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ACTIVITES DE RECHERCHE PREAMBULE

Durant le stage réalisé au Museum National d'Histoire Naturelle de Paris (sous la direction du Dr Coralie Martin et du Pr Irène Landau), dans le cadre de mon Diplôme de l'EPHE (Ecole Pratique des Hautes Etudes), équivalent à un Master 2, je me suis initié à la parasitologie comparée et à l'étude des relations hôtes-parasites dans la faune sauvage et sur modèles expérimentaux. J'ai poursuivi ces travaux passionnant pendant ma thèse dans la même équipe. J'ai alors pu décrire/re-décrire des espèces d'Apicomplexes du genre Haemoproteus, proche de Plasmodium, chez leurs hôtes rapaces ainsi que chez le vecteur invertébré. L'étude de la coinfection expérimentale murine par Plasmodium chabaudi/Plasmodium yoelii et la filaire Litomosoides sigmodontis a permis de démontrer un impact de la présence du protozoaire sur l'infection filarienne quelle que soit l'espèce de Plasmodium mais que l'impact du nématode sur l'infection plasmodiale, et sur les pathologies et l'inflammation associées, était dépendant de l'espèce de Plasmodium. D'autre part, la première phase du cycle de la filaire murine, la migration du point d'inoculation au niveau de la peau jusqu'à sa localisation tissulaire dans la cavité pleurale, a pu être complétée, avec notamment un passage par la circulation générale puis trans-pulmonaire par les larves infestantes. Il a été possible de montrer que ce phénomène génère une inflammation locale au niveau des poumons, caractérisée par des pétéchies, la formation de granulomes et le recrutement de polynucléaires neutrophiles associés à la libération dès les premières heures de molécules inflammatoires telle que S100A9 et l'IL-1β. Les jours suivants, des polynucléaires éosinophiles et des macrophages sont recrutés dans les espaces broncho-alvéolaires et pleuraux, sous l'influence de l'IL-4 et de MCP-1, suggérant le début de la mise en place de la réparation des tissus lésés. Ces travaux de thèse ont été récompensés par le prix de thèse de la Société Française de Parasitologie.

INTRODUCTION AUX ZOONOSES PARASITAIRES D'ORIGINE ALIMENTAIRE

À l'ère moderne, caractérisée par la mondialisation, qui transforme le marché alimentaire en une pratique de production et de distribution intégrée à grande échelle, les consommateurs ou les producteurs ordinaires ignorent l'origine de leurs aliments et les risques potentiels pour la santé qu'ils comportent [START_REF] Gajadhar | Introduction to foodborne parasites[END_REF]. Les réglementations gouvernementales ou internationales (avec la FOA et le Codex Alimentarius) supervisent la sécurité alimentaire, en particulier dans le cas des bactéries et des résidus chimiques ; la législation actuelle fournit des critères de sécurité alimentaire qui concernent les principaux agents pathogènes bactériens d'origine alimentaire. Cependant, l'attention portée aux parasites d'origine alimentaire dans les pays développés a diminué et tend à être négligée parmi les maladies infectieuses [START_REF] Utaaker | Climate change and foodborne transmission of parasites: A consideration of possible interactions and impacts for selected parasites[END_REF].

Les zoonoses parasitaires sont des infections causées par des agents pathogènes protozoaires ou helminthes, qui sont transmissibles entre les animaux vertébrés et les humains. Les agents parasitaires peuvent passer de l'animal à l'homme de plusieurs façons : par contact direct, par vecteur, par des stades infectieux libérés dans l'environnement ou par voie alimentaire [START_REF] Hubalek | Emerging human infectious diseases: Anthroponoses, zoonoses, and sapronoses[END_REF], voie d'infection la plus courante [START_REF] Gajadhar | Introduction to foodborne parasites[END_REF]. la santé humaine, en établissant un programme de contrôle basé sur les risques pour les FBP contenant des stratégies de protection robustes et appropriées.

Les infections parasitaires alimentaires sont considérées comme négligées en termes de surveillance, de prévention et de traitement [START_REF] Jones | Neglected Parasitic Infections in the United States: Toxoplasmosis[END_REF]. Ce statut est donné par le fait que la majorité des maladies qu'elles provoquent ont un caractère progressif et chronique plutôt qu'une forme aiguë et sont souvent associées à la pauvreté et aux populations marginalisées. Néanmoins, avec le phénomène de la mondialisation [START_REF] Robertson | Impacts of globalisation on foodborne parasites[END_REF], le changement climatique [START_REF] Utaaker | Climate change and foodborne transmission of parasites: A consideration of possible interactions and impacts for selected parasites[END_REF] et les habitudes alimentaires modernes, la situation a changé au cours des dernières années ; les FBP ont eu l'opportunité [START_REF] Robertson | Parasites in Food: From a Neglected Position to an Emerging Issue[END_REF] de se propager dans de nouveaux endroits (par exemple, la population hôte définitive d'Echinococcus multilocularis se propage et augmente en Europe et en Amérique du Nord), d'obtenir de nouvelles voies de transmission (par ex. Cryptosporidium spp. sur les produits frais via les engrais organiques), d'affecter de nouvelles populations (par exemple, la popularité croissante des sushis et les infections par Anisakis spp.) et même de se manifester par des symptômes inattendus (par exemple, T. cruzi provoquant une maladie aiguë après une transmission d'origine alimentaire). Les maladies d'origine alimentaire ont donc fait l'objet d'une attention accrue ces derniers temps et connaissent une "émergence". En 2014, l'Organisation des Nations Unies pour l'alimentation et l'agriculture (FAO) et l'Organisation mondiale de la santé (OMS) ont dressé une liste des maladies d'origine alimentaire les plus préoccupantes au niveau mondial, en tenant compte du nombre annuel élevé de cas humains touchés par des maladies alimentaires dans le monde et du contexte de la santé animale et de la consommation humaine (FAO/OMS, 2014). Dans cette liste se trouvaient les parasites Toxoplasma gondii, Trichinella spiralis, Trichinella spp. (autres espèces de Trichinella) et Cryptosporidium, parasites sur lesquels l'équipe PARALIM travaille.

L'une des thématiques de recherche de l'équipe porte sur le nématode parasite, Trichinella spp., responsable d'une zoonose appelée la trichinellose. Trichinella spp. est présent dans les viandes (porcs, chevaux, sangliers essentiellement) et responsable de zoonoses alimentaires. Bien que sa détection soit obligatoire (réglementation européenne et internationale) dans les viandes, des cas humains sont régulièrement rapportés. Ceci souligne la complexité des tests de détection de ces parasites dans les aliments. En effet, leur détection repose sur une identification directe du parasite à partir de la matrice carnée, nécessitant une mise en oeuvre couteuse et rigoureuse des procédures associée à une expertise individuelle des analystes. Dans ce contexte, la lutte contre Trichinella spp. reste une priorité nationale et internationale et l'évolution vers de nouvelles stratégies est nécessaire afin d'abandonner les tests directs couteux, ayant une mise en oeuvre délicate et dont la fiabilité n'est pas totale et repose essentiellement sur l'expertise des analystes. Dans le contexte international du concept « Une seule santé » (One World, One Health), la lutte contre ces parasites chez l'animal ou chez l'homme est une nécessité afin d'améliorer les conditions sanitaires des populations animales et/ou humaines et de limiter in fine la contamination humaine à l'échelle mondiale. Les outils de lutte contre les parasites nématodes reposent sur plusieurs stratégies : -L'amélioration des moyens de détection par l'identification de nouvelles cibles antigéniques permettant de définir de nouveaux tests; -L'ouverture vers de nouvelles perspectives thérapeutiques chez l'Homme et/ou l'animal infecté puisque les résistances aux antihelminthiques classiques sont de plus en plus fréquentes et entrainent des échecs thérapeutiques; -Le développement de nouvelles stratégies vaccinales afin de contourner les traitements et d'induire une protection des hôtes sensibles et bloquer le cycle parasitaire. La mise en oeuvre de ces trois stratégies nécessite la sélection de protéines candidates qui doivent répondre à plusieurs critères : 1/ présenter une fonction clé dans l'invasion de l'hôte ou dans la physiologie du parasite; 2/ cette fonction ne doit pas pouvoir être contournée par une autre voie ; 3/ être suffisamment distante de la physiologie de l'hôte pour que son ciblage n'ait pas d'impact sur les fonctions biologiques de celui-ci. Mes travaux de recherche portent sur le développement de ces outils de détection de Trichinella spp. mais également sur l'amélioration des outils d'identification d'espèce du genre Trichinella lorsque ce parasite est détecté mais également d'outils de détection et d'identification d'autres parasites rencontrés dans des matrices alimentaires.

I. OUTILS DE DETECTION DE TRICHINELLA SPP.

Le test actuel de détection de Trichinella est une digestion artificielle pepsique en milieu acide qui nécessite une forte expertise des personnels qui le réalisent, notamment au moment de la lecture finale. Il serait alors idéal de pouvoir développer un test sérologique permettant non seulement d'avoir des résultats plus homogènes et de les multiplier facilement, en travaillant en plaques multi-puits. Une des premières étapes pour développer ces tests est l'identification de cibles utilisables comme biomarqueurs. Certaines de ces molécules peuvent également être des cibles thérapeutiques et vaccinales. Elles sont en lien avec le cycle biologique du parasite puisqu'elles interviennent à chaque étape de son développement. Il est donc essentiel d'en comprendre les interactions avec l'hôte.

Le cycle de vie de T. spiralis se déroule au sein d'une seule espèce hôte mais peut toucher tous les mammifères monogastriques, des reptiles et des oiseaux. L'infection commence par l'ingestion de larves musculaires (ML) infectieuses contenues dans les muscles et la digestion de la capsule protectrice dans l'estomac de l'hôte. Les ML migrent vers l'intestin grêle où elles pénètrent dans l'épithélium intestinal et subissent quatre mues sur une période de 30 heures pour atteindre la maturité sexuelle. Les adultes s'accouplent à l'intérieur de l'épithélium intestinal et l'embryogenèse a lieu 4 jours après l'infection (pi). Chaque femelle libère des larves nouveaunées (NBL) environ 4-6 jours pi [START_REF] Gagliardo | Molting, ecdysis, and reproduction of Trichinella spiralis are supported in vitro by intestinal epithelial cells[END_REF][START_REF] Gottstein | Epidemiology, diagnosis, treatment, and control of trichinellosis[END_REF]. Les NBL sortent de l'épithélium par la surface baso-latérale, migrent dans la circulation sanguine et lymphatique et envahissent les cellules des muscles squelettiques striés. Les principales cellules sécrétrices des parasites, les stichocytes, augmentent en nombre d'environ 20 au jour 1 à environ 50-55 au jour 19. De multiples protéases ont été signalées dans les produits excrétoires/sécrétoires des nématodes parasites, leurs rôles potentiels impliquant la pénétration des tissus de l'hôte, la mue et l'évasion des défenses innées de l'hôte [START_REF] Hewitson | Helminth immunoregulation: the role of parasite secreted proteins in modulating host immunity[END_REF][START_REF] Yang | Serine proteases of parasitic helminths[END_REF][START_REF] Wang | spiralis NBL1 regulates the expression of two host cells' heat shock proteins. En préparation[END_REF]. La plupart des protéases de Trichinella spiralis, comme TsSerP [START_REF] Trap | Cloning and analysis of a cDNA encoding a putative serine protease comprising two trypsin-like domains of Trichinella spiralis[END_REF] ou TspSP-1.2 (Wang et al., 2013, p. 5), sont excrétées à tous les stades, mais quelques-unes sont spécifiques à un stade, comme TspSP1, excrétée par les stichocytes des larves musculaires [START_REF] Romaris | A putative serine protease among the excretory-secretory glycoproteins of L1 Trichinella spiralis[END_REF]. a. Mise en place d'un outil innovant chez T. spiralis pour l'étude des fonctions de protéines : l'interférence à l'ARN i. Chez l'adulte Afin d'étudier les fonctions des protéines de T. spiralis, différents outils peuvent être utilisés dont l'ARN interférence (RNAi) qui permet d'obtenir des organismes transitoirement KO pour certaines cibles. L'objectif de mes travaux de post-doctorat, et que j'ai poursuivis ensuite, a été de mettre en place le RNAi chez T. spiralis par utilisation de petits ARN interférents (siRNA). Pour l'utilisation du siRNA par absorption en milieu liquide, il a d'abord fallu vérifier la capacité de T. spiralis d'absorber en solution. Tous les stades de T. spiralis en sont capables (Figure 1). Les trajets des intestins sont bien visibles après absorption de fluorochrome par T. spiralis en milieu liquide ce qui suggère une absorption active. A partir de ces résultats, la meilleure cible pour la preuve de concept a été déterminée. Un phénotype facilement observable est le mouvement du ver. Il a donc été choisi de cibler une sous-unité d'un récepteur cholinergique nicotinique (nAChR). Afin d'avoir une idée de la composition d'un des récepteurs possibles chez T. spiralis, différents anthelminthiques ont été testés, in vitro, sur les différents stades du parasite. Le plus efficace est le levamisole avec des concentrations basses (dès 1 µM et optimal à 10µM). Chez les nématodes, les récepteurs les plus sensibles au levamisole comprennent la sous-unité unc63. Cette sous-unité a alors été séquencée puisque dans les bases de données la séquence était erronée, puis le siRNA la ciblant a pu être dessiné. La mise en contact in vitro d'adultes de T. spiralis avec le siRNA anti-unc63 a permis de diminuer significativement la mobilité du ver mais pas le nombre de NBL libérées par les adultes femelles. En revanche, il a permis de diminuer l'effet du levamisole sur la libération des NBL (Figure 3). 

PERSPECTIVES

Deux phénotypes ont donc pu être obtenus et valident l'utilisation du siRNA ciblant unc63 de T. spiralis. Ces résultats ouvrent la voie à une meilleure compréhension des modes d'action des anthelminthiques chez le parasite zoonotique T. spiralis. L'utilisation d'une approche RNAi sera d'une importance majeure pour la caractérisation fonctionnelle d'un large éventail de cibles vaccinales et médicamenteuses, jetant ainsi les bases du développement de la prochaine génération de thérapies contre la trichinellose.

ii. Chez les Larves 1 musculaires

Les larves 1 musculaires (ML) sont le stade infestant du parasite. L'étude des protéines de ce stade est donc pertinente pour trouver des cibles essentielles au cycle biologique du parasite pour tenter de le contrôler à l'entrée. Le siRNA a ciblé la cathepsine F de Trichinella spiralis car sa séquence était connue. Les cathepsines ont de nombreuses fonctions au cours du développement d'autres nématodes tissulaires comme les filaires. Elles sont connues pour être des facteurs de virulence chez Brugia malayi (Ford, Plos NTD, 2009), des molécules nécessaires à la mue chez Brugia spp. [START_REF] Guiliano | A gene family of cathepsin L-like proteases of filarial nematodes are associated with larval molting and cuticle and eggshell remodeling[END_REF] ou Onchocerca volvulus (Lustigman, 2004), à l'embryogénèse chez Caenorhabditis elegans [START_REF] Hashmi | Cathepsin L is essential for embryogenesis and development of Caenorhabditis elegans[END_REF] et à l'immunomodulation à l'entrée d'Onchocerca volvulus et Acanthocheilonema vitae chez leur hôte leur permettant une meilleure invasion (schierak, 2003).

Afin de pouvoir mettre les larves en contact du siRNA pendant suffisamment de temps, il a d'abord fallu développer une culture permettant aux larves d'être toujours infectieuses. Hors des larves cultivées dans les conditions classiques du laboratoire n'étaient plus du tout infectieuses. Ce phénomène avait déjà été décrit, les L1M n'étant plus infectieuses à partir de 20H de culture en condition aérobie [START_REF] Bolas-Fernández | Microenvironmental conditions modulate protein secretion and infectivity of the Trichinella spiralis L1 larva[END_REF]. De façon intéressante, un changement de milieu de culture semblerait avoir un impact positif sur l'aspect des larves, avec moins de décollements des cuticules [START_REF] Martinez | Heat shock protein synthesis over time in infective Trichinella spiralis larvae raised in suboptimal culture conditions[END_REF]. Les larves ont alors été cultivées en anaérobie avec un changement de milieu quotidien. Cela a permis d'obtenir des larves infectieuses jusqu'au troisième jour et même parfois au quatrième jour de culture ce qui est suffisant pour réaliser le siRNA. De façon intéressante, ces L1M sont complètement immobiles pendant toute la durée de la culture mais conservent leur pouvoir infectieux. Ces conditions miment parfaitement la capsule de Trichinella dans les muscles puisque dans leur cellule nourricière elles ne sont ni actives ni en contact de l'oxygène. Après vérification de l'absorption active des L1M cultivées en anaérobie (Figure 4) par contact avec du FITC, le siRNA a été mis en contact des larves. Il ciblait deux zones différentes de la séquence de la Cathepsine F, une en 3' et une en 5'. Les résultats ont été très intéressant puisqu'un des groupes ayant reçu les siRNA a été plus infectieux (50% d'installation en plus) que le groupe non traité et que le contrôle de spécificité. En revanche, il n'a eu aucun effet sur le nombre de L1NN libérées pour chaque femelle. La cathepsine F pourrait alors constituer un antigène de reconnaissance par les cellules du système immunitaire. Dans cette hypothèse, l'expression réduite de la cathepsine F par le siRNA diminuerait la reconnaissance par le système immunitaire de l'hôte. Les L1M pourraient alors s'établir plus facilement chez l'hôte. PERSPECTIVES D'une part, l'impact du siRNA sur la production de la cathepsine F et son activité sera vérifié par une mesure de son activité enzymatique sur son substrat, le Z-Phe-Arg-AMC qui devient fluorescent lorsqu'il est clivé par la cathepsine. D'autre part, l'hypothèse de la reconnaissance de la cathepsine F par le système immunitaire sera testée. Outre des essais de vaccination, une expérience de saturation des cathepsines F sera réalisée en mettant les L1M en contact d'un inhibiteur spécifique comme le E64. Les cathepsines seront donc toujours présentes mais ne seront plus accessibles aux défenses de l'hôte. Dans ce cas, le résultat observé sera identique à celui obtenu avec le siRNA.

Valorisation de la partie I.a :

Ce projet a bénéficié du financement d'un post-doctorat (financement par le DIM MALINF obtenu par le Dr Isabelle Vallée). J'ai commencé en tant que post-doctorant sur ce projet puis j'ai co-encadré le Dr Alexandra Grasteau sur la deuxième partie du projet.

Le projet sur les L1M a fait l'objet du stage de Master 2 de Mr Johan Mele. Un des antigènes peptidiques prometteurs est la protéine NBL1. Elle a été identifiée précédemment au laboratoire chez les larves nouveau-nées (L1NN) de Trichinella spiralis et représente une cible intéressante. Cette protéase à sérine a été sélectionnée par immuno-criblage d'une banque soustractive du stade L1NN [START_REF] Liu | Identification of stage-specifically expressed genes of Trichinella spiralis by suppression subtractive hybridization[END_REF] et a montré un potentiel antigénique intéressant (Boireau et al. Brevet, 2007) pour le développement d'outils de détection précoce des infestations à Trichinella ou pour le développement de vaccins contre ce parasite.

i. Etude de la séquence de NBL1

Deux isoformes de NBL1 existent et sont retrouvées au niveaux des stichocytes des L1NN de Trichinella spiralis. La seule différence entre ces deux isoformes se situe au niveau de la partie N-terminale. Après analyse in silico, une des isoformes possède 2 domaines transmembranaires ce qui indiquerait qu'elle se maintient à la membrane du réticulum endoplasmique des stichocytes. Cette isoforme serait ainsi utilisée par le parasite pour son développement puisque la protéine ne serait pas excrétée vers le milieu extérieur. L'autre isoforme présente un peptide signal ce qui indiquerait le passage de la protéine NBL1 dans la lumière du réticulum endoplasmique et donc sa possible sécrétion vers l'extérieur de la cellule, voire du parasite, puisque le stichosome est l'organe de sécrétion vers le milieu extérieur. Dans ce cas, cet isoforme pourrait servir au passage du parasite (stade L1NN) des entérocytes vers la circulation lymphatique et sanguine puis son installation au sein des cellules musculaires.

Une analyse comparative des homologues de NBL1 chez les autres espèces du genre Trichinella a permis de montrer une forte identité entre les séquences au sein du clade des espèces encapsulées (>90%) et une moins forte identité avec les séquences des espèces non-encapsulées (<88%). D'autre part, l'analyse phylogénétique qui a été réalisée a montré que les séquences de NBL1 des espèces encapsulées et non-encapsulées forment deux clades distincts (Figure 5) (Wang et al., soumis). Les premières analyses du protéome de T. spiralis à différents stades (L1M, Adultes H62 (les femelles ne sont pas encore fécondées), Adultes J5 (les femelles sont déjà fécondées et première L1NN complètement formées), Adultes J5+2 (Adultes J5 + 2 jours de culture), L1NN), que nous avons effectuées au sein du laboratoire, par la technique de NanoHPLC-MS / MS, ont mis en évidence 3 544 protéines. L'analyse de ces protéines a montré que 747 protéines sont détectées à tous les stades, alors que 49 protéines sont strictement spécifiques du stade L1NN, 13 protéines au stade Adultes J5, et 61 protéines au stade L1M. Cette étude a également permis de détecter 25 protéines communes uniquement aux stades L1NN, Adulte J5 et Adultes J5+2 dont la protéine NBL1. La détection de la protéine NBL1 par cette technique au stade Adulte J5 (à ce stade les L1NN sont présentes dans l'utérus des femelles) signifierait que celle-ci est déjà synthétisée par les L1NN (et par les embryons) alors qu'elles ne sont pas encore expulsées par les femelles.

Cette étude a fait ressortir une protéine nommée Chymotrypsine C (n° accession GenBank : KRY40297.1), ayant une forte similarité avec la protéine NBL1. Les différences entre ces 2 protéines sont les suivantes: au niveau de la partie N terminale de NBL1, il y a laprésence de 35 acides aminés supplémentaires; au niveau de la partie C Terminale de la Chymotrypsine C, il y a présence de 117 acides aminés supplémentaire; 5 acides aminés sont différents le long des séquences (positions : 64, 120, 198, 240 et 348); les acides aminés ont à chaque fois la chaîne latérale qui diffère, ce qui montre une différence significative au niveau de la structure primaire mais par forcément au niveau de la structure quaternaire (ces changements n'incluent pas de Proline ni de Cystéine, ni de regroupement d'acides aminés hydrophiles ou hydrophobes); la séquence antigénique GSRPT est répétée une fois de plus au niveau de la Chymotrypsine C. Compte tenu de ces informations, un épissage alternatif pourrait être à l'origine de l'existence des deux protéines, d'autant plus que cela a déjà été montré dans la partie N-terminale sur les deux isoformes de NBL1. Dans cette hypothèse, le codon stop existant sur NBL1 serait remplacé par un triplet codant pour une thréonine. Néanmoins, 5 acides aminés sont différents sur la partie commune de la séquence des deux protéines. Cela pourrait aussi signifier que ces protéines sont portées par deux gènes différents.

La mise en évidence de la protéine Chymotrypsine C ayant une partie du domaine C-terminal identique à la protéine NBL1, nous amène à nous questionner sur l'efficacité du prototype de vaccin mis en place à partir de la partie C-terminale de NBL1. Ce prototype de vaccin est basé sur la séquence antigénique de 10 acides aminés (PSSGSRPTYP) qui est présente sur la protéine NBL1, mais également sur la Chymotrypsine C. Cela pourrait expliquer l'efficacité de la vaccination par le prototype, permettant une diminution de 72% de la charge parasitaire après vaccination par ce vaccin prototype mais également la spécificité précoce (J+10 postinfestation) du test ELISA indirect basé sur une protéine recombinante comprenant uniquement la partie C-terminale de NBL1.

PERSPECTIVES

Comme les gènes de NBL1 et de la Chymotrypsine C montrent un très haut niveau de conservation, il pourrait s'agir de gènes paralogues. Il serait donc intéressant de cloner ces gènes et/ou de les étudier séparément pour en comprendre les fonctions.

ii. Etude de l'interaction de NBL1 avec des molécules de l'hôte Les différences entre la protéine NBL1 des espèces encapsulées et non encapsulées pourraient expliquer certaines différences dans la formation des cellules nourricières (NC) après l'entrée des L1NN dans la cellule musculaire, comme la formation de collagène qui entoure la cellule, épais chez les espèces encapsulés et fin les espèces non encapsulées. Comprendre la/les fonction(s) de Ts-NBL1 pourrait être une des clés pour comprendre les interactions de Trichinella spiralis avec sa cellule musculaire hôte et sa différenciation en tant en cellule nourricière. La protéine NBL1 est exprimée uniquement au stade L1NN (liu et al., 2007) et à ce jour, sa fonction d'enzyme in vivo n'est toujours pas claire, tout comme le lien que cette protéine pourrait avoir dans la formation de la cellule nourricière qui entoure le parasite. D'autre part, elle pourrait interagir avec des molécules de la cellule hôte. Afin de tester ce dernier point, un crible double hybride en système eucaryotes (levures) a été réalisé contre une banque d'ADNc de cellules humaines. Cette étude a mis en évidence l'interaction de NBL1 avec différentes molécules (Tableau 1). Des analyses par GST-Pull down ont confirmé l'interaction de NBL1 avec ERVK-3, KCTD-10 et la Vimentine (Figure 6A). Un des interacteurs identifiés est la vimentine et a été retrouvé dans de nombreuses interaction avec NBL1. De façon intéressante elle est co-localisée avec NBL1 chez des cellules transfectées et exprimant NBL1 (Figure 6B). La vimentine est un marqueur dans le processus de régénération des cellules musculaires [START_REF] Bornemann | Desmin and vimentin in regenerating muscles[END_REF]. La vimentine a été détectée dans les muscles en développement précoce, mais pas dans les muscles complètement différenciés [START_REF] Vater | The expression of vimentin in satellite cells of regenerating skeletal muscle in vivo[END_REF][START_REF] Vaittinen | The Expression of Intermediate Filament protein Nestin as Related to Vimentin and Desmin in Regenerating Skeletal Muscle[END_REF][START_REF] Güttsches | ATOH8: a novel marker in human muscle fiber regeneration[END_REF]. Il a été signalé que Trichinella peut réguler significativement à la hausse l'expression du gène de la vimentine dans les cellules musculaires à 23 jours pi, ce qui est plus visible chez Trichinella spiralis que chez T. pseudospiralis [START_REF] Wu | Candidate genes responsible for common and different pathology of infected muscle tissues between Trichinella spiralis and T. pseudospiralis infection[END_REF]. Cela peut être dû aux différences dans la formation des cellules nourricières induites par T. spiralis et T. pseudospiralis. La formation des cellules nourricières chez T. spiralis implique la fusion de cellules musculaires infectées transformées et de cellules satellites mal différenciées, alors que chez T. pseudospiralis les cellules satellites sont activées mais ne fusionnent jamais avec le cytoplasme de la cellule nourricière, ce qui entraîne une formation incomplète des kystes [START_REF] Wu | Different response of satellite cells in the kinetics of myogenic regulatory factors and ultrastructural pathology after Trichinella spiralis and T. pseudospiralis infection[END_REF][START_REF] Boonmars | Differences and similarities of nurse cells in cysts of Trichinella spiralis and T. pseudospiralis[END_REF]. D'autre part, le niveau d'expression de la vimentine dans des cellules transfectées avec NBL1 est augmenté (Figure 7). Ce résultat majeur dans la connaissance de l'interaction de Trichinella spiralis avec ses cellules hôtes pourrait expliquer l'impact sur l'expression du collagène pour la construction des cellules nourricières. En effet, des études ont montré que la vimentine interagit avec LARP6, qui est impliqué dans la régulation du collagène pour stabiliser l'ARNm du collagène. La stabilisation de l'ARNm du collagène est le principal mécanisme de l'expression élevée du collagène. Les fibroblastes knock-out à la vimentine produisent des quantités réduites de collagène de type I en raison d'une diminution de la stabilité de l'ARNm du collagène [START_REF] Challa | Novel Role of Vimentin Filaments: Binding and Stabilization of Collagen mRNAs[END_REF]. iii. NBL1 modifie l'expression de gènes de la cellule hôte Les larves nouveau-nées de T. spiralis envahissent les cellules musculaires et peuvent causer des dommages mécaniques, et induire la production de collagène dans les cellules environnantes. Celui-ci s'accumule en réponse à la lésion tissulaire. La vimentine est nécessaire à cette accumulation et a été signalée comme médiatrice du processus de signalisation précoce de la réparation tissulaire [START_REF] Cheng | Vimentin coordinates fibroblast proliferation and keratinocyte differentiation in wound healing via TGF-β-Slug signaling[END_REF][START_REF] Lebert | Damage-induced reactive oxygen species regulate vimentin and dynamic collagen-based projections to mediate wound repair[END_REF]. Ts-NBL1 pourrait augmenter l'expression du collagène et avoir un effet sur l'accumulation de collagène autour de la cellule nourricière, mais ce mécanisme n'a pas été élucidé et reste à étudier. Ts-NBL1 pourrait également être impliqué dans la régulation de l'expression de nombreux autres gènes chez sa cellule hôte. Une analyse transcriptomique par RNAseq a été réalisée afin d'étudier l'expression de gènes chez des cellules transfectées avec NBL1. L'analyse a révélé une augmentation significative du gène hspa1 codant pour la Hsp70 (Heat Schock protein 70) et du gène dnajc12 de sa protéine chaperone Hsp40 (Figure 8). Il a été démontré que la suppression du gène dnajc12 dans un modèle de cellules cancéreuses pulmonaires conduit à une réduction de l'expression de la Vimentine [START_REF] Li | DNAJC12 promotes lung cancer growth by regulating the activation of β-catenin[END_REF]. A l'inverse, dans notre étude, le gène dnajc12 est surexprimé. L'hypothèse serait alors que Ts-NBL1 augmenterait l'expression de dnajc12, ce qui conduirait à une surexpression de la vimentine dans la cellule hôte. Mais le rôle joué par la vimentine dans ce contexte reste à étudier.

PERSPECTIVES

De futures travaux de recherche tenteront de faire le lien entre l'expression de la vimentine et la formation de la cellule nourricière notamment l'expression du collagène. Des souris knockout pour la vimentine seront infectées et la formation de la cellule nourricière sera observée au cours de l'infection. D'autre part, l'analyse in silico a montré que chez les espèces de Trichinella spp non encapsulées, la séquence de NBL1 a moins de similitude que les séquences de NBL1 d'espèces encapsulées entre elles. Aucune formation de collagène n'est observée chez les espèces non encapsulées. Dès lors, y-a-t-il un lien entre la séquence de NBL1 et l'absence de collagène chez les espèces non encapsulées ? Des études comparatives seront réalisées avec l'espèce T. pseudospiralis, espèce non encapsulée.

iv. Utilisation de NBL1 pour le diagnostic des trichinelloses animales

La partie C-terminale est commune aux deux isoformes, et un motif répété 4 fois (PSSGSRPTYP) a été mis en évidence [START_REF] Yang | Identification and characterization of immunodominant linear epitopes on the antigenic region of a serine protease in newborn Trichinella larvae[END_REF]. Ce motif est encore mal connu mais une cartographie d'épitopes a permis de mettre en évidence que cette partie est immunodominante. Après amplification et séquençage de NBL1 chez trois espèces encapsulées : T. spiralis, T. britovi, T. nativa et l'espèce non encapsulée T. pseudospiralis, il a été possible de confirmer les différences de séquences. Au sein du motif répété, le fragment GSRPT est retrouvé dans les séquences de toutes les espèces. De manière intéressante, la construction de la structure tridimensionnelle de la protéine NBL1 de T. spiralis a permis d'observer que les motifs répétés sont à l'extérieur de la protéine (Figure 9) et donc accessibles aux cellules immunitaires et aux anticorps. Une détection de ce peptide de 10 acides aminés par ELISA indirect et par Western Blot a permis de détecter des infections à Trichinella chez le porc entre 20 et 60 jours post-infestation. Les aptamères sont des acides nucléiques synthétiques qui se replient en conformations tridimensionnelles uniques capables de se lier à une cible avec une affinité et une spécificité remarquables. Ces structures se lient spécifiquement aux antigènes des agents pathogènes, combinant ainsi la facilité du prélèvement sérologique et la détection directe de la présence de l'agent pathogène. Les aptamères ont été utilisés avec succès pour la détection de parasites dans les produits frais, notamment dans des biocapteurs basés sur des aptamères. La mise au point d'un système de détection de Trichinella basé sur les aptamères permettrait de contourner les réserves associées aux tests sérologiques et de procéder à une détection spécifique et précoce dans le cadre de diagnostics humains et de programmes de surveillance de Trichinella chez les porcs. En outre, la technique peut être combinée avec des aptamères dirigés contre d'autres maladies du porc (telles que Toxoplasma, Salmonella, etc.), ce qui rend possible une application future beaucoup plus large. Très peu utilisés en Sciences vétérinaires, ils ont un réel potentiel de développement (Niederlender et al., 2021).

Dans ce projet, la sélection d'aptamères spécifiques de Trichinella spiralis est réalisé sur larves entières mais également sur une cible protéique.

i. Sélection d'aptamères par whole larvae-SELEX (WL-SELEX)

La sélection des aptamères est basée sur la méthode de "Systematic Evolution of Ligands by Enrichment" (SELEX). Le Whole Larvae-SELEX est très innovant puisque la technique n'a jamais été réalisée sur des larves entières (Figure 11). Ce protocole est tout nouveau et a été adapté des protocoles de cell-SELEX. de "mauvais appariement" des séquences, produisant des hétéro-duplexes instables, ce qui entraîne une baisse de la fluorescence. Cependant, dans les échantillons présentant une diversité de séquences plus faible et une homogénéité accrue, ces événements de mauvais appariement sont réduits, ce qui entraîne une baisse moins prononcée de la fluorescence. Dans les échantillons à faible diversité, l'acquisition de la fluorescence est maintenue en présence d'homoduplexes plus stables (Figure 12. A).

Dans l'analyse des courbes de fusion, le passage de pics doubles à un pic unique représente la transition progressive des hétéroduplexes aux homo-duplexes. Les mélanges d'hétéroduplexes sont plus instables que les mélanges d'homo-duplexes. Dans le cas d'un mélange principalement d'hétéroduplexes, les températures de fusion seront plus basses car l'ADNdb est plus facilement dénaturé. Dans le cas d'un échantillon majoritairement homo-duplex, la stabilité de l'ADNdb est plus grande, nécessitant des températures plus élevées pour se dénaturer, ce qui entraîne une chute de la fluorescence. Lorsque la proportion de produits homoduplex augmente, et que la proportion de produits hétéroduplexes diminue, les températures de fusion augmentent progressivement avec l'apparition d'un pic mieux défini (Figure 12. B).

Puis l'analyse des courbes de re-fusion (reMelting Curve Analyse (rMCA)) a été réalisée afin d'augmenter la stringence. Le principe de cette analyse est identique à celle de la courbe de fusion initiale. Dans ce cas cependant, la température de dénaturation est augmentée de 60°C à 70°C. Cela change la fenêtre et la résolution de l'analyse de la courbe de refusion. Alors que la dénaturation à 60°C permet la formation de certains hétéroduplexes très variables, l'augmentation de la température de dénaturation à 70°C ne permet la formation que de séquences au-dessus d'un certain "seuil de diversité". Cette phase d'hybridation est plus rigoureuse et favorise la production d'homoduplexes. Cela permet finalement de "zoomer" sur le graphique où la plupart des fusions à haute température se produisent (Figure 12. C).

Ces analyses permettent d'être confiants quant à l'efficacité de la sélection qui a été réalisée au cours des cycles de SELEX.

PERSPECTIVES

Les séquences seront identifiées en réalisant un séquençage NGS puis analyse du séquençage par le logiciel Patternity-SEQ [START_REF] Nguyen Quang | PATTERNITY-seq v.1.0.: High-throughput analysis of sequence patterns and paternity relationship between them during molecular evolution processes[END_REF] développé pour l'analyse des séquençages appliqués aux aptamères.

L'affinité de ces aptamères pour leur cible devra être testée puis des tests ELONA ou ELASA seront développés pour la détection de Trichinella.

Leur capacité de pénétration du kyste de Trichinella sera également testée in vivo. Cela permettrait par la suite de les coupler à une molécule antihelminthique afin qu'ils puissent la délivrer dans le kyste.

ii. Détermination d'un biomarqueur/facteur de virulence de

Trichinella spiralis Avant de réaliser la sélection d'aptamères dirigés contre des protéines de Trichinella spiralis, il convient de déterminer des biomarqueurs intéressants. Comme les tests sérologiques actuels sont basés sur les antigènes d'Excrétion/Sécrétion des L1M de Trichinella, la stratégie a été de déterminer plus précisément la composition de ces produits. D'autre part, parmi ces produits, certains sont surement nécessaires à l'entrée du parasite dans la muqueuse intestinale de l'hôte.

Partant des résultats d'infectiosité lors des cultures de L1M en conditions aérobie et anaérobie (chapitre I) a) ii)), l'hypothèse d'une différence dans l'excrétion des larves a été émise. Des larves ont alors été cultivées dans les deux conditions et leurs produits d'excrétion/sécrétion ont été récupérés. La différence dans la quantité de protéines excrétées est importante (Figure 13) ce qui démontre la nécessité d'un passage en milieu aérobie pour déclencher l'excrétion de nombreuses protéines. Le profil protéique sur SDS-PAGE est également intéressant car de nombreuses bandes semblent similaires entre les deux conditions de culture mais certaines bandes n'existent que dans le profil des larves cultivées an aérobie (Figure 14. A) mais pas dans le profil de celles cultivées en anaérobie (Figure 14. B). La composition des produits d'excrétion a ensuite été analysée par une approche de protéomique descendante (Figure 14. C). Les protéines éluées entre 20 et 30 min sont soit potentiellement uniques à la condition aérobie, soit substantiellement sous-exprimées dans la condition anaérobie. Ce résultat s'aligne sur les études précédentes [START_REF] Bolas-Fernández | Microenvironmental conditions modulate protein secretion and infectivity of the Trichinella spiralis L1 larva[END_REF]) et le profil le profil de bandes SDS-PAGE réalisé dans notre étude (Figure 14. A-B) montrant une différence significative dans les profils protéiques E/S des larves en réponse à la disponibilité de l'oxygène en culture. Ces protéines n'ont cependant pas été identifiées par séquençage descendant, ce qui pourrait être dû au fait qu'il s'agisse de protéines non caractérisées/non annotées ou trop grandes et complexes pour le séquençage descendant. L'analyse protéomique ascendante (en shotgun) par LC-MS/MS a alors été réalisée pour augmenter la détectabilité de ces protéines dans les échantillons cultivés dans des conditions aérobies versus anaérobies. L'analyse en composantes principales montre deux groupes distincts (n=4) correspondant à une condition spécifique (Figure 15.A). Sur un total de 22 protéines surexprimées dans les conditions aérobies, 4 (AE-1 à AE-4) ont été identifiées et caractérisées (Figure 15.B). De même, dans les conditions anaérobies, 3 (AN-1 à AN-3) des 14 résultats ont été identifiés. Pour l'identification, les spectres MS/MS ont été recherchés à l'aide du moteur de recherche Mascot dans la base de données UniProt de T. spiralis (comprenant 33 860 séquences).

Parmi les 4 protéines identifiées, la Secreted Venom Allergen Like (sVAL) (E5SFE6_TRISP) a été identifiée. Les allergènes de type venin (VALs) sont un groupe de protéines sécrétées qui sont hautement conservées parmi les helminthes. Plusieurs études ont démontré une association étroite entre les VALs et le début du parasitisme [START_REF] Wilbers | Secreted venom allergen-like proteins of helminths: Conserved modulators of host responses in animals and plants[END_REF]. Cette protéine est particulièrement intéressante car un homologue a été identifié chez le nématode Brugia malayi comme un facteur de virulence important [START_REF] Murray | Expression and immune recognition of Brugia malayi VAL-1, a homologue of vespid venom allergens and Ancylostoma secreted proteins[END_REF] et le potentiel vaccinal chez ce modèle est encore en cours d'étude [START_REF] Kalyanasundaram | Multivalent vaccine formulation with BmVAL-1 and BmALT-2 confer significant protection against challenge infections with Brugia malayi in mice and jirds[END_REF].

PERSPECTIVES

L'augmentation du nombre et du contenu protéique des répliquât biologiques peut accroître la couverture du protéome, ce qui permettra d'identifier davantage de biomarqueurs.

La protéine sVAL semble être une cible intéressante que nous allons étudier. Elle pourrait non seulement constituer une cible vaccinale intéressante mais il semblerait qu'il s'agisse d'un facteur de virulence à l'entrée du parasite et pourrait être une bonne cible pour le diagnostic des trichinelloses précoces. Nous avons déjà amplifié sa séquence codante et le clonage est en cours. La production de la protéine recombinante permettra de réaliser les cycles de protein-SELEX avant de tenter de l'utiliser pour le développement d'un test diagnostic (ELASA, ELONA).

Valorisation de la partie I.c

Ce travail a bénéficié du contrat EJP-1Health AptaTrich que je coordonne et fait l'objet d' une partie du travail de thèse de Mr Noah Brosseau que je co-encadre avec le Dr Isabelle Vallée.

Pour apprendre les protocoles de SELEX, j'ai effectué une Short Term Scientific Mission de L'analyse de ce récepteur a révélé que sa séquence est sans intron et encode 715 résidus d'acides aminés contenant sept segments transmembranaires putatifs (Figure 17). La séquence codante a été clonée et séquencée à partir de l'ARNm extrait de L1M de T. spiralis. Les analyses phylogénétiques du mAChR-A de T. spiralis avec les mAChRs des vertébrés et des invertébrés démontrent un cluster orthologue clair dans le groupe mAChR-A pour les nématodes et les arthropodes (Figure 18). Le mAChR-A de T. spiralis est un orthologue du mAChR-A de D. melanogaster et de I. scapularis. Il a récemment été montré que ce récepteur était couplé aux voies de mobilisation du Ca2+ via la sous-unité Gq11 [START_REF] Mateos-Hernandéz | Cholinergic axons regulate type I acini in salivary glands of Ixodes ricinus and Ixodes scapularis ticks[END_REF][START_REF] Ren | The A-and B-type muscarinic acetylcholine receptors from Drosophila melanogaster couple to different second messenger pathways[END_REF]. L'alignement des séquences protéiques de T. spiralis, C. elegans, C. briggsae et I. scapularis mAChR-A montre des niveaux d'identité élevés de leurs séquences protéiques, ce qui indique qu'elles sont liées à la même voie de signalisation en aval lors de l'activation. Il est intéressant de noter que trois autres mAChR putatifs de T. spiralis ont été détectés, tous appartenant à la clade des mACh-R de type B et donc probablement couplés à la voie inhibitrice G1/o de l'AMPc, comme cela a été démontré pour le mAChR-B de la drosophile [START_REF] Ren | The A-and B-type muscarinic acetylcholine receptors from Drosophila melanogaster couple to different second messenger pathways[END_REF]. Afin de réaliser l'essai fonctionnel, des cellules CHO ont été transfectées avec le vecteur d'expression pcDNA3.1+ contenant la séquence. Ces cellules expriment aequorine. Lorsque le ligand d'un récepteur surexprimé dans ces cellules se fixe au récepteur, une cascade de réaction conduit à l'augmentation d'ions calcium Ca2+ dans la cellule ce qui génère une émission de lumière par aequorine. Cet essai est alors suivi sur un luminomètre. Il a été possible d'obtenir un signal positif dose-dépendent en mettant les cellules en présence de l'acétylcholine, le ligand naturel des mAChRs. Après ajout d'atropine, un antagoniste de ces récepteurs, un effet négatif dose-dépendent a été obtenu. Ces résultats constituent la preuve de l'existence d'un récepteur muscarinique à l'acéthylcholine fonctionnel chez T. spiralis.

PERSPECTIVES

La recherche initiale indique la présence de multiples récepteurs de neurotransmetteurs et de neuropeptides, mais une analyse phylogénétique approfondie ainsi qu'une identification fonctionnelle de ceux-ci sont nécessaires afin de confirmer leur caractéristique fonctionnelle. Par exemple, est ce que le neuropeptide CCAP détecté se lie au récepteur ayant une homologie de 26% avec le récepteur au CCAP de Drosophila melanogaster.

Par la suite, il s'agira d'étudier pour la première fois en détail les systèmes neuropeptidergiques et neurotransmetteurs de T. spiralis sur trois axes : La PCR multiplex est une méthode de choix pour l'identification moléculaire de Trichinella spp. Cependant, elle ne sert pas de méthode de détection du parasite dans les matrices alimentaires proprement dites mais est principalement destinée à une caractérisation plus poussée des larves récupérées par des méthodes de digestion d'échantillons groupés. Il est de la plus haute importance pour une telle approche de pouvoir travailler autant avec beaucoup de matériel d'entrée qu'avec une seule larve car une seule larve est souvent détectée dans les biopsies humaines ou la viande d'animaux destinés à la consommation humaine [START_REF] Pozio | Factors affecting the flow among domestic, synanthropic and sylvatic cycles of Trichinella[END_REF]. Cette disposition garantit en outre la reconnaissance des infections mixtes, où plus d'une espèce de Trichinella est présente.

Actuellement, la PCR multiplexe permet elle-même une discrimination fiable de neuf des treize assemblages de Trichinella décrits à ce jour (Karadjian et al., 2017). La réaction consiste en cinq paires d'amorces ciblant des segments partiels de la grande sous-unité de l'ADNr [START_REF] Zarlenga | A multiplex PCR for unequivocal differentiation of all encapsulated and non-encapsulated genotypes of Trichinella[END_REF], en particulier le segment d'expansion V (ESV) et les séquences répétées des internal transcribed spacer 1 et 2 (ITS1, ITS2). Sur l'électrophorèse sur gel, les espèces sont ensuite reconnues par le motif typique d'une à trois bandes de tailles différentes.

T. nativa et T. patagoniensis sont distingués en suivant le séquençage du fragment ESV. Les génotypes T8 et T9 peuvent être différenciés de T. britovi par une analyse RFLP supplémentaire ; en particulier T9 après digestion du gène codant pour un antigène ES de 43 kDa avec l'endonucléase Ssp I [START_REF] Wu | Polymerase chain reaction restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) for the identification of Trichinella isolates[END_REF] ou le gène mitochondrial (mt) de la sous-unité I (COI) de la cytochrome c oxydase digéré avec Mse I ou avec Alu I afin de reconnaître le génotype T8 [START_REF] Nagano | Identification of Trichinella isolates by polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism of the mitochondrial cytochrome c-oxidase subunit I gene[END_REF]. T. nativa et T. chanchalensis sont également distingués par un PCR-RFLP (Sharma et al., 2020).

La PCR multiplexe est une approche de base permettant de surpasser la microscopie conventionnelle en termes de rapidité, de facilité de travail et de limite de détection [START_REF] Lindergard | A novel multiplex polymerase chain reaction approach for detection of four human infective Cryptosporidium isolates: Cryptosporidium parvum, types H and C, Cryptosporidium canis, and Cryptosporidium felis in fecal and soil samples[END_REF]. Cependant, un inconvénient majeur des tests PCR multiplexe est un biais d'amplification, qui est causé par un grand nombre et une concentration élevée d'amorces utilisées dans la réaction ainsi que par la contribution de cibles de différentes longueurs [START_REF] Nolan | Nucleic acid sequence detection using multiplexed oligonucleotide PCR[END_REF], puisque l'amplification préférentielle de produits plus petits peut se produire [START_REF] Verweij | Molecular Testing for Clinical Diagnosis and Epidemiological Investigations of Intestinal Parasitic Infections[END_REF].

Cela peut conduire à la formation de produits d'amplification non spécifiques, qui sont souvent obtenus en utilisant une faible concentration d'ADN [START_REF] Zarlenga | A multiplex PCR for unequivocal differentiation of all encapsulated and non-encapsulated genotypes of Trichinella[END_REF]. Par conséquent, une stratégie de PCR nichée basée sur une étape de pré-amplification utilisant une paire d'amorces supplémentaires avant la PCR multiplex elle-même, est souvent utilisée ; néanmoins, après l'introduction d'autres composants supplémentaires, des problèmes peuvent parfois apparaître avec l'absence de certains profils de bande.

Tous les ans, le Laboratoire de Référence de l'Union Européenne (LRUE) sur les parasites transmis par les aliments organise des Essai Inter Laboratoire d'Aptitude pour l'identification d'espèces de Nématodes du genre Trichinella à destination des Laboratoires Nationaux de Référence (LNR) des états membres de l'UE. La technique de référence préconisée est la PCR multiplexe. Il s'est avéré que pour l'identification de Trichinella murrelli, 33% des LNR (7/21) n'ont pas identifié la bonne espèce.

Nous avons donc réalisé une étude du profil de bande des différentes espèces de Trichinella. Dans ce cadre, il a été possible de constater que les profils de bandes attendus [START_REF] Zarlenga | A multiplex PCR for unequivocal differentiation of all encapsulated and non-encapsulated genotypes of Trichinella[END_REF] pour Trichinella murrelli est différent. Une extra bande apparait et peut gêner à l'interprétation du résultat (Figure 19 A). Pour savoir quel couple de primer amplifie un fragment non attendu des PCR simplex ont été réalisées avec les différents couple d'amorces. Il a été possible d'obtenir des amplicons pour l'expansion segment V (ESV) et le fragment IV de l'Internal Transcribed Spacer 2 (ITS2 IV) qui étaient attendus [START_REF] Zarlenga | A multiplex PCR for unequivocal differentiation of all encapsulated and non-encapsulated genotypes of Trichinella[END_REF], mais également pour le fragment II de l'ITS1 (Karadjian et al., 2017). L'apparition de la bande supplémentaire avait déjà été observé [START_REF] Zarlenga | A single, multiplex PCR for differentiating all species of Trichinella[END_REF]) mais l'apparition était intermittente et avait été ignorée. L'analyse des séquences a montré qu'un seul acide nucléique est différent dans la zone d'hybridation de l'amorce sens (Figure 19B) ce qui expliquerait l'intermittence de l'apparition de la bande. Le séquençage réalisé sur le fragment obtenu en plus a bien montré l'appartenance à l'espèce T. murrelli. L'apparition de ce troisième fragment a pu conduire à la mauvaise interprétation lors des EILA. D'autre part, lors de l'utilisation de plusieurs larves pour l'extraction d'ADN avant la PCR, il est possible de considérer une infection mixte à T. murelli et T. britovi. Fort de notre expertise, une étudiante de Master de l'Université de Yerevan (Arménie) est venue réaliser son stage dans notre laboratoire sur ses propres échantillons. Plus tard, un chercheur de l'Université de Yerevan est également venu terminer ces travaux et également se former. Dans les échantillons, des larves de T. britovi ont pu être identifiées pour la première fois dans des échantillons d'Arménie, chez un lynx et un renard. Ceci implique qu'une surveillance doit être mise en place en Arménie notamment pour les viandes d'animaux chassés.

ii.

Développement d'une base de données MALDI-TOF Jusqu'à présent, la différenciation des larves au niveau de l'espèce et du génotype est basée principalement sur des méthodes moléculaires telles que la PCR multiplexe présentée précédemment, mais également les PCR-RFLP pour différentier certains génotypes, ou l'amplification par PCR suivi d'un séquençage. Cependant, toutes ces méthodes moléculaires nécessitent un niveau élevé de compétences pour une bonne interprétation des résultats, certaines sont couteuses, chronophages et nécessitent d'utiliser de nombreux témoins, notamment lorsque l'on doit comparer les profils de bandes d'un échantillon à celui des témoins.

La spectrométrie de masse par désorption laser assistée par matrice et ionisation en temps de vol (MALDI-TOF MS) est une technique d'ionisation permettant l'analyse par spectrométrie de masse de biomolécules telles que les protéines. C'est une méthode présentant une grande rapidité, une préparation minimale des échantillons et un coût très bas. Comme la composition protéique de chaque organisme et le spectre MALDI-TOF MS sont uniques, les spectres obtenus peuvent être comparés à une base de données de micro-organismes connus qui permettent d'obtenir une identification avec une grande confiance.Aucune base de données de spectre de masse de référence n'existe à l'heure actuelle pour les parasites contrairement aux bactéries et aux champignons. Des bases de données de recherche pour l'identification des protozoaires ont été développées [START_REF] Calderaro | MALDI-TOF MS as a new tool for the identification of Dientamoeba fragilis[END_REF][START_REF] Lachaud | Identification of Leishmania by Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization-Time of Flight (MALDI-TOF) Mass Spectrometry Using a Free Web-Based Application and a Dedicated Mass-Spectral Library[END_REF]. Et le potentiel du MALDI-TOF MS pour l'identification des espèces d'helminthes a été mis en évidence [START_REF] Feucherolles | MALDI-TOF mass spectrometry as a diagnostic tool in human and veterinary helminthology: a systematic review[END_REF]. Quelques études ont été réalisées pour l'identification des helminthes par MALDI-TOF MS. La technologie permet une identification facile des espèces de cercaires Trematodes [START_REF] Huguenin | MALDI-TOF mass spectrometry: a new tool for rapid identification of cercariae (Trematoda, Digenea)[END_REF] et la détection de nématodes filaires dans leur vecteur Aedes aegypti [START_REF] Tahir | Assessment of MALDI-TOF mass spectrometry for filariae detection in Aedes aegypti mosquitoes[END_REF] ou de Schistosoma chez la souris [START_REF] Huang | New detection method in experimental mice for schistosomiasis: ClinProTool and matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry[END_REF].

Nous avons donc créé une base de données MALDI-TOF avec différentes espèces et génotypes de Nématodes du genre Trichinella soit entretenues dans les souchothèques vivantes de différents laboratoires soit provenant d'hôtes de différentes localisations géographiques (France, Allemagne, Pologne et Roumanie). Nous avons pu générer des spectres de masse de référence pour douze espèces/génotypes de Trichinella et toutes les espèces ont pu être clairement distinguées par des profils de pic différents (Figure 20). Chaque espèce est parfaitement identifiée malgré une valeur Log du score qui est parfois juste en dessous de 2 (valeur donnée par le fournisseur du MALDI-TOF pour les bactéries et champignons). 5 des 6 échantillons de T. nativa était au-dessus de 2 et le sixième était à 1,97 ce qui est très proche.

Les cinq spectres de T. pseudospiralis étudiés présentaient des valeurs inférieures à 2,00, permettant une identification du genre mais pas une identification fiable de l'espèce selon le seuil proposé par Bruker Daltonics. Cependant, il faut souligner que la base de données générée ne comprend que cinq spectres de différentes souches de T. pseudospiralis, et ce qui permettait de s'attendre à ce que l'appariement de ces souches donne lieu à des valeurs de score faibles car elles proviennent de régions géographiques très différentes. Il est bien connu que cette espèce non encapsulée s'est avérée être aussi génétiquement très distincte [START_REF] Pozio | New pieces of the Trichinella puzzle[END_REF][START_REF] Pozio | Trichinella pseudospiralis an elusive nematode[END_REF]. Dans notre étude, les spectres de T. pseudospiralis correspondaient parfaitement à d'autres souches de la même espèce avec des valeurs beaucoup plus élevées que les spectres d'autres Trichinella spp. Par conséquent, l'identification de l'espèce dans ces cas semble possible et fiable, même avec des valeurs de score inférieures. L'idée d'abaisser le niveau du seuil proposé par Bruker Daltonics a également été prise en compte dans une étude précédente [START_REF] Mayer-Scholl | Rapid identification of the foodborne pathogen Trichinella spp. by matrix-assisted laser desorption/ionization mass spectrometry[END_REF]. Cependant, afin de définir le seuil approprié pour cette espèce, une étude plus approfondie est nécessaire avec un plus grand nombre d' isolats de T. pseudospiralis étudiés. Les dendogrammes générés à partir de ces Spectres de Masses de Références pour les échantillons de chaque pays étudié séparément ont permis d'obtenir des groupes par espèces Par exemple pour les échantillons de France, un groupe a été obtenu pour T. spiralis, un groupe pour T. pseudospiralis et un autre contient T. britovi, T. nativa, T. patagoniensis, T8 et T9. Ces espèces sont connues pour être très proches phylogénétiquement (Figure 21). De façon intéressante, au sein de ce troisième groupe, un sous-groupe contient toutes les espèces de T. britovi. Lorsque le dendogramme est généré avec l'ensemble des spectres, les groupes obtenus pour chaque pays sont respectés, avec un groupe contenant tous les T. spiralis, un groupe contenant tous les T. pseudospiralis et un groupe contenant tous les T. britovi, les T. nativa, T. patagoniensis, T8 et T9 (Figure 22). Un groupe supplémentaire est composé des échantillons de Nématodes autres que Trichinella et est bien distinct des autres groupes. Mais au sein de chaque groupe, l'arborescence devient plus complexe. T. britovi forme deux sous-groupes distincts, un sous-groupe est composé des échantillons de Pologne et d'Allemagne et l'autre des échantillons essentiellement de France, peu d'Allemagne et un de Pologne. Chacun de ces sous-groupes est bien distinct des autres. D'autre part, deux sous-groupes formés par des échantillons de T. nativa sont également distincts. Ces résultats montrent une variabilité intraspécifique intéressante. De façon très intéressante, des souches identiques entretenues dans des laboratoires différents depuis plusieurs décennies par passages successifs en souris puis utilisées séparément pour la génération des spectres de masse ont un spectre de masse identique et sont retrouvées dans le même cluster sur les dendogrammes. (T. spiralis ISS004 -ISS104 -ISS1100 -ISS889 -ISS596 -ISS51, T. britovi ISS100 -ISS137 -ISS235 and T. nativa ISS42). Ces résultats confirment les expériences génétiques précédentes, qui ont montré que le passage d'une souche sur plusieurs générations ne modifie pas la structure génétique de ces souches [START_REF] Rosa | Rare but evolutionarily consequential outcrossing in a highly inbred zoonotic parasite[END_REF].

PERSPECTIVES

L'utilisation de la technologie MALDI-TOF est beaucoup plus rapide et moins couteuse que la PCR multiplexe. D'autre part, elle demandera moins d'expertise dans l'interprétation du résultat puisqu'il ne dépendra pas du profil de bandes lu sur un gel mais d'un score calculé automatiquement à partir d'une base de données existante de spectres de référence.

A terme, cette technologie sera une bonne alternative pour l'identification d'espèces de Trichinella. Néanmoins, avant d'être validée par les laboratoires compétents, de nombreux points d'amélioration sont à apporter :

-Incrémenter la base de données avec de nombreuses autres souches permettra d'augmenter considérablement la robustesse et de pouvoir diminuer le seuil de score pour certaines espèces ; -La matrice utilisée dans ces expériences est l'Acide α-cyano- En appliquant cette stratégie (Figure 24), 80% des larves ont pu être identifiées au niveau du genre ou de la famille et 58% au niveau de l'espèce. Parmi ces espèces, 70 % sont potentiellement zoonotiques. Les plus retrouvées ont été Ascaris suum qui peut provoquer des pathologies respiratoires graves (Phils, 1972) et Toxocara cati qui peut provoquer des larva migrans oculaires ou viscéraux. Bien que cette dernière est classiquement transmise par ingestion d'oeufs embryonnés contaminant l'environnement, elle a la particularité de conserver sa capacité de migration lorsqu'elle passe d'un hôte paraténique à un autre après ingestion [START_REF] Magnaval | Highlights of human toxocariasis[END_REF][START_REF] Sprent | The life history and development of Toxocara cati (Schrank 1788) in the domestic cat[END_REF].

ii.

Recherche d'espèces sentinelles dans la faune sauvage Une des missions des agents de l'Anses est la surveillance de la circulation de pathogènes, notamment dans la faune sauvage. Les oiseaux sont connus pour être de bon réservoirs de pathogènes (Plourde et al., 2007). Afin de surveiller des parasites des viandes, il est possible d'étudier des espèces d'oiseaux carnivores et s'interroger sur la présence de ces parasites dans leurs muscles. Ils sont connus pour être tantôt hôte définitif du nématode Trichinella pseudospiralis [START_REF] Pozio | Trichinella pseudospiralis an elusive nematode[END_REF] ou hôte paraténique de Toxocara spp. (Marrucci et al., 2013). Nous nous sommes alors intéressés au potentiel d'utilisation des rapaces comme sentinelle pour les parasites zoonotiques transmis par les viandes. L'étude a duré deux années consécutives (2017 et 2018) et a porté sur la détection des parasites dans les muscles du bréchet de 327 oiseaux appartenant à 27 espèces différentes (quelques-uns de ces oiseaux n'étant pas des rapaces pour tester l'effet de la prédation), provenant d'hôpitaux de préservation de la faune sauvage de 3 sites français différents : Normandie, Cévennes et Ile-de-France (Tableau 2). Comme pour la détection de Trichinella spp., une digestion artificielle des muscles a été réalisée sur des pools de muscles de la même espèce d'oiseau, par site, par année ne dépassant pas 100g comme indiqué par la méthode de référence [START_REF] Gamble | International Commission on Trichinellosis: recommendations on methods for the control of Trichinella in domestic and wild animals intended for human consumption[END_REF][START_REF] Ec | European Commission. Commission Implementing Regulation (EU) 2015/1375 of 10 August 2015 laying down specific rules on official controls for Trichinella in meat[END_REF]. Lors de la première année, la méthode a été appliquée strictement, à savoir une première étape de digestion enzymatique suivie d'une étape de décantation de 30 minutes au cours de laquelle les larves sédimentent. Mais, nous nous sommes rendus compte que les larves retrouvées étaient plus petites que celles de Trichinella spp. et probablement moins denses. Lors de la campagne de la deuxième année nous avons ajouté une deuxième étape de décantation de 30 minutes pour laisser plus de temps aux petites larves de sédimenter. Au total, 43% des pools étudiés étaient positifs indépendamment du site de prélèvement, 33% la première année et 51% la deuxième année. La différence entre les deux années peut être liée à la deuxième décantation car des larves ont été retrouvés dans 3 pools qui étaient négatifs après la première décantation. D'autre part, des larves supplémentaires ont été trouvés dans 10 des 19 pools positifs après la première décantation.

Tableau 2. Echantillonnage et détection de nématodes dans les muscles des oiseaux après digestion artificielle.

Les différentes colonnes renseignent l'année et le site de prélèvement, les noms communs et latins des espèces d'oiseaux étudiés, le nombre d'échantillons dans chaque pool de muscle ayant subi une digestion artificielle, le nombre total de larves retrouvées et le détail du nombre de larves retrouvées lors de la première décantation et de la deuxième décantation (NP : Non pratiqué).

Puis nous avons appliqué la méthode décrite dans le paragraphe précédent pour l'identification des larves de nématodes (Karadjian et al., 2020). La morphologie a permis d'orienter les larves de 20 des 33 pools positifs vers le genre Toxocara. Pour les larves trop dégradées, la PCR 18S a orienté 7 isolats vers le genre Toxocara. Sur la cohorte de la première année, la PCR ITS2 a été réalisée et les séquences après BLAST appartenaient à l'espèce Toxocara cati. Comme les échantillons au sein du genre Toxocara étaient nombreux, afin d'avoir un résultat en interne moins couteux et plus rapide, nous avons développé une RFLP à partir du fragment de l'ITS2 amplifié permettant de différencier T. cati de T. canis (Figure 25). Toutes les larves avaient le profil de T. cati. 

CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES

Les travaux de recherche que j'ai développés sont en lien direct avec les missions de l'Anses au sein d'une unité de parasitologie, c'est-à-dire améliorer les outils de détection et d'identification d'agents parasitaires et plus particulièrement, dans l'équipe Paralim, les parasites transmis par les aliments mais également l'identification et l'étude des fonctions de molécules clés pour des traitements et des vaccins.

Il m'a été confié le développement de projets recherche sur les Nématodes retrouvées dans les viandes, et plus particulièrement Trichinella spiralis. J'ai pu étudier le rôle d'une protéine clé dans l'infection des muscles par le parasite, en participant au co-encadrement d'une thèse de doctorat. Cette protéine a la particularité de posséder un domaine antigénique qui en fait également un bon candidat vaccinal mais aussi pour le développement de tests sérologiques. L'association de la protéine recombinante avec un carbohydrate de Trichinella a permis la détection des anticorps après infection sans limite de temps. Un ELISA duplexe sera développé par la suite.

Néanmoins, les tests sérologiques pour la détection de Trichinella semblent encore très compliqués à mettre en oeuvre, et il semble intéressant de se tourner vers de nouvelles technologies telles que les tests utilisant les aptamères (ELASA, ELONA,…). Un financement européen a été obtenu pour une thèse de doctorat portant sur la sélection d'aptamères spécifiques de Trichinella. Les premiers résultats sont très encourageants et des tests ELONA ou ELASA seront développés en fin de projet de thèse. Ces tests, basés sur la capture d'une molécule ou d'un organisme cible par les aptamères, devront être optimisés à l'avenir avant de pouvoir être les tests de référence. D'autre part, comme les aptamères sont capables de pénétrer dans des tumeurs même solides, en empruntant la néo micro-vascularisation générée autour de la tumeur, ils permettent d'y délivrer des traitements anti tumoraux qui leur sont fixés dessus, au coeur de la tumeur. Lors de la formation du kyste de Trichinella, une néo vascularisation est également générée. La stratégie de délivrance thérapeutique sera développée sur Trichinella afin de délivrer des molécules au sein du kyste de Trichinella. Cet outil thérapeutique est d'une importance capitale pour les patients détectés après la formation du kyste, ce qui est une majorité, puisqu'à l'heure actuelle les molécules n'arrivent pas à pénétrer le kyste. Afin d'élargir le panel de cibles potentielles, j'ai pu développer deux projets :

-Le premier vise la compréhension du système neuronale de T. spiralis pour lequel le premier récepteur muscarinique à l'acétylcholine a pu être caractérisé et il a été possible de vérifier qu'il est fonctionnel. Il est une cible vaccinale de choix car pourrait avoir une fonction essentielle pour le parasite. Une étude fonctionnelle et des essais vaccinaux seront réalisés prochainement. -Le second est l'étude des protéines du sécrétome de Trichinella. Une protéine intéressante qui a été identifiée, la ts-VAL, sera bientôt étudiée pour sa fonction, sa capacité vaccinale mais également son pouvoir de détection précoce puisqu'elle sera une des protéines clés lors de la première phase de l'infection par les larves musculaires.

D'autre part, afin de pouvoir surveiller les parasites détectés dans les viandes, il est nécessaire de pouvoir les identifier parfaitement. Dans le cas de Trichinella spp., j'ai pu réaliser une révision partielle de la méthode de référence (PCR multiplexe) puisque les profils de bande ne correspondent pas parfaitement à ceux décrits initialement. Afin de parer à ce problème, je me suis intéressé au développement d'une base de donnée MALDI-TOF afin de pouvoir obtenir des résultats rapides, peu couteux et fiables. J'ai pu créer la première base de spectres de masse de références des échantillons français qui a été combinée avec des bases de données allemandes et polonaises. 
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 1 Figure 1 : Absorption d'un fluorochrome par différents stades de T. spiralis. Les larves musculaires (A), les adultes (B) et les larves nouveau-nées (C) ont été incubées pendant 3 heures avec du FITC. Puis l'absorption d'un siRNA non relevant couplé à un fluorochrome a permis d'établir une cinétique d'absorption d'un siRNA en milieu liquide avec une forte absorption dès la quinzième heure (Figure 2).
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 2 Figure 2 : Essais d'absorption d'un siRNA irrelevant couplé à un fluorochrome par différents stades de T. spiralis. Des adultes de T. spiralis ont été incubés avec un siRNA non spécifique couplé à un Alexa Fluor 488, pendant 6 h (A), 15 h (B), 2 jours (C) ou 3 jours (D).

Figure 3 :

 3 Figure 3 : Effet du siRNA ciblant unc63 sur la mobilité des vers et sur l'efficacité du levamisole. Des femelles adultes de T. spiralis ont été incubées dans des plaques de 96 puits avec du milieu seul (noir), du milieu supplémenté avec du lévamisole (rouge), du milieu supplémenté avec un siRNA ciblant unc-63 (bleu) ou un milieu avec les deux traitements (violet) pendant 24 h. A. Nombre de NBL libérés par chaque femelle. B. La distance parcourue par l'extrémité antérieure de chaque femelle a été mesurée. ANOVA à 1 facteur suivi d'un test de Dunn ***=p<0,001 ; **=p<0,01 ; *=p<0,05.

Figure 4 :

 4 Figure 4 : Absorption en condition anaérobie. Essais d'absorption d'un fluorochrome par les larves musculaires de T. spiralis, incubées en anaérobie pendant 3 heures dans du milieu contenant du FITC.

  Neveu C, Heckmann A, Grasteau A, Boireau P, Martin C, Blanchard A and Vallée I. Investigating anthelmintic targets in adult Trichinella spiralis by RNA interference. Soumis à Parasite, en révision. b. Rôle de la protéine NBL1 dans la relation avec son hôte et stratégie d'utilisation pour la détection Au jour d'aujourd'hui, le seul test sérologique existant pour la détection de Trichinella spp. chez le porc est un test ELISA, basé sur la détection d'anticorps dirigés contre des produits d'Excrétion/Sécrétion (E/S) du parasite. Il faut donc produire ces produits E/S à partir de larves musculaires du parasite et la production est quantitativement différente d'une production à l'autre bien que qualitativement très proche. Il est donc nécessaire de développer un test qui permettrait d'utiliser des antigènes recombinants car leur production est standardisable. Différents antigènes ont été identifiés par le passé, certains étant précoces, d'autres plus tardifs.

Figure 5 .

 5 Figure 5. Phylogénie du gène NBL1 au sein du genre Trichinella. L'arbre phylogénétique a été construit par maximum de vraisemblance à partir des séquences orthologues de NBL1 de 9 espèces et 3 génotypes de Trichinella, générés dans MEGA. Les valeurs de Bootstrap supérieures à 80 sont indiquées aux noeuds. Les diamants noirs et rouges indiquent les espèces encapsulées et non-encapsulées de Trichinella, respectivement.

Figure 6 .

 6 Figure 6. NBL1 interagit avec la Vimentine. A. Des cellules HEK-293T ont été co-transfectées avec des vecteurs d'expression codant pour la GST seule ou fusionnée à Ts-NBL1 et codant pour le vecteur d'expression 3xFlag fusionné à la vimentine. Les lysats cellulaires des cellules transfectées ont été collectés 48 heures après la transfection. Ensuite, le pull-down en utilisant des billes de glutathion-sepharose a permis de tester les complexes d'interactions protéiques. Les Tags GST-et 3xFlag-ont été détectées par immunoblotting. B. Les cellules C2C12 ont été transfectées avec le plasmide codant mCherry seul ou fusionné à Ts-NBL1. La couleur verte correspond à la vimentine tandis que le rouge correspond aux protéines mCherry-Ts-NBL1.

Figure 7 .

 7 Figure 7. NBL1 augmente l'expression de la vimentine dans la cellule hôte. Le vecteur pCIneo-3xFlag seul ou codant pour Ts-NBL1 a été transfecté dans des cellules HEK-293T et l'expression de la vimentine a été quantifié par qPCR. Les données ont été normalisées et les résultats sont présentés la moyenne ± SD. Trois expériences indépendantes pour chaque groupe. **p < 0,01.

Figure 8 .

 8 Figure 8. Niveau d'expression relative des gènes Hspa1 et Dnajc12. Après analyse des résultats de RNAseq, des analyses individuelles par qRT-PCR ont été réalisées à partir des ARN des cellules C2C12 non transfectées (CTR), transfectées avec le plasmide vide (EM) ou transfectées avec Ts-NBL1. Le niveau d'expression relative a été normalisé avec le gène de ménage gapdh et par rapport au groupe contrôle. Les résultats sont la moyenne de 3 répliquas biologiques +/-SEM.

Figure 9 .Figure 10 .

 910 Figure 9. Structure tridimensionnelle de la protéine Ts-NBL1. Les fragments marron et rose contiennent les motifs répétés.

  d'un outil innovant de détection basé sur les aptamères. En raison de la très faible prévalence de Trichinella chez les porcs provenant d'élevages en hébergement reconnu contrôlé vis-à-vis du risque trichine, une spécificité du test proche de 100 % est nécessaire, car les échantillons faussement positifs devraient être testés à nouveau avec une deuxième méthode sérologique (par exemple, Western Blot). Ces tests ne peuvent être réalisés que par des laboratoires spécialisés, ce qui rend la logistique des tests plus compliquée et plus coûteuse. Par conséquent, de nouvelles méthodes de diagnostic plus spécifiques et plus précoces sont nécessaires pour la prévention à l'abattoir et pour améliorer la détection des maladies humaines.En cas d'épidémie humaine, l'importance d'un traitement précoce s'impose clairement car il permet d'éviter les complications et de réduire la charge parasitaire du patient. À ce jour, le diagnostic chez l'homme est basé sur la détection d'IgG spécifiques qui apparaissent dès 20 à 30 jours après l'infection. Cependant, les titres d'anticorps sont très variables selon les individus, la charge parasitaire initiale et l'espèce infectante. De nombreux tests ont été décrits mais les systèmes les plus performants restent l'ELISA basé sur l'utilisation d'antigènes d'excrétion/sécrétion (Ag E/S) et le Western blot réalisé avec cet antigène. Le Western blot permet d'obtenir la meilleure spécificité ; cependant, quelques réactions croisées sont observées avec les anisakiases et les bilharziases. L'ELISA peut être positif dès la deuxième semaine après l'infection, mais généralement, les réactions sérologiques ne sont clairement positives qu'un mois après l'infection. C'est souvent trop tard pour que les anthelminthiques atteignent efficacement les nématodes, car le kyste tissulaire enveloppe le ver en moins de deux semaines. Par conséquent, de nouvelles méthodes de diagnostic plus spécifiques et plus rapides dans les viandes sont nécessaires pour la prévention et dans le sérum humain pour la détection de la maladie.

Figure 11 .

 11 Figure 11. Schéma du Whole Larvae SELEX. 1. Incubation des larves avec les ADN ; 2. Partitionnement ; 3. Elution/Séparation ; 4. Amplification par PCR et puirification ; 5. Après le dernier tour de SELEX, identification des séquences d'intérêt. (Adapté de Niederlender et al., 2021) En utilisant ce protocole, il a été possible de sélectionner et d'amplifier des aptamères spécifiques de T. spiralis en réalisant différents cycles itératifs de mise en contact des aptamères avec les L1M. Après 5 cycles, l'efficacité de la sélection a été testée par différentes méthodes en utilisant la qPCR. Cela permet d'évaluer qualitativement le processus de sélection des aptamères en comparant la diversité des séquences entre les différents cycles de sélection. Dans ce cas, une grande diversité de séquences suggère une sélection faible ou infructueuse, tandis qu'une faible diversité suggère une convergence progressive vers une séquence spécifique à la cible d'intérêt. Des méthodes d'analyses innovantes ont été adaptées aux qPCR sur les pools d'aptamères sélectionnés (Figure 12) : analyses des courbes d'amplification avec courbe de fusion (Amplification curve and Melting curve Analysis (AC-MCA)) et courbe de re-fusion (rMCA).

Figure 13 .

 13 Figure 13. Dosages des protéines d'excrétion des L1M de T. spiralis Les L1M de T. spiralis ont été cultivées en aérobie (Bleu) ou en anaérobie (orange) pendant 20H. Les produits d'excrétion ont été récupérés et dialysés. Puis un dosage des protéines totales a été réalisé. Les résultats sont la moyenne +/-SD de 6 productions différentes pour chaque condition de culture.

Figure 14 .

 14 Figure 14. Profils protéiques des sécrétomes de L1M de T. spiralis Les produits d'excrétion des L1M de T. spiralis ont été récupérés et dialysés. Les L1M de T. spiralis ont été cultivées en aérobie (A et bleu) ou en anaérobie (B et rouge) pendant 20H. Une migration sur gel d'électrophorèse en SDS-PAGE a été réalisée et les protéines ont été révélées par le bleu de Coomassie (A-B). L'approche de protéomique descendante a été réalisée en parallèle et a permis d'obtenir le chromatogramme présenté en C. Il montre un schéma d'expression différentiel global dans les protéines sécrétées par des larves cultivées en aérobie (bleu) et en anaérobie (rouge).

Figure 15 .

 15 Figure 15. Analyse des sécrétomes de T. spiralis par protéomique ascendante Les sécrétomes des larves cultivées en aérobie (AE-1 à AE-4) et des larves cultivées en anaérobie (AN-1 à AN-4) ont été testés par protéomique ascendante (en shotgun). A. Profils de sécrétion de protéines en réponse aux différentes conditions de culture, représentés par un graphique d'analyse en composantes principales. B. Graphique Volcano plot représentant les modifications d'expression des protéines différentiellement sécrétées par log2. Les protéines identifiées surexprimées dans des conditions aérobies sont surlignées en rouge (AE-1, AE-2, AE-3, AE-4) tandis

Figure 16 :

 16 Figure 16 : Marquages des neuropeptides de Trichinella spiralis. Photos prises par microscopie confocale montrant quatre neuropeptides différents cartographiés par immunomarquage sur des sections de larves musculaires de T. spiralis enrobées de paraffine. Chaque neuropeptide est marqué par un anticorps primaire spécifique et révélé par un anticorps secondaire couplé à un Alexafluor 488. Les noyaux sont marqués par le DAPI. A. Les ASCC situés dans les tissus des larves sont indiqués par des flèches. B. CCAP est présent dans certains stichocytes, mais absent dans d'autres. C. Les PTTH situés dans les tissus des larves sont indiqués par des flèches. D. Le CRF/DH est présent dans certains stichocytes, mais absent dans d'autres.

Figure 17 .

 17 Figure 17. Organisation transmembranaire du récepteur mAChRs (XP_003380401.1) de T. spiralis. La séquence a été insérée dans le logiciel Protter 1.0 (https://wlab.ethz.ch/protter/start). Les motifs verts indique les sites de Nglycosylation ; les numéros bleus montrent les hélices transmembranaires.

Figure 18 .

 18 Figure 18. analyses phylogénétiques du mAChR-A de T. spiralis Relation phylogénétique entre les différents types de mACh-R (m1-m5 des mammifères et A et B des nématodes et arthropodes), les récepteurs de la dopamine (type D1 et D2 des invertébrés) et les récepteurs de la sérotonine (des invertébrés). Le mAChR-A de T. spiralis (XP_003380401.1) cloné est représenté par le point rouge. L'arbre phylogénétique a été construit en utilisant la méthode de Neigbour-Joining dans le logiciel MEGA7, avec 500 répliquât de bootstrap.

Figure 19 :

 19 Figure 19 : Profils electrophorétiques des PCR de T. murrelli. 1. Profil électrophorétique de la PCR multiplexe à partir de l'extrait d'ADN de T. murrelli (Lignes 1 à 4) et de T. britovi (Ligne5) ; 2. PCR simplex à partir de larve de T. murrelli avec les couples d'amorces ciblant les fragments de Expansion Segment V (ligne 1), Internal Transcribed Spacer 1 II (Ligne 2), ITS1 III (ligne 3), ITS2 IV (ligne 4), et ITS2V (ligne 5).

Figure 20 .

 20 Figure 20. Spectres MALDI-TOF des échantillons français.Les rapports masse/charge (m/z) sont données sur une plage zoomée de 2000 à 18 000.

Figure 21 .

 21 Figure 21. Analyse des spectres de références de la base de données française MALDI MS par dendrogrammes. Les paramètres sont configurés pour une mesure de la distance de corrélation et pour des liaisons simples. Trois clades séparés ont été obtenus : le premier clade de T. spiralis (en bleu); le deuxième -T. pseudospiralis (en vert) et le troisième clade -T.britovi avec T. patagoniensis, T. nativa, T8 et T9 (en rouge).

Figure 22 .

 22 Figure 22. Analyse des spectres de références de la base de données MALDI MS complète par dendrogrammes. Les paramètres sont configurés pour une mesure de la distance de corrélation et pour des liaisons simples. Trois clades séparés ont été obtenus : le premier clade de T. spiralis (en bleu); le deuxième -Autres Nématodes (en vert) et le troisième clade -T. pseudospiralis (groupe bien séparé), T. britovi, T. patagoniensis, T. nativa, T8 et T9 (en rouge).

  Grigoryan G, Aghayan S A, Gevorgyan H, Malkhasyan A, Vallée I and Karadjian G. The first report of Trichinella britovi in Armenia. Iranian Journal of Parasitology. 2020; 15 (3): 452-456. Karadjian G, Bilska-Zając E, Bahn P, Py JS, Johne A, Gassilloud B, Różycki M, Cencek T, Mayer-Scholl A, Vallée I. Species identification of Trichinella originated from various host and different geographical location by MALDI-TOF. Experimental parasitology. Lors des analyses règlementaires pour la détection de Trichinella spp. dans les viandes, il arrive fréquemment de trouver d'autres nématodes. Ces nématodes se retrouvent accidentellement dans ces hôtes dits paraténiques. Ils ne se développent pas chez ces hôtes inhabituels pour eux mais ils peuvent rester présents et vivants. Certains d'entre eux sont zoonotiques et conservent leur pouvoir infectieux ou migratoire pouvant alors provoquer des dégâts si la viande contaminée est consommée peu ou insuffisamment cuite. Il est donc nécessaire d'identifier l'espèce de nématode qui a été récupérée afin que les autorités compétentes puissent prendre les mesures sanitaires appropriées et de gérer le traitement des carcasses lorsque les larves n'appartiennent pas au genre Trichinella. Certaines espèces comme celles des genres Toxocara et Ascaris possèdent une cavité buccale avec trois lèvres (Figure 23 A), d'autres comme Metastrongylus spp. ont un bouchon terminal enroulé (Figure 23 B-C).

Figure 23 .

 23 Figure 23. Larves de Nématodes détectées dans les échantillons de muscle après digestion artificielle. a. Larve de Toxocara cati -Aa est un zoom de la partie antérieure montrant les trois lèvres offrant un vestibule pour la cavité buccale; b-c. Larves de Metastrongylus spp. avec un bouchon terminal enroulé (Flèches) ; d. Larve très allongée sans structure interne visible ; e. Larve avec une partie antérieure effilée mais avec un décollement de la cuticule et les structures internes abîmées ; f.

Figure 24 .

 24 Figure 24. Stratégie d'identification en deux étapes des larves de Nématodes autres que Trichinella retrouvées dans les muscles. Une première étape consiste en un examen morphologique permettant une orientation taxonomique. En l'absence d'identification morphologique, une étape moléculaire basée sur l'amplification du fragment du gène ribosomal 18S est réalisée. La dernière étape repose sur une amplification d'un fragment de l'ITS2 pour les Toxocaridae/Ascaridae, du gène de la Cytochrome Oxidase I (cox I) pour les Metastrongylus, et le gène 28S pour les Strongylida autres que Metastrongylidae.L'ITS2 (fragment contenant la partie 3' du 5.8S, l'ITS2 et la partie 5' du 28S), le COX I ou le 28S ont été ciblés pour identifier respectivement les larves de Toxocaridae/Ascaridae,

Figure 25 .

 25 Figure 25. Profil électrophorétique de Toxocara cati et Toxocara canis après la PCR ITS2-RFLP. Première ligne : T. cati, deuxième ligne : T. canis ; troisième ligne : contrôle négatif ; quatrième ligne ; marqueur de poids moléculaire (100bp) Au total, des larves de T. cati ont été identifiées provenant des muscles de 10 des 17 espèces de rapaces étudiés. Parmi les 7 négatifs, 2 espèces ne sont pas carnivores. D'autre part, seules 3 espèces d'oiseaux non rapaces avaient des larves dans les muscles. Néanmoins, ces trois espèces ont un régime alimentaire incluant des rongeurs.

  

  Par la suite, il sera transféré à un industriel grâce à une société de transfert de technologie afin qu'un test puisse être développé et utilisé à grande échelle.Ce travail a fait l'objet d'une partie du travail de thèse de Me Anqi Wang que je co-encadre avec le Dr Isabelle Vallée. Sa soutenance de thèse a été soutenue avec Brio (« Félicitations orales du jury »)le 30 Septembre 2021.

	Valorisation de la partie I.b

). Les serums proviennent de porcs infectés avec 20.000 L1M de T. spiralis. Des prélèvements ont été effectués tous les cinq puis 10 jours dès J0 d'infection. Les résultats sont les moyennes des densités optiques (DO) des ELISA de trois porcs par groupe. B. L'ELISA avec les deux antigènes a été réalisé pour des sérums de porcs infectés (courbe rouge) et e porcs négatifs (courbe bleue). Les sérums proviennent de porcs infectés avec 20.000 L1M de T. spiralis. Des prélèvements ont été effectués à J0 puis de J15 à J274 de l'infection. Les résultats sont les moyennes des densités optiques (DO) des ELISA de quatre porcs pour le groupe positif et deux porcs pour le groupe négatif.

Les anticorps sont détectés dès J20 dans les sérums de porcs infectés par 20 000 L1M de T. spiralis, et à partir de J30 chez les porcs infectés avec 1 000 ou 200 L1M de T. spiralis. D'autre part, la détection des anticorps est possible dans les sérums des porcs infectés par 20 000 L1M de T. britovi et T. pseudospiralis dès J25 et J20 respectivement. Mais la détection lors d'une infection par 1000 de T. pseudospiralis est possible dès J25 alors qu'elle n'est possible qu'à J60 chez T. britovi. Les porcs infectés avec 200 L1M de T. britovi et T. pseudospiralis sont détectés seulement à partir de J60.

PERSPECTIVES

Le test ELISA pour la détection de Trichinella chez les porcs doit être optimisé afin d'augmenter sa sensibilité.

Ce travail a également fait l'objet du travail de Diplôme de l'Ecole Pratique des Hautes Etudes de Mme Aurélie Heckmann.

Caractérisation de nouvelles cibles thérapeutiques et vaccinales dans le système neuronal de Trichinella spiralis

  4 semaines au National Reference Centre for Parasitology, The Research Institute of the McGill University Health Center, Montreal, Canada.Avec le Dr Jean-Jacques Fontaine, j'ai co-encadré la thèse vétérinaire de Solène Niederlander, sur les potentielles d'application des aptamères en sciences vétérinaire. Les neuropeptides et les neurotransmetteurs de Trichinella spp. ou leurs récepteurs peuvent être une cible importante pour le traitement de la trichinellose. Cependant, la localisation et la fonction des neuropeptides de Trichinella spp. ont été très peu étudiées. De nombreuses études ont indiqué que les neuropeptides sont essentiels pour le développement normal et pour la survie des organismes. De même chez les nématodes parasites, le système nerveux joue un rôle clé dans le contrôle de toutes les activités physiologiques et comportementales et donc sert de cible principale lors de développement de nouvelles thérapeutiques antiparasitaires. Mais, jusqu'à présent, aucune étude n'a décrit la localisation et de la fonction des différents neuropeptides présents chez Trichinella spp. Le mode d'action des neurotransmetteurs est uniforme dans le règne animal et il en est de même dans le système nerveux simple des Nématodes. L'examen du système des neurotransmetteurs des nématodes représente un point crucial pour comprendre leur biologie. Contrairement au système neuropeptidergique, les neurotransmetteurs et leurs récepteurs ont été intensivement étudiés dans divers modèles de nématodes[START_REF] Terenina | The functional morphology of the nervous system of parasitic flatworms (trematodes, cestodes)[END_REF]. Par exemple, récemment, la présence d'une sérotonine a été démontrée

	que
	l'ASCC et la PTTH peuvent être localisés dans certaines cellules des stichocytes, bien que
	la localisation précise doive être confirmée.
	Les deux neuropeptides CCAP (Figure 16. B) et CRF/DH (Figure 16. D) sont présents
	uniquement dans certains stichocytes, alors qu'ils sont absents dans d'autres. Ce résultat
	intéressant suggère que seuls certains stichocytes peuvent être spécialisés dans la production Publication: de ces neuropeptides. Sur la base de ces observations, il semble que les stichocytes positifs Niederlender S, Fontaine JJ, Karadjian G. Potential applications of aptamers in Veterinary Sciences. soient probablement de type bêta, mais des recherches supplémentaires sont nécessaires pour BMC Veterinary Researches, 2021. 52:79. étayer cette conclusion.

d.

Étant donné que le système nerveux joue un rôle essentiel dans le contrôle des activités des nématodes, nous en avons étudié deux aspects chez T. spiralis afin de caractériser des cibles thérapeutiques ou vaccinales potentielles. chez T. pseudospiralis par méthode immuno-cytochimique

[START_REF] Terenina | Serotonin in Trichinella pseudospiralis: An immunocytochemical study[END_REF]

. Chez Trichinella spp. la présence d'une activité cholinestérasique

[START_REF] De Vos | Characterization of cholinesterases from the parasitic nematode Trichinella spiralis[END_REF]

) et de récepteurs cholinergiques

(Karadjian et al., soumis) 

ont été décrits. Les activités stimulantes ou inhibitrices de multiples neurotransmetteurs chimiques ont été testées chez C. elegans et Ascaris suum. Actuellement, le système de neurotransmetteurs des nématodes parasites est considéré comme une cible idéale pour le développement de leurs mesures de contrôle efficaces. Dans ce contexte, nous avons étudié pour la première fois certains éléments des voies de signalisation neuronale chez T. spiralis.

i. Détection et localisation tissulaire des neuropeptides de T. spiralis

Comme les séquences d'acides aminés des neuropeptides des nématodes sont très conservées par rapport à celles des arthropodes, nous avons utilisé des anticorps dirigés contre neuropeptides d'arthropodes disponibles au laboratoire. Des immuno-marquages ont été réalisées sur des coupes de paraffine de L1M de T. spiralis avec les anticorps dirigés contre les neuropeptides allatostatin CC (ASCC), Crustacean cardioactive peptide (CCAP), Manse-CRF-related diuretic hormone (CRF/DH) et prothoracicotropic hormone (PTTH). Quelques petits points ont été observés pour les neuropeptides ASCC (Figure

16

. A) et PTTH (Figure

16

. C) à l'intérieur du stichosome, organe présent uniquement chez les nématodes du genre Trichinella et composé de cellules appelées stichocytes. Ce résultat suggère

  Dans cette étude préliminaires les neuropeptides ASCC, PTTH, CCAP et CRF/DH ont été identifiés dans les larves musculaires de T. spiralis pour la toute première fois. Les anticorps que nous avons utilisés ont été produits pour des arthropodes, ce qui prouve la conservation de la séquence des neuropeptides entre les nématodes et les arthropodes, ce qui est également vérifié par nos analyses in silico. ASCC et PTTH sont concentrés dans de très petites zones à l'intérieur des stichocytes (cellules présentes uniquement chez les nématodes du genre Trichinella), (Figure16A et C) ce qui pourrait suggérer qu'ils sont produits dans des organelles sécrétoires, comme l'appareil de Golgi, mais leur localisation précise reste à étudier. Les colorations CCAP et CRF/DH (Figure16B et D) ont montré des schémas clairs dans le stichosome, certains stichocytes sont nettement plus fluorescents que les autres. Ces résultats indiquent que les stichocytes ont des fonctions différentes et que seuls certains peuvent être spécialisés dans la production de ces neuropeptides. Sur la base de ces observations, il semble que les stichocytes positifs soient probablement de type bêta, mais des recherches supplémentaires sont nécessaires pour étayer cette conclusion. Il est impossible de conclure à la position exacte de ces stichocytes fortement fluorescents, car les sections de paraffine sont trop petites pour inclure les deux extrémités du stichosome des larves.PERSPECTIVESPour pouvoir obtenir plus d'informations, nous avons besoin soit d'un grand nombre de sections de paraffine immuno-colorées, soit d'une autre méthode de sectionnement mieux adaptée à la taille des larves. Une autre approche intéressante serait également de confirmer nos données immuno-histochimiques par la visualisation des ARNm codant pour ces neuropeptides par hybridation in situ(Simo et al 2009). Si la spécificité de nos marquages des neuropeptides dans les stichocytes est confirmée, cette découverte pourrait être d'une importance capitale pour le contrôle de cet agent pathogène d'origine alimentaire puisqu'elle offre la possibilité de tester de nouvelles molécules ou de nouveaux vaccins.

ii. Découverte d'un récepteur muscarinique à l'acétylcholine fonctionnel chez T. spiralis Une recherche d'homologie par BLAST dans la base de données du génome de T. spiralis a révélé quelques neuropeptides/récepteurs de neurotransmetteurs de T. spiralis. Plus précisément, le mACh-R de T. spiralis (XP_003380401.1) identifié est similaire à 59,75% au mACh-R de C. elegans (NP_001024236.1) ; le récepteur de l'hormone adipocinétique de T. spiralis (XP_003380333.1) est similaire à 47,99% au récepteur AKH humain (NP_001362293.1) ; le récepteur CCAP putatif de T. spiralis (XP_003372292.1) est similaire à 26. 01% similaire au récepteur CCAP 9 de Drosophila melanogaster et 27,74% similaire au fragment du récepteur CRZ de Schistocerca gregaria (BAS29665.1) ; le récepteur putatif du glucagon de T. spiralis (XP_003377175.1) est 25,13% similaire au récepteur de l'hormone diurétique liant CRF/DH de Manduca sexta ; le récepteur putatif du neuropeptide Y de type 6 de T. spiralis (XP_003380819.1) est 35. 13% similaire au récepteur court du neuropeptide F de Thaumetopoea pityocampa (QMS43313.1) et 29,33% similaire au récepteur SIFa de D. melanogaster ; le récepteur PDF de T. spiralis (XM_003382069.1) est 39,71% similaire au récepteur PDF de D. melanogaster (NP_001245501). Dans tous les cas, toutes les séquences de récepteurs détectées possèdent 7 domaines transmembranaires, ce qui est typique des récepteurs liés aux protéines G (RCPG). Comme le mACh-R de T. spiralis (XP_003380401.1) présentait la plus forte homologie avec un récepteur connu, il a été étudié plus en détail.

1 .

 1 Explorer la distribution de plusieurs neuropeptides spécifiques dans les différentes parties du ver. Cette approche vise à révéler le côté libérateur de différents neuropeptides (système nerveux de différentes cellules viscérales) menant à des implications fonctionnelles ; 2. Identifier fonctionnellement les récepteurs de neuropeptides/ neurotransmetteurs sélectionnés et tester leurs activités dans des tests in vitro et in vivo ; 3. Identifier un antigène protecteur parmi les éléments moléculaires (neuropeptides, neuropeptides/récepteurs neurotransmetteurs) du système nerveux de T. spiralis pour tester un vaccin anti-T. spiralis.
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Identification d'espèces au sein du genre Trichinella i. Révision de la PCR multiplexe

  L'identification d'espèces au sein du genre Trichinella se fait par la PCR multiplexe. Par rapport à la PCR classique, elle est capable d'amplifier plus d'une séquence au cours d'une seule analyse PCR grâce à l'utilisation de plusieurs paires d'amorces spécifiques pour chaque cible attendue. Habituellement, les produits de cette réaction sont visualisés sur une électrophorèse sur gel, où chaque cible se manifeste par un motif de bande spécifique.

  4-hydroxycinnamique, HCCA. Il est utilisé classiquement pour les spectres de masses bactériens et a un potentiel d'utilisation sur des protéines allant jusqu'à 30 kDa. Or Trichinella est un organisme eucaryote produisant des protéines allant jusqu'à 115 kDa. L'utilisation d'une autre matrice, comme l'acide salpinique permettrait d'élargir aux protéines jusqu'à 100 kDa, ce qui augmentera considérablement la résolution de l'analyse. -La technologie s'est récemment améliorée notamment avec la possibilité d'acquérir les ions positif/négatif ce qui permet de générer des spectres protéiques/lipidiques. L'Anses a récemment acquis cette technologie. L'utilisation augmentera également la résolution. Une partie de ce travail a été le stage de Master de Mme Gohar Grigoryan (Université de Yerevan, Arménie) et également l'objet de la mission du Dr Sargis Aghayan (Université de Yerevan). Ce travail a également bénéficié d'un financement pour une mission scientifique de courte durée, au BfR, à Berlin, par le COST européen Foodborne Parasites. Heckmann A, La Rosa G, Pozio E, Boireau P, Vallée I. Molecular identification of Trichinella species by multiplex PCR: new insight for Trichinella murelli. Parasite. 2017; 24 (52).

	Valorisation de la partie II.a :
	Publications:
	Karadjian G,

  Ces travaux vont se poursuivre afin qu'à terme cette technologie remplace la PCR multiplexe. D'autre part, nous pourrons développer cette approche pour de nombreux autres nématodes retrouvés tels qu'Ascaris spp., Toxocara spp.,….Enfin, comme souvent ce sont d'autres nématodes qui sont retrouvés lors des analyses de détection de Trichinella, il était important de pouvoir les identifier. J'ai pu mettre au point une stratégie d'identification en deux étapes morpho-moléculaires permettant d'identifier des larves même parfois très dégradées. Des parasites zoonotiques ont pu être identifiés tels que Toxocara cati. Afin de réaliser une surveillance de ces parasites sur le territoire, j'ai pu constater que les rapaces sont de bonnes sentinelles. Je vais continuer à travailler en collaboration avec les centres de la faune sauvage en France voire en Europe et tenter de cartographier la présence de ces parasites mais également trouver des introductions sur notre territoire, expliquant parfois que certaines souches soient plus pathogènes que d'autres.Je suis également en train de développer un projet collaboratif pour la détection et l'identification des virus des parasites. Des expériences préliminaires ont été réalisées pour Trichinella spp. et les premiers virus ont été trouvés par RNAseq. Dans le cadre de l'appel à projet AMI de l'Anses, je vais élargir ce projet très prochainement aux différents acteurs de la parasitologie de l'Anses afin d'étudier la présence et la fonction de virus dans différents parasites d'intérêt zoonotique ou épizootique (Echinococcus spp., Anisakis simplex, Cryptosporidium spp., Eimeria, …). A court terme, la présence sera testée dans toutes les espèces. A moyen terme, il sera possible d'étudier la pathogénicité des différentes espèces en fonction de la présence ou non des différents virus, puis par la suite tester les différents antiviraux et leurs effets indirects sur les parasites. Enfin, les virus acquis par les parasites et qui ont évolué au cours du temps pourraient être de bons traceurs et permettraient de suivre certaines souches et retracer l'origine de certaines sources de contamination.Un parasite peu surveillé et étudié en France et en Europe est Taenia spp. L'espèce T. saginata est zoonotique et provoque le ver solitaire chez l'Homme. Il semblerait qu'il soit encore très présent en France. Pour la détection du parasite à l'heure actuelle, elle est réalisée à l'abattoir par découpe de tranches dans le coeur en post mortem immédiat. Le vétérinaire inspecteur regarde alors s'il voit des kystes à l'oeil nu. Cette méthode est bien évidemment très peu sensible et dépend du vétérinaire. Mais les données manquent cruellement. J'ai initié un contact avec la DGAl afin d'accéder aux données d'abattoirs et évaluer le risque de contamination en France car d'après les données recueillis lors du COST européens Cystinet dans lequel notre équipe était impliquée, 30 000 traitements anti Taenia sont administrés chaque année en France. Il est donc nécessaire de développer des outils de détection et d'identification de ce parasite. Mais avant toute chose, il faudra développer le modèle murin de Taenia crassiceps dans notre laboratoire ce qui permettra de réaliser de nombreuses analyses par la suite et valider nos tests. Puis, je compte utiliser différentes approches en parallèles. Tout d'abord l'approche sérologique utilisant des anticorps car elle reste aujourd'hui la plus utilisée et la plus rapide à développer dans un contexte où il n'y a aucun test. Mais je souhaiterais développer l'approche utilisant les aptamères puisque j'ai développé cette expertise au laboratoire. C'est un projet à moyen terme qui permettra d'avoir un outil robuste et très spécifique. Les mêmes travaux seront réalisés pour la détection de i)Taenia solium, présent en Europe et des cysticercoses lesquelles dans des cas graves ont des atteintes neurologiques catastrophiques, ii) Tania ovis qui est peut-être symptomatique dans le cas d'infections massives chez des agneaux, iii) Taenia multiceps provoquant la coenurose et la perte de bétails.Enfin, je suis également le leader d'une tâche dans le projet européen PARADISE pour la sélection et l'identification d'aptamères spécifiques de Cryptosporidium parvum et Giardia duodenalis. Finalement l'ensemble des projets de développement d'outils basés sur les aptamères me conduiront à long terme à développer des puces à aptamères. Je pense qu'il sera intéressant de le développer en partenariat avec les collègues de Virologie et de Bactériologie pour la détection de nombreux agents pathogènes au sein d'une même matrice alimentaire pour une espèce donnée. Cette puce de détection des pathogènes zoonotiques mais également épizootiques sera un enjeu majeur pour le bon maintien et le développement des cheptels. Par exemple chez le porc, il existe plus de 80 espèces pathogènes, la puce permettrait de détecter les essentielles, la détection des bactéries Salmonella et Clostridium,…, de nombreux virus du porc comme celui de l'encéphalite japonaise par exemple et des parasites comme Trichinella spp., Ascaris suum, Taenia solium, …. J'ai pu m'intégrer parfaitement au réseau déjà établit par le laboratoire et l'équipe Paralim, notamment les collègues chinois de l'Université de Jilin en collaboration desquelles s'est déroulée la thèse d'Anqi Wang, mais également les collègues allemands du BfR où j'ai pu réaliser la mission pour le développement de la technologie MALDI-TOF et ai pu accueillir la doctorante Caroline Kaestner dans le cadre d'une mission. Mais j'ai également élargit les collaborations sur le plan national avec de nouveaux partenariats au CNRS de Gif sur Yvette pour la microscopie confocale. Sur le plan international, je suis allé en mission à l'Université MacGill de Montréal, dans le laboratoire du Pr Momar Ndao. J'y ait appris les bases de la technologie SELEX, essentiel pour la sélection des aptamères. Depuis nous avons obtenu le projet européen AptaTrich qui finance la thèse de doctorat de Mr Noah Brosseau, dans un partenariat entre les collègues d'Allemagne, de Montréal et mon équipe Paralim. Et nous avons déposé une demande de financement pour des échanges entre mon équipe Paralim et celle de l'université MacGill à l'appel du Fonds de la Recherche Québécois Samuel de Champlain (réponse à venir). J'ai également accueilli Gohar Grigoryan dans le cadre de son Master de l'Université de Yerevan ainsi que le Dr Sargis Aghayan. Nous continuons cette belle collaboration et avons obtenu récemment un financement auprès du Armenian National Science and Education Fund Grant (ANSEFG) (projet: Trichinellosis in Armenia: a hidden risk for outbreak). Ces fonds permettront d'équiper le laboratoire du Dr Aghayan afin qu'il puisse réaliser la détection des larves de Trichinella spp. dans les viandes en Arménie. La mise en place d'un laboratoire de référence en Arménie fait partie de nos missions de centres collaborateurs OIE.

A l'issue de ma thèse, j'ai intégré l'Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de l'Alimentation de l'Environnement et du Travail (Anses) tout d'abord pour un contrat post-doctoral, en janvier 2015, financé par le DIM (Domaine d'Intérêt Majeur) « Maladies Infectieuses », de la région Ile-de-France, puis, en octobre 2015, en tant que Chargé de Projet de Recherche. J'ai ainsi intégré le Laboratoire de Santé Animale (LSAn), dirigé par le Dr Pascal Boireau, affecté à l'équipe Paralim (Parasites zoonotiques transmis par les aliments), au sein de l'Unité Mixte de Recherche en Biologie moléculaire et Immunologie Parasitaires (UMR BIPAR).

Les zoonoses parasitaires sont répertoriées dans le monde entier ; certaines d'entre elles peuvent avoir un caractère endémique et d'autres peuvent provoquer de vastes épidémies, menaçant gravement non seulement la santé et la vie humaine, mais pouvant également être responsables de la propagation de maladies infectieuses dans la production animale[START_REF] Grisi | Parasitic zoonoses -selective review of some diseases in south-america[END_REF]. Cela peut également affecter de manière significative l'économie de l'industrie alimentaire car des sommes considérables doivent être consacrées à l'élimination des aliments contaminés du marché(Slaný et al., 2015).En général, les parasites qui créent des stades infectieux dans les tissus de leurs hôtes sont transmis par l'ingestion de tissus crus ou insuffisamment traités, principalement contaminés[START_REF] Dawson | Foodborne protozoan parasites[END_REF]. La cuisson de ces tissus avant consommation est un moyen efficace d'éliminer les formes de vie infectieuses des parasites. Si la température adéquate est atteinte dans les tissus entiers, la congélation et la surgélation, le séchage et le salage, réduisent ou éliminent les chances de transmission lorsqu'ils sont correctement appliqués ; d'autre part, les traitements tels que le fumage ou la marinade ne sont pas toujours efficaces[START_REF] Dorny | Emerging food-borne parasites[END_REF].En ce qui concerne les préférences culinaires pour les aliments frais, crus et prêts à consommer, les risques posés par les parasites zoonotiques d'origine alimentaire (FBP) sont en augmentation ; cependant, les mesures obligatoires d'inspection des matières premières et des denrées alimentaires destinées à la consommation humaine pour la présence de parasites n'ont pas encore été établies, à l'exception de l'inspection des viandes pour les cysticerques taeniidés[START_REF] Ec | European Commission. Regulation (EC) No 853/2004 of the European Parliament and of the Council of 29 April 2004 laying down specific hygiene rules for food of animal origin[END_REF], le genre Trichinella (EC, 2015), le genre Sarcocystis et les Anisakidae. En outre, des données précises prenant en compte l'occurrence, les sources de contamination et la transmission des maladies parasitaires ne sont pas disponibles dans les pays développés en raison de la longue période d'incubation, des symptômes légers ou non spécifiques de la maladie et de l'absence ou de l'inadéquation des méthodes de diagnostic en laboratoire[START_REF] Robertson | Parasites in Food: From a Neglected Position to an Emerging Issue[END_REF]. Par conséquent, des programmes de contrôle pratiques et efficaces, comprenant l'éducation concernant la biologie et l'épidémiologie du parasite, la recherche de méthodes d'analyse appropriées et des mesures d'atténuation telles qu'un assainissement et une hygiène appropriée sont cruciales (FAO/OMS, 2014).À la fin des années 2000, les aliments exempts de parasites sont devenus l'une des orientations prioritaires de la recherche stratégique de l'Union européenne, comme l'indique le cadre d'une vaste coopération internationale de sites scientifiques de premier plan au sein du septième programme-cadre -programme spécifique "Coopération" : Alimentation, agriculture et biotechnologie (FP7-KBBE ; https://cordis.europa.eu/programme/rcn/851/en), de l'Autorité européenne de sécurité des aliments (EFSA ; www.efsa.europa.eu) et la Coopération européenne en science et technologie (COST ; www.cost.eu). Les projets résolus dans le cadre de ces programmes devraient contribuer à la production d'aliments meilleurs pour la santé et réduire les risques de leur contamination. Par exemple, l'approche holistique "One Health" est devenue l'esprit du COST ACTION EURO-FBP (A European Network for Foodborne Parasites; www.euro-fbp.org), dont l'objectif principal était de diminuer l'impact des FBP sur

cycles de WL-SELEX ont été réalisés sur des L1M de T. spiralis. Puis les résultats de qPCR ont été analysés pour chaque cycle (cycles 2 : bleu, 3 : rouge, 4 : vert, 5 : violet, 6 : gris, 7 : jaune) par courbe d'amplification (A), avec courbe de fusion (B) et de re-fusion (C). L'analyse des courbes d'amplication est un premier élément intéressant. Après plusieurs cycles de sélection avec des augmentations progressives de la stringence, la chute de la fluorescence plusieurs cycles d'amplification devient moins prononcée. Après un nombre x de cycles, les amorces et les sources de dNTP s'épuisent, l'amplification cesse et l'acquisition de la fluorescence diminue. Par conséquent, les cycles de PCR suivants connaissent des événements