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Diagnostic d'infection & geminivirus a l'aide
d’anticorps monoclonaux dirigés contre le virus
de la mosaique africaine du manioc
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Résumé

L’objectif du travail consiste en la mise au point d’un test de diagnostic du
virus de la mosaique du manioc, utilisable & grande échelle sur le continent
africain. Dans ce but, des anticorps monoclonaux ont été produits par fusion de
lymphocytes de souris immunisées contre une souche africaine du virus de la
mosaique du manioc (ACMV) et testés pour leur utilisation en DAS-ELISA.
Certains des anticorps monoclonaux sélectionnés permettent la détection de
I’'ensemble des souches d’ACMYV, ainsi que d’autres geminivirus. Un test DAS-
ELISA utilisant deux anticorps monoclonaux a été opﬁmalisé en vue de son
utlhsatlon routiniére pour la détection de FACMV et du "tomato yellow leaf curl
virus" au Sénégal.
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1. Introduction

Le manioc, plante pérenne originaire d’Amérique du Sud, a été
introduit par les Portugais en Afrique vers la fin du 16° siécle. C’est la
premiére grande culture vivriére dans de nombreux pays d'Afrique ; dans
les autres, il suit immédiatement le sorgho, l'igname ou le riz, II s’agit
d’une plante rustique qui se reproduit par bouturage et donne au bout de
12 mois un faisceau d’énormes tubercules pesant chacun en moyenne 3 kg.
Le grand avantage de cette culture est que les tubercules peuvent n’étre
récoltés qu'au bout de 18 & 24 mois, mettant ainsi & I’abri des dures
périodes de soudure que connaissent bien les populations qui se nourris-
sent de céréales. La racine de manioc est un aliment essentiellement
énergétique ; les feuilles, beaucoup plus riches en nutriments, sont
consommeées 2 la fagon des épinards.

Le manioc est attaqué par plusieurs insectes, champignons ou virus,
mais on ne Jui connait qu'une seule espace d’acarien prédateur et une seule
bactériose phytopathogéne. En Afrique, la mosaique du manioc causée par
un virus, en est la maladie la plus répandue et la plus importante (Photo 1).
Elle provoque des pertes de rendement de 20 4 80 % et revient réguliére-
ment chaque saison. Ceci s’explique par le fait que le virus responsable est
disséminé en méme temps que la plante par la reproduction végétative et
parce qu'il est, de plus, transmis par un Aleurodidae, Bemisia tabaci GEN.
qui pullule en début de saison des pluies, période la plus favorable pour
la plantation du manioc.

La maladie, décrite pour la premiére fois en 1894 par WARBURG, a pPu
étre transmise a des plantes saines par voie mécanique par BOCK et
GUTHRIE, en Afrique de I’Est, en 1978. Le "cassava latent virus”, nommé par
la suite "African Cassava Mosaic Virus (ACMV)", décrit en tant que
geminivirus, a fait I'objet d’'un certain nombre d’études relatives a sa
transmission par insecte, sa purification, son épidémiologie, la constitution
et I'organisation de son ADN génomique, ainsi qu’a son diagnostic. Les
études se rapportant directement & notre propos, c’est-a-dire le diagnostic
de gemninivirus a l'aide de tests immunoenzymatiques, sont les suivantes :
{'une part, celles de SEQUEIRA et HARRISON [1982], THOUVENEL ef a/. [1984],
“ARGETTE et al. [1987] et KOUNOUNGUISSA et al. [1989)], qui résultent de
‘utilisation des anticorps polyclonaux et d’autre part, celles de THOMAS ef
d. [1986], HARRISON et a/. [1991] et MUNIYAPPA ef al. [1991] qui concernent
'usage des anticorps monoclonaux (AcMc).

Dans le cadre du programme de I'ORSTOM pour ’éradication de

‘ACMV, notre objectif concerne la mise au point d'un test de diagnostic a
rande échelle, utilisable sur le continent africain.
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2. Matériels et méthodes

Les AcMc ont été produits par fusion de lymphocytes dﬁ- SOL}I‘])S
BALB/c, immunisées contre I"ACM\' (souche TMS 30211, IITA, Nigeria),
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avec des cellules myélomateuses PAI [STOCKER et al,, 1982]. Le milieu de
culture des hybridomes est additionné de macrophages ; la sélection a été
faite par dilution limite en phase liquide, par deux sous-clonages
successifs. La présence d’AcMc dans les surnageants de culture a été testée
simultanément par des tests ACP (Antigen Coated Plate) et DAS (Double

Antibody Sandwich) ELISA. En ACP-ELISA, le virus purifié est directe- -

ment fixé au polystyréne des plaques de microtitration et constitue donc
la premiére couche du test, tandis qu’en DAS-ELISA, le virus est capté par
des immunoglobulines G (IgG) de lapin, spécifiques de 'TACMV. Dans les
deux cas, l'antigéne est ensuite reconnu par un AcMc spécifique, lui-méme
mis en évidence & "aide dun anticorps anti-IgG de souris, conjugué a la
phosphatase alcaline. Les hybridomes stables sélectionnés ont été
reproduits en liquides d’ascites de souris.

Les tests de reconnaissance d’isolats et de souches de 'ACMYV, ainsi
que d’autres geminivirus, ont été réalisés a partir d’extraits bruts de plantes
virosées.

3. Résultats et conclusions

Tous les isolats de 'ACMYV de la collection de 'ORSTOM de Cote-
d’Ivoire, ainsi que de celle de 'TNRA a4 Colmar (isolats originaires de Cote-
d’Ivoire, du Kenya, de République Centrafricaine, du Togo, du Zaire, de
Madagascar et de 'Inde), sont reconnus par les AcMc développés a 'IBMC
de Strasbourg. Les réactions non spécifiques liées a I’extrait brut de plante
saine (bruit de fond) sont toujours trés faibles. .

Nous avons testé, en paralléle, la réactivité des AcMc de I'IBMC et
du SCRI, a l'égard de plusieurs geminivirus originaires de différents pays
(Tableau I). Comme ’AcMc 20 du SCRI, les AcMc de la série 11 de I'IBMC
reconnaissent tous les geminivirus testés, quelles que soient leurs origines
géographiques ; ils sont donc dirigés contre un site antigénique commun
A ces différents geminivirus. Par contre, I’AcMc 7x1 ne reconnait que les
virus africains, il se rapproche de I’AcMc 17 du SCRI.

Une premiére application de la reconnaissance de geminivirus
1érérologues & l'aide des AcMc anti-ACMV de I'IBMC, a été réalisée en
“gypte. Elle a permis de mettre en évidence le virus de I'enroulement de
a tomate ("Tomato Yellow Leaf Curl Virus" ou TYLCV) sur tomate, ainsi
jue sur Althaea rosea CAV., qui présentait des symptomes rappelant ceux
{'un autre geminivirus, le virus de enroulement du gombo ("okra leaf
url virus"). Nous avons aussi pu détecter la présence du TYLCV dans des
chantillons de tomate en provenance du Burkina-Faso, du Sénégal, du

-

.

Tableau . — Comparaison de la réactivité des anticorps monoclonaux (AcMc) dirigés contre 'ACMV a I'égard de

geminivirus d’origines diverses.

dies (AcMc) raised against ACMV towards geminiviruses from different

Reactivity of monoclonal antibo

.
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Nigeria et de Sicile. Comme le montre la figure 1, pour la détection du
TYLCV (virus hétérologue) & l'aide d’AcMc de ’ACMYV, il est cependant
nécessaire de remplacer le tampon conventionnel de broyage des
échantillons (PBS-Tween + PVP) par un tampon Tris-HCI contenant un
agent réducteur. :
Enfin, nous avons mis au point pour YACMV et le TYLCV (Sénégal)
un test DAS-ELISA utilisant deux anticorps.monoclonaux, ce qui nous
permet de nous libérer de la limite quantitative liée a l’utilisation
d’anticorps polyclonaux de lapin qui sont différents pour chaque animal
Immunisé. Ce test recourt ensuite pour la révélation a l'utilisation d'un
AcMc anti-souris, couplé 2 la biotine et qui est révélé par la streptavidine.
Bien qu'il soit légérement moins sensible que le test DAS-ELISA utilisé
précédemment, ce test permet cependant des détections a des dilutions
élevées, et il est tout 4 fait adapté au diagnostic  grande échelle, notam-

ment dans les pays en voie de développement, objectif que nous nous
étions fixé.
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Summary

Diagnosis of infection by geminiviruses by means of monoclonal antibodies
raised against African Cassava Mosaic Virus

The aim of the work was to set up a detection test for Cassava mosaic virus
which could be used on a large scale on the African continent. Monoclonal
antibodies (AcMc) were produced against an isolate of African Cassava Mosaic
Virus {ACMV), and tested for use in DAS-ELISA. Some of these AcMc allow the
detection of all the different isolates of ACMV tested, and also of other gemini-
viruses. A DAS-ELISA test using two monoclonal antibodies has been adapted for
routine use for the detection of ACMV and Tomato Yellow Leaf Curl Virus in
Senegal.
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Figure 1. — Importance du tampon de broyage de I'extrait brut de plantes virosées
pour la détection du virus de I'enroulement de la tomate (TYLCV) en
test DAS-ELISA. Dilution en série, de 10 en 10.
Influence of the buffer used for the preparation of plant extracts for
the detection of tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) in DAS-ELISA.

Traitement I : PBS-Tween (0,5 %), 2 % PVP.

Traitement 11 : 0,05 M Tris-HCI (pH 8,0), 0,005 M EDTA, 2 % PVP,
0,5 % Tween.

Traitements Il et IV : 0,05 M Tris-HCI (pH 8,0), 60 mM sulfite de

sodium, avec ou sans mercaptoéthanol (1 %).

PBS = 0,137 M NaCl, 0,0027 M KCl, 0,0043 M Na, HPO,.7H, 0,
0,0014 M KH,PO, (phosphate-buffered saline).

PVP = polyvinyle pyrrolidone.

Tris = Tris(hydroxyméthyl)-aminométhane.

EDTA = Sel disodique de V'acide éthylenedinitrilotétraacétique.
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