oculaires pouvant
conduire 2 la cécité (6, 8, 9).

Dans le monde, environ 17,7 millions de sujets sont infectés
par O. volvulus, et 270 000 d’entre eux sont aveugles du fait
de la maladie (18). La lutte contre ’onchocercose est actuel-
lement basée sur le traitement de masse des communautés
endémiques, sans diagnostic individuel préalable. Toutefois la
situation est différente dans les pays de I’Afrique de 'Ouest
ot la transmission de O. volvulus a été interrompue grace a la
lutte antivectorielle et ot les niveaux d’infection dans la popu-
lation sont nuls ou extrémement faibles. Dans ce contexte, un
diagnostic individuel de 'onchocercose permettrait de mettre
en évidence, de maniére précoce, une éventuelle reprise de
la transmission et de mettre en place de maniere rapide les
mesures appropriées pour limiter le phénomene. La recherche
de microfilaires dans une biopsie cutanée exsangue (BCE) ne
détecte pas les sujets en phase prépatente ou ayant une faible
charge parasitaire (2, 5). Il faut surtout noter le fait que la BCE
est de plus en plus refusée par les populations qui appréhen-
dent la douleur et craignent les infections transmissibles par le
sang souillé tel que le virus de I'immunodéficience humaine,
puisque la stérilisation du matériel n’est pas toujours aisée (5).
La détection sérologique des anticorps est également limitée
pour d’autres raisons telles que I’existence de réactions croi-
sées avec les antigeénes d’autres parasites (11, 20), le fait que
la présence d’anticorps dans le sérum puisse représenter une
exposition antérieure au parasite et non une infection active
(4), et activité protéolytique des protéases parasitaires sur les
anticorps en réponse a cette infection (12, 14). La détection
du matériel génétique par la PCR reste onéreuse et nécessite
un personnel qualifié pour sa réalisation (4, 1).

De nos jours, la mise au point de nouveaux tests de diagnostic
de ’onchocercose humaine est principalement orientée vers
la détection d’antigenes (Ag) spécifiques pouvant étre utilisée
dans les régions de faible prévalence de la maladie et en cas de
faible charge parasitaire (5).

Le but de ce travail est de contribuer au contrdle de I’efficacité
des programmes de lutte contre ’onchocercose par la mise au
point et I’évaluation d’un test de détection d’Ag spécifique de
O. volvulus dans les zones sous contréle.

Matériel et méthodes

Expression et purification de I'antigéne
recombinant Oncho-C71

Le gene recombinant Oncho-C71 contenu dans le vecteur
pBS24.1 a été obtenu par TUME et al. (22). L’antigéne recom-
binant Oncho-C71 a été produit par voie sécrétoire comme
décrit par TUME et al. (22). Brievement, la levure Saccha-
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romyces cerevisiae de souche AB110 a été transformée par
le plasmide recombinant (pBS24.1C71) contenant le gene
Oncho-C71. La levure ainsi transformée a été sélectionnée
sur milieu de culture solide sélectif, déficient en leucine et
en uracile. De plus, celle-ci a été amplifiée sur milieu liquide
(YEP-D) et I’expression induite a la suite de I’épuisement du
milieu en glucose. Apres 36 heures, la culture a été centrifugée
etle surnageant concentré par dialyse au polyéthylene glycol.
La conductivité de cet extrait a été ajustée a ’eau distillée et
’antigéne recombinant Oncho-C71 purifié par les techniques
d’échange d’ions sur DEAE-cellulose et par exclusion molé-
culaire sur Séphacryl S100, S300 et Sépharose 12. La pureté
de I’antigéne recombinant a été confirmée par électrophorese
sur SDS-PAGE et la présence de cet antigeéne confirmé par le
Western blot immunoassay en utilisant les anticorps initiale-
ment produits (22).

Immunisation des lapins

Deux lapins ont été immunisés avec 'antigéene recombinant
Oncho-C71 comme décrit par SAMBROOK et al. (19). Les anti-
sérums obtenus 2 partir du sang prélevé ont été testés par
double immunodifusion et par ELISA. Pour ce dernier, les
plaques ELISA ont été initialement sensibilisées avec ’anti-
gene recombinant de O. volvulus (23).

Purification et marquage
d'anticorps IgG anti-Oncho-C71.

Pour obtenir les anticorps (IgG anti-Oncho-C71) a partir des
antisérums, la technique de précipitation au sulfate d’ammo-
nium (NH4)2SO4 233 %) a été utilisée (13). Deux millilitres
d’anticorps IgG anti-Oncho-C71 purifiés ont été marqués au
N-hydroxy succinyl biotine et le conjugué dialysé comme 'a
décrit WEMBE (23). Le conjugué obtenu a été stabilisé avec
du BSA (bovine serum albumine) 3 une concentration finale
de 0,1 % et de lazidure de sodium (NalN3) (concentration
finale 0,01 % w/v) a été ajouté pour éviter la contamination
bactérienne. Le titre du conjugué anticorps biotinylé a été
déterminé par la technique ELISA.

La température de conservation du conjugué anticorps-bio-
tine a été déterminée en conservant des aliquotes respecti-
vement a -20 °C, +4 °C et & température ambiante (+25 °C)
pendant 12 mois. Chaque lot a été titré a I'intervalle de deux
mois par la méthode ELISA décrite ci-dessus. L’anticorps
non marqué, traité dans les mémes conditions, a été utilisé
comme témoin négatif.

Développement du test « dot blot d'immuno-fixa-
tion biotine-avidine (DIA-BA) ».

La fixation des antigénes sur le papier de nitrocellulose (NC)
a été faite comme 1'ont décrit NGU et al. (16) a la seule diffé-
rence que le volume d’échantillons de larme, de sérum et de
suc dermique était de 20 pl chacun, alors que celui des urines
était de 100 pl. Une fois la NC lavée, les sites de fixation
non spécifiques ont été bloqués avec une solution de 4 % de
lait écrémé en incubant pendant 40 minutes & température
ambiante. La NC a été incubée pendant 30 minutes avec le
conjugué (IgG anti-Oncho-C71 biotine) dilué 3000 fois dans
le PBS, a pH 7,2. Apres lavage, comme exposé plus haut, la
NC a été incubée pendant 30 minutes dans le conjugué avi-
dine-peroxydase dilué 2000 fois dans le PBS, pH 7,2. Lavée
comme ci-dessus, cette NC a été incubée avec le substrat de la
péroxydase, 3, 3’-diaminobenzidine (DAB) (25 mg de DAB;
50 ml de PBS, pH 7,2; 100 pl de H,0O, (30 %)). La réaction
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enzyme-substrat a été stoppée par un lavage exhaustif de la
NC a I’eau du robinet a la suite de I’apparition des spots
marron, caractéristiques des réactions positives sur la mem-
brane.

Détermination de la plus petite quantité
d'antigéne Oncho-C71 détectable

Pour déterminer la plus petite quantité d’antigéne recombi-
nant détectable dans les liquides biologiques par le test DIA-
BA, I'antigéne Oncho-C71 a été dilué dans le PBS, a pH 7,2
(témoin positif) et dans les liquides biologiques des sujets
sains (urines, sérums, larmes et suc dermique). Les quantités
de 0,5 2 35 ng de cet antigéne ont été fixées sur la membrane
de nitrocellulose et le tout analysé comme ci-dessus pour le
DIA-BA.

Evaluation du test DIA-BA

La collecte des biopsies cutanées a été effectuée au niveau de
la créte iliaque a ’aide d’une pince standardisée (Hoth). Le
suc dermique a été obtenu apres abrasion douce de I’épiderme
avec du papier de verre. Le sang, les larmes et les urines on
été collectés comme I'ont décrit NGU et al. (16). Au total, 456
sujets vivant dans la région endémique de Balamba (arron-
dissement de Bokito, province du Centre Cameroun) ont
été examinés. Les personnes prélevées ont donné leur accord
apres avoir été informées du devenir des prélevements. Les
échantillons ainsi obtenus en 2001 pour la détection d’anti-
geéne ont été conservés a -20 °C jusqu’a leur utilisation pour
I’évaluation du test DIA-BA. Les indicateurs de validité des
tests de diagnostic tels que la sensibilité, la spécificité, la con-
cordance et la corrélation ont été déterminés comme 1'ont
décrit LEMARDELEY et al. (15). La sensibilité a été déterminée
sur les sujets positifs a I’examen de la biopsie cuntanée exsan-
gue (BCE), utilisé comme test de référence. Pour I’étude de
la spécificité, 104 échantillons d’urines, 104 échantillons de
larmes et 120 sérums d’enfants d’écoles primaires n’ayant
jamais séjourné dans une région endémique de 'onchocer-
cose, ainsi que 40 échantillons de suc dermique collectés chez
des enfants 4gés de 0 24 ans vivant @ Yaoundé ont été analysés.
Pour savoir si la différence entre la BCE et le DIA-BA (en
fonction des liquides biologiques) est significative, le test de X?
pour séries appariées a été utilisé (15).

Résultats

Purification de la protéine recombinante

La purification de I’antigéne recombinant Oncho-C71 par
les techniques de chromatographies d’échange d’anions sur
DEAE-cellulose et par tamisage moléculaire puis la vérifica-
tion de la pureté par électrophorese sur PAGE-SDS montrent
que la concentration de la protéine recombinante obtenue est
de 14,33 mg par litre de culture.

Production et marquage d'anticorps
(IgG — anti-Oncho-C71)

Les antisérums du second au dernier saignement présen-
tent chacun une ligne d’immunoprécipitation avec 'extrait
d’antigene brut de O. volvulus et I’antigéne recombinant
Oncho-C71. L’intensité de la ligne d’immunoprécipitation
montre que le taux d’anticorps augmente avec le temps de
saignement. Le titre du conjugué anticorps biotinylé est de
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1:3000. Ce conjugué est stable a -20 °C et a +4 °C pendant
plus de 12 mois.

Quantité minimale d'antigéne détectable

Cette quantité minimale d’antigéne détectable dans les liqui-
des biologiques est appréciée par I'intensité de la coloration
des spots. Elle est de 0,5 ng d’antigene recombinant Oncho-
C71 sur le témoin (PBS, pH 7,2) et sur les urines (figure 1);
de 1 ng sur le suc dermique et les larmes (figure 2); et de 2 ng
sur le sérum (figure 1 et 2).

Figure 1.

Détermination de la limite de détection d’antigéne Oncho-C71
dans les urines par le DIA-BA.
Determination of the detection limit of Oncho-C71 antigen
in urines by DIA-BA test.
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Figure 2.

Détermination de la limite de détection d’antigéne Oncho-C71
dans les larmes par le DIA-B.
Determination of the detection limit of Oncho-C71 antigen
in tears by DIA-BA test.
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CN = Pools de larmes négatives
0,5 a 35 ng = quantité d'antigéne analysée par le Dot blot.

Détection d'antigéne Oncho-C71 par le DIA-BA
en fonction des liquides biologiques.

Les résultats de détection de ’antigéne varient en fonction du
liquide biologique utilisé. Sur les 456 sujets examinés dans la
région endémique de Balamba, 75,0 % ; 90,8 % ; 96,5 % et
98,3 % sont positifs au DIA-BA, appliqué respectivement sur
le sérum, les larmes, le suc dermique et les urines.

Détermination des paramétres de
validité du test DIA-BA

L’examen parasitologique a révélé 1 a2 12 MF par BCE. Parmi
ces sujets, 36,8 % (168/456) sont positifs a la BCE. La sensi-
bilité a été déterminée sur les 168 sujets positifs 2 la BCE. La
sensibilité, la spécificité et ’exactitude varient en fonction de
’échantillon sur lequel le DIA-BA est appliqué (tableau I).

Tableau I.

Les caractéristiques du DIA-BA en fonction du liquide biologique.
DIA-BA characteristics according to biological fluid.

sensibilité spécificité efficacité
nb % nb % nb %
urine 168/168 100 104/104 100 2721272 100
suc dermique 158/168 94 39/40 97,5 197/208 94,7
larmes 138/168 82,1 104/104 100 2421272 889
sérum 92/168 54,8 120/120 100 212/288 73,6
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Corrélation entre la charge microfilarienne
et le score du DIA-BA

Un score, fonction de I'intensité de coloration des spots du
DIA-BA, a été affecté a chaque résultat du DIA-BA. Ce score,
proportionnel 2 la teneur en antigéne, a été corrélé ala charge
parasitaire afin de déterminer le degré de proportionnalité
entre les deux méthodes. Ces résultats montrent qu’il existe
une corrélation positive entre la charge microfilarienne et la
présence de I'antigéne Oncho-C71 dans les liquides biolo-
giques. Elle est de 0,27; 0,39; 0,79 et 0,8 respectivement sur
sérums, sucs dermiques, larmes et urines.

La concordance entre les résultats de la BCE et du DIA-BA
sur chaque liquide biologique (tableau II) montre une diffé-
rence significative (P < 0,005) entre les deux tests.

Tableau II.
Comparaison des résultats du DIA-BA et de la BCE.
Comparison of the DIA-BA and BCE results.
DIA-BA+ DIA-BA-  total P concordance
sérums BCE+ 92 76 168
BCE- 250 38 288 <0,005  130/456
total 342 114 456 (28,5 %)
BCE+ 138 30 168
larmes BCE- 274 14 288 <0,005  152/456
total 412 44 456 (33,3 %)
BCE+ 158 10 168 <0,005  172/456
sucs BCE- 274 14 288 (37,7 %)
dermiques total 432 24 456
BCE+ 168 0 168 <0,005  172/456
urines BCE- 280 8 288 (38,6 %)
total 448 8 456

BCE+ = biopsie cutanée exsangue positive

BCE- = biopsie cutanée exsangue négative

DIA-BA+ = Dot blot d'immuno-fixation biotine-avidine positif
P = Probabilité

DIA-BA- = Dot blot d'immuno-fixation biotine-avidine négatif

Comparaison entre les résultats du DIA-BA
sur les urines et les autres liquides biologiques

Cette comparaison sur les 456 sujets montre que la concor-
dance au DIA-BA estde 71,1 % ;90,0 % et 94,0 % respective-
ment entre urine-sérum, urine-larme et urine-suc dermique.

Discussion

La méthode d’immunisation traditionnelle a permis d’ob-
tenir des anticorps polyclonaux (13) chez deux lapins
en utilisant I’antigéne recombinant Oncho-C71 fortement
immunogene. Il est A noter que ces lapins ont été sacrifiés
en phase optimale de production d’anticorps (titre élevé),
ceci dans le but d’obtenir une grande quantité d’anticorps.
De plus, disposant de I’antigéne recombinant, on peut a tout
moment induire la production d’anticorps chez ce modele
animal si le besoin s'en fait sentir. Les anticorps (anti-Oncho-
C71) purifiés par la méthode de précipitation au sulfate d’am-
monium ont été marqués 2 la biotine dans le but d’avoir un
systeme plus sensible pour la détection d’antigénes spécifi-
ques. Ainsi, l'utilisation du conjugué anticorps-biotine fait
appel 2 un second conjugué, I’avidine peroxydase. En fait
’avidine a quatre sites de fixation pour la biotine, caractérisés
par une grande constante d’affinité, de 'ordre de 10" M.

La plus petite quantité d’antigene détectable varie d’un liquide
biologique a un autre. Cette variation s’expliquerait par la
nature méme du liquide biologique, dont certaines composan-
tes pourraient interférer avec la fixation de ’antigene d’intérét
sur la membrane de nitrocellulose. En effet, dans le sérum, il
existe plusieurs classes de protéines (les lipoprotéines) capa-
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bles de se fixer prioritairement sur le support, occupant ainsi
de la place pour la fixation d’antigene cible (10, 17). La pré-
sence d’autres composés dans les larmes et les sucs dermiques
pourrait également affecter cette sensibilité. La plus petite
quantité d’antigéne détectable dans les urines est de 0,5 ng.
La méme quantité est notée dans le cas du témoin PBS (pH
7,2), tampon dans lequel ont été dilués les échantillons. La
différence de la limite de détection du DIA-BA (0,5 ng dans
les urines) et celle des tests mis au point par NGU et al. (16)
serait due a 'amélioration du systéme (conjugué anticorps
biotinylés) de détection utilisée.

Dans ce test, il n’est pas indispensable de dialyser et de con-
centrer les urines comme initialement décrit par NGU et al.
(16). La fixation des protéines sur la NC exige une pompe
a vide et un appareil Dot blot. L’introduction d’un témoin
positif et d’un témoin négatif, ainsi que le traitement d’un
échantillon en double facilitent I'interprétation et la fiabilité
des résultats. Le test DIA-BA est plus qualitatif que quantita-
tif et la lecture est visuelle. Cependant, il peut étre quantitatif
et plus sensible si 'on mesure le degré de coloration de la
réaction a I’aide d’un densitometre (3, 13). Ceci malheureu-
sement augmenterait le colit du test et rendrait sa réalisation
plus complexe.

Dans cette étude, les échantillons ont été testés quatre fois de
suite dans chaque série (intra-test) et dans les différentes séries
(extra-test). On constate effectivement que les résultats sont
reproductibles lorsque la méme procédure est bien suivie.
Ceci n’est pas surprenant dans la mesure ot le test DIA-BA
nécessite moins d’étapes que le test décrit par NGU ez al. (16).
La recherche d’antigene a été effectuée sur quatre liquides
biologiques provenant des mémes sujets. On constate que
la plupart de ces sujets sont positifs sur les urines (98,3 %),
échantillon pour lequel I'intensité de réaction est également
la plus élevée. Par contre, 75,0 % seulement de ces 456 sujets
sont positifs sur les sérums, échantillon pour lequel I'intensité
des spots reste faible. D’autre part, la grande disponibilité
d’antigénes dans les urines proviendrait des microfilaires,
lesquelles sont parfois présentes dans les tissus rénaux ou
filtrées a partir de la circulation par les glomérules (16). De
méme, les reins représentent la principale voie d’excrétion et
’on retrouverait par conséquent plus de produits d’excrétion
et de sécrétion dans les urines.

Dans cette étude, la sensibilité du test a été évaluée en consi-
dérant la BCE comme test de référence (11, 21). Cependant la
BCE est moins sensible que le DIA-BA sur les liquides biolo-
giques. En effet, sur 98,3 % de positifs au DIA-BA sur urine,
36,8 % seulement sont positifs & la BCE. Par conséquent,
61,5 % serait des faux négatifs a la BCE avec une différence
significative (P < 0,005). Ceci montre qu’en utilisant unique-
ment la BCE comme test de diagnostic dans cette région ou
le programme de traitement de masse par I'ivermectine est
installé depuis plus de huit ans, on aurait beaucoup de faux
négatifs. Ce travail montre, comme ’ont rapporté BOATIN ez
al. (5), que la BCE seule ne suffit plus de nos jours comme
test de diagnostic dans les régions bénéficiant des programmes
de traitement par I'ivermectine (ot la charge microfilarienne
est faible chez les onchocerquiens) et dans les régions ot la
prévalence de I'onchocercose est faible. Le test DIA-BA serait
utilisé comme un test complémentaire a la BCE. Quoique le
colit de ce test soit supérieur 2 celui de la BCE, le DIA-BA
reste moins onéreux que la PCR et permet de détecter les
infections précoces.

Dans cette étude, la comparaison entre la charge microfila-
rienne et les résultats du DIA-BA montre qu’il existe une
corrélation (r) positive entre les résultats des deux méthodes.
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C’est avec le DIA-BA sur urines que cette corrélation est la
plus élevée (r = +0,8). La faible concordance entre BCE et
DIA-BA sur urines, sucs dermiques et sérums (tableau II)
s’expliquerait par la faible sensibilité du BCE par rapport au
DIA-BA. Enfin, on note que le suc dermique et les urines
constituent les échantillons biologiques sur lesquels le DIA-
BA donnent des résultats qui concordent le mieux avec ceux
des BCE.

Conclusion

La présente étude apporte une contribution complémen-
taire 3 la mise au point de techniques de diagnostic de
I'onchocercose.

La technique présentée devrait contribuer a une meilleure con-
naissance de la maladie. L’échantillon de choix facile a obtenir
et sur lequel le test devrait &tre appliqué reste I'urine.
L’évaluation du DIA-BA montre qu’il est hautement fiable
et efficace.

Comme technique de suivi de la lutte menée pour I’éradica-
tion de onchocercose et surtout pour la recherche de nou-
veaux foyers éteints, le DIA-BA peut étre utilisé comme test
complémentaire a la biopsie cutanée exangue.
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