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Liste des abréviations

HIV : Virus de I’'immunodéficience humaine.
SRH : Systéme Réticulo-Histocytaire.

ASAT : Aspartate aminotrasférase.

AMY : Amylase.

GSR : Gutathion S réductase.

GPI : Glucose Phospholsomérase.

PE : Propionyl Estérase.

ACP : Phosphatase Acide.

Z : Zymodeme.

PCR-RFLP : Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Lenght Polymorphism.
T. gondii : Toxoplasma gondii.

ROP : Rhoptrie.

SIDA : Syndrome d'Immuno Déficience Acquise.
um : Micrométre.

HI : Hbte intermédiaire.

JM : Jonction mobile.

VP : Vacuole Parasitophore.

GPI : Glycosyl Phosphatidyl Inositol.

MVP : Membrane de la vacuole parasitophore.
°C : Degre Celsius.

IFN v: Interféron y.

M®: Macrophage.



NK: Natural killer.

IL-12: Interleukine 12.

Th1: T helper 1.

Cellule dendritique: DC.

TNF-o: Tumor Necrosis Factor a

SAG : Antigéne de surface.

CXCR2: CXC Chemokine Receptor 2.

Cy: Cyclophiline.

kD: kilo Dalton.

TLR: Toll-like receptor.

NFKp: Nuclear Factor kappa beta.

MAPK: Mitogen Activated protein Kinase.
MGG: May Grunwald Giemsa.

LCR: Liquide Céphalo Rachidien.

LBA: Liquide de Lavage Broncho Alvéolaire
HA : Humeur Aqueuse

IFI : ImmunoFluorescence Indirecte.
ISAGA: Immuno Sorbent Agglutination Assay.
2ME : 2-mercapto-ethanol.

ELISA: Enzym Linked-Immunossorbant Assay.

MEIA : Microparticular Enzym Immuno Assay.

IA: Indice de ’avidité.



ELIFA: Enzym Linked Immunofiltration Assay.

WB: Western Blot.

ETF : Transfontanellaire.

F.O : Fond d’ceil.

CMV : Cytomegalovirus

IRM : Imagerie par Résonance Magnétique

ADN : Acide désoxyribonucléique.
N.né : Nouveau ne.

DHPS : Dehydroptéroate synthétase.
MUY/} : Million d’unité /jour.

mg : Milligramme.

Kg : Kilogramme.

Cp : Comprimé,.

ml : Millilitre.

IPA : Institut Pasteur d’Algérie

pl = Microlitre.

Ul : Unité Internationale.

D.O: Densité Optique.

GVH : Réaction du greffon contre I'h6te

OMS : Organisation mondiale de la santé

nm : Manométre

mn : Minute
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POS : Positif

Pd : Pendant

tte : toute

Accht : Accouchement
Rova : Rovamycine

TRT : Traitement
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Introduction

La toxoplasmose est une zoonose cosmopolite due a un parasite intracellulaire obligatoire,
Toxoplasma gondii. Elle est certainement 1’affection parasitaire la plus répandue dans le monde,
sévissant sous toutes les latitudes et susceptible d’infecter toutes les espéces animales. Des études
épidémiologiques chez I’homme ont montré sa large distribution géographique et sa forte
prévalence. L’incidence de la toxoplasmose dans la population générale est difficile a évaluer car
I’infection est le plus souvent asymptomatique, mais, elle peut étre séveére chez le sujet
immunodéprimé et dans sa forme congénitale. Au cours de la grossesse, le risque de transmission
augmente avec 1’age gestationnel alors que la gravité de I’atteinte feetale diminue. En effet, en cas
de séroconversion au cours du premier trimestre de grossesse, le risque de toxoplasmose
congénitale est de 4 a 14 % se traduisant par des atteintes séveres. Ce risque atteint 70 a 80 % au
cours du troisieme trimestre de gestation mais se traduit en général par des formes infra-cliniques
chez le nouveau né [1].Par conséquent, la prévention de la toxoplasmose congénitale doit se faire
par une surveillance sérologique des femmes enceintes afin d’établir le statut immunologique,
d’identifier les femmes enceintes non immunes afin de limiter le risque de contamination (par des
mesures d’hygiéne alimentaire) et de diagnostiquer le plus précocement possible une
séroconversion maternelle afin de proposer une prise en charge adaptée [2].Les données
disponibles viennent généralement des diagnostics prénataux, qui ne sont systématiques qu’en
France (Décret No 92 — 143 du 14 février 1992, Journal Officiel de la République Francaise N°40
du 16 février 1992, page 2505), en Autriche et en Belgique [3,4]. Ainsi, la toxoplasmose affecte
environ 7 a 80 % de la population mondiale mais le pourcentage de personnes séropositives pour
I’infection toxoplasmique varie d’un pays a l’autre en fonction des groupes ethniques, des
habitudes culinaires et des conditions d’hygiéne [5]. En Amérique du Nord [6], en Grande-
Bretagne [7], en Scandinavie [8] et enAsie du Sud- Est [9], moins de 30 % de la population
semble infectée ; cette séroprévalence est supérieure a 60 % en Afrique [10-13] et en Amérique
latine [14,15]. En France, la séroprévalence a longtemps, été élevée, 82 % en 1960 [16], puis a
diminué a 44 % en 2003[17-20].

La situation en Algérie est méconnue. En effet, la séroprévalence serait autour de 50%
(données fournies par le Centre National de Référence de la toxoplasmose, service de biologie
parasitaire de I’Institut Pasteur d’Algérie) mais aucune étude, & I'échelle nationale, n'a été

entreprise afin de I'évaluer. Néanmoins, quelques études épidémiologiques dans le cadre de
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mémoires de fin d'étude et de doctorat d'état en sciences médicales ont permis d'avoir une idée
sur cette séroprévalence. Afin d’étre en mesure de comprendre 1’épidémiologie de I’infection sur
le territoire Algérien et plus précisément a I’Est, 1’étude de la prévalence du parasite dans une
population a différents ages et surtout chez les femmes enceintes et les sujets immunodéprimés
est fondamentale.Le travail que nous nous proposons ici s’inscrit dans le cadre d’une étude
épidémiologique de cette parasitose, afin de situer la séroprévalence de la toxoplasmose et de
prévenir précocement la toxoplasmose congénitale et 1’évolution de la toxoplasmose chez

I’immunodéprimé (HIV+).
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Problematique

La toxoplasmose est une infection qui se transmet naturellement des animaux vertébrés a
I'Homme. Cette zoonose cosmopolite constitue un probléme de santé aussi bien humain que
vétérinaire. Des études séroépidémiologiques chez I’Homme et les animaux ont montré la large
distribution géographique et la forte prévalence de la toxoplasmose. La prévalence de cette
maladie dans la population humaine varie d’un pays a 1’autre, en fonction des groupes ethniques,

des habitudes alimentaires et des conditions d’hygiene.

La phase aigiic de D’infection a Toxoplasma gondii est géneralement bénigne, voire
asymptomatique. Elle peut parfois se traduire par un syndrome pseudo-grippal accompagné ou
non d’adénopathies. Lors de la phase aigiie, la réponse immunitaire de I’hote restreint la
dissémination des parasites et conduit a leur enkystement. Ce dernier a lieu dans les organes ou la
pression du systeme immunitaire est la plus faible (cerveau, muscles). La formation de kystes est
caractéristique de la phase chronique de I’infection qui persiste toute la vie de I’individu. Si
I’infection est habituellement asymptomatique chez I’hote immunocompétent, elle peut s’avérer

gravissime chez les personnes immunodéprimées ou pour les feetus.

La toxoplasmose congénitale résulte d’une primo-infection toxoplasmique acquise par la mére
au cours de la grossesse. Une femme enceinte non immunisée qui est confrontée au parasite, peut
développer une infection aiglie qui sera contr6lée par son systeme immunitaire. Par contre, le
feetus peut étre contaminé par voie trans-placentaire ; or son systeme immunitaire encore
immature I’empéche de réagir contre le parasite. En cas d’infection précoce de la mere, la
complication la plus fréquente est 1’encéphalomyélite qui peut provoquer la mort in utero et
I’avortement spontané. La toxoplasmose est également un probléme vétérinaire important
puisqu’elle est responsable de nombreux cas d’avortements spontanés dans les élevages d’ovins

et de caprins

La toxoplasmose qui touche les sujets présentant une immunosuppression sévere (atteinte par
le virus de I’immunodéficience humaine (VIH), chimiothérapie ou traitements
immunosuppresseurs) peut étre gravissime. Elle résulte soit d'une primo-infection, soit d’une
réactivation des parasites contenus dans les kystes chez un sujet antérieurement infecté .La

réactivation parasitaire correspond a une conversion de la forme quiescente (parasites enkystés) a
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la forme proliférative. Cette réactivation est suivie d’une multiplication et d’une dissémination
des parasites dans 1’organisme du patient. La toxoplasmose cérébrale chez les patients infectés
par le virus du SIDA représente la deuxiéeme infection opportuniste apres la
pneumocystose.Suivant les enquétes, on estime qu’environ 12 a 47% des personnes infectées par
le virus du SIDA et séropositives pour T. gondii souffriront d’une réactivation du parasite en
I’absence d’un traitement prophylactique efficace. Les greffes de cceur, entre un donneur
séropositif et un receveur séronégatif présentent aussi un risque élevé de transmission de la
toxoplasmose. En effet, la réactivation des parasites présents dans le greffon est facilitée par le
traitement immunosuppresseur mis en place pour éviter les épisodes de rejet. Dans le cas des
patients subissant une greffe de moelle osseuse, le risque de réactivation toxoplasmique endogéne
est élevé chez les sujets séropositifs. En effet, irradié avant la greffe, le patient porteur latent de T.
gondii, perd la capacité de répondre contre le parasite. Cette capacité n’est pas restaurée par le
greffon séronégatif qui ne contient pas les cellules immunocompétentes sensibilisées vis a vis du
parasite.

La situation de la toxoplasmose en Algérie est méconnue. En effet nous ne disposons pas de
données provenant ni d’enquétes ni de publications nous permettant d’avoir une idée sur cette
affection. Jusqu’a I’heure actuelle trés peu de travaux ont été réalisés et ce dans le cadre des
mémoires de fin d'étude (Résidanat) et de doctorat d'état en sciences médicales et qui ont permis
d’avoir des chiffres mais qui ne sont pas représentatifs d’une situation nationale. Ce qui a
contribu¢ a cette situation, c’est I’absence de législation régissant cette pathologie comme a

travers le monde.

De part cette réalité, la toxoplasmose n’est pas une priorité ou un probléme de santé publique
en Algérie. La situation est similaire, méconnue, pour la prévalence de la toxoplasmose chez les

sujets immunodéprimés et la place de cette étiologie dans les choriorétinites.
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Afin d’apporter un éclairage a cette situation nous nous sommes fixés comme objectifs :

1

Evaluer la séroprévalence de la toxoplasmose chez une population de femmes enceintes;
Evaluer le facteur de risque de contamination dans cette population;

Evaluer le risque de toxoplasmose congénitale dans cette population;

Identifier les risques liés a la contamination;

Evaluer la prévalence de la toxoplasmose dans une population d’immunodéprimés ;
Evaluer la place de la choriorétinité toxoplasmique parmi les choriorétinites.

Pour mener a bien notre étude, un travail de sensibilisation antérieur a cette derniere a
concerné :

Des gynécologues qui prennent en charge le suivi sérologique des gestantes ;

Des pédiatres pour la prise en charge d’une toxoplasmose congénitale du point de vue
thérapeutique et suivi sérologique ;

Des infectiologues qui prennent en charge les opportunistes sur SIDA dont la
toxoplasmose ;

Des ophtalmologues pour une meilleure démarche diagnostic et une meilleure prise en

charge thérapeutique.
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1 .Définition

La toxoplasmose est une protozoose zoonotique cosmopolite, causée par un protozoaire
intracellulaire obligatoire : Toxoplasma gondii, ayant une affinité pour le systéme réticulo-
histocytaire (SRH) [21]. Il est responsable d’une infection trés répandu dans le regne animal,
chez tous les animaux homéothermes y compris I’homme [22]. Ce parasite est responsable de 3
formes cliniques : la toxoplasmose acquise, en général inapparente ou bénigne, la toxoplasmose
congénitale qui peut étre a l'origine de feetopathies graves et la toxoplasmose de
I’immunodéprimé [23].
2 .Historique
Le parasite a été décrit au début du 20°™ siecle, mais ce n’est qu’en 1970 que son cycle

biologique complet est connu.

1908 : Nicolle et Manceaux, (Institut Pasteur de Tunis) isolent le protozoaire endocellulaire
chez un rongeur sauvage, Ctenodactylus gondii. La méme année, Splendore 1’isole du lapin au

Brésil.
1909 : le parasite est nommé Toxoplasma gondii a partir du mot grec toxon qui signifie croissant
ou arc.

1917 : Chatton et Blanc, notent la parenté morphologique entre les coccidies et le toxoplasme.

1923 : Junku, ophtalmologiste tchécoslovaque met en évidence Toxoplasma gondii sous sa
forme kystique dans des lésions rétiniennes d’un enfant hydrocéphale atteint de toxoplasmose

congénitale et qui présentait une choriorétinite.

1939 : Wolf et Gowen, rapportent le premier cas de toxoplasmose congenitale humaine et Sabin

décrit la symptomatologie de toxoplasmose humaine.

1948 : Sabin et Feldman, mettent au point le dye test ou le test de lyse et le développement de

I'approche immunologique et épidémiologique de la toxoplasmose.

1951 : Hogane, avance I'hypothése de l'origine congénitale des toxoplasmoses oculaires,

confirmée par Feldman en 1952.
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1954 : Weinman et Chandler, émettent I’hypothése de contamination par consommation de

viande mal cuite.

1958 : Goldman et Kelen, mettent au point I'immunofluorescence indirecte, qui a facilité la

quantification des anticorps antitoxoplasmiques.

1965 : Desmonts et al, confirment le r6le de la viande insuffisamment cuite dans la

contamination humaine.
1967 : Hutchison découvre le pouvoir infestant des féces du chat.

1968 : la recherche des immunoglobulines M a été réalisée par I'lFI, connue sous le nom de test

de Remington.

1970 : Hutchison et Frenkel, prouvent Il'importance du chat avec la multiplication sexuée de
Toxoplasma gondii dans I’intestin gréle de cet animal hote définitif : le cycle biologique complet

du toxoplasme est désormais connu.

1972 : Miller et al, Jewell et al et Janitschke et al, confirment définitivement le chat comme
hote définitif et mettent en évidence le rble possible d'autres félidés dans la transmission du

toxoplasme.

1982 : le SIDA ameéne la toxoplasmose au premier rang des maladies opportunistes avec l'atteinte

cérébrale principalement.

1987 : Boothroyd et al, identifiaient le géne B1 répété 35 fois, impliqué dans la synthese des

tubulines.

1988 : Burg et al, clonaient et séquencaient le géne codant pour la protéine majeur de surface, la
P30.

1989 : Burg, publiait la premiere application de la Polymerase Chain Reaction (PCR) pour la
détection du toxoplasme, en prenant comme matrice le gene B1, et depuis la PCR est proposee
dans le diagnostic de la toxoplasmose congénitale.
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Chapitre I1. ETUDE EPIDEMIOLOGIQUE

1. Agent pathogene :
Toxoplasma gondii est un protozoaire intracellulaire obligatoire dont la position systématique
la plus admise a éte précisée par levine en 1980[24].
1.1 Taxonomie

Regne : Animal

Embranchement : Protozoa (Goldfuss, 1918)
Phylum : Apicomplexa (Levine 1970)

Classe : Sporozoea (Leuckart, 1979)
Sous-classe : Coccidia (Leuckart, 1979)

Ordre : Eucoccidiida (Léger & Duboscq, 1910)
Sous-ordre : Eimeridea (Leger, 1911)

Famille : Sarcocystidae (Poche, 1913)
Sous-famille : Toxoplasmatinae (Biocca, 1957)

Genre : Toxoplasma (Nicolle et Manceaux, 1908)
Espece : gondii.
Le genre Toxoplasma ne comporte qu’une seule espéce [25].

Des études ont été entreprises, depuis une quinzaine d’années, pour analyser la diversité
génétique de 1’espeéce Toxoplasma gondii. Les méthodes de typage ont d’abord fait appel a des

techniques isoenzymatiques, qui ont portées sur I’analyse de quinze Systémes enzymatiques a
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savoir 1’Aspartate aminotrasférase (ASAT), Amylase (AMY) , Gutathion réductase (GSR) ,
Glucose phosphoisomérase (GPI), Propionyl estérase (PE) et la Phosphatase acide (ACP) [26].
Ces techniques ont permis 1’identification de douze zymodémes, le Z 1 qui correspond au type
virulent, les groupes Z2, Z4 et Z8 sont les plus retrouvés (60% des cas) et des zymodémes
particuliers le Z5, Z6 et Z 12 virulent mais n’appartenant pas au groupe Z1 [27]. Ces méthodes
de typage ont fait intervenir également les techniques de biologie moléculaire : PCR-RFLP
[28,29] et I’analyse des microsatellites [27, 30, 31]. Plus d’une cinquantaine de marqueurs sont
actuellement décrits : les plus utilisés (I, Il, 111) font intervenir le polymorphisme de génes codant
pour des antigénes majeurs du toxoplasme.
Caractéristiques biologiques des principaux génotypes

Le génome du toxoplasme a une taille de 65 Mb, réparti en 12 chromosomes [32, 33]. Le
génome est haploide et seul le stade zygote présente un génome diploide. Des souches
recombinantes (combinaison des alléles classiques : I, 11 11I, partielle ou totale I/11, I/111, 1/11I,
I/I/TIT) et dites atypiques peuvent apparaitre suite a un brassage génétique, résultat d’une
multiplication sexuée de deux souches de T.gondii genétiquement distincts. Ce phénomene est
rare, puisque le polymorphisme génétique de ce parasite est relativement faible et étant donné les
longues phases de multiplications asexuées chez les hotes intermédiaires permettant le maintient
de clones isolés génétiquement [34]. Ainsi, en Europe et en Amérique du Nord, la majorité des
souches de T. gondii étudiées se répartissent en trois génotypes majeurs, distingués grace a
I’étude des différents marqueurs génotypiques correspondant a plusieurs antigénes majeurs du
parasite [29]. Le séquencage de marqueurs génétiques plus fins tel les microsatellites et plus
récemment celui des introns, permet de différencier les génotypes du toxoplasme et de déterminer
ainsi le génotype des différentes souches isolées lors des études cliniques ou épidémiologiques
[27,35]. Ces génotypes sont considérés comme trois lignées clonales qui seraient apparues il y a
10 000 ans avec la domestication animale. Cependant en Amérique du Sud une plus grande
diversité génotypique est observée, associée a une plus grande fréquence de recombinaisons
génetiques [36]. La virulence de T. gondii est déterminée sur la base de la DL50 chez la souris et
differe selon que la souche responsable de I’infection est de génotype I, II ou III. Les souches de
génotypes |, telle que la souche RH, sont caractérisées par une importante virulence chez la
souris, entrainant une mort rapide en phase aigue de I’infection. C’est des souches qui ne

s’enkystent qu’exceptionnellement. Les souches de type Il sont moyennement virulentes, ces
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parasites n’induisent la mort en phase aigué qu’a forte dose ou seulement si les souris ont une
sensibilité accrue a l’infection aigue. Elles sont responsables de la phase chronique de la
toxoplasmose. Les souches de type III et atypiques sont d’une virulence intermédiaire entre les
souches de type | et les souches de type Il. Et donc, les souches de type Il et I, moins
virulentes, se caractérisent chez la souris par une infection chronique avec persistance de kystes
intracérébraux. Les différentes souches classées selon ces trois génotypes sont issues de la
prolifération clonale de trois ancétres qui dérivent d'un unique embranchement génétique [37].
Certaines études se sont intéressées a la corrélation entre le type génomique du toxoplasme et les
manifestations cliniques humaines chez les sujets infectés [38]. Aux Etats-Unis, seules les
souches de type | et des souches atypiques sont retrouvées chez les sujets immunocompétents
souffrant d’une toxoplasmose oculaire alors que les souches responsables des infections
congénitales sont majoritairement de type Il [39]. Des croisements entre les souches de type | et
Il et de type Il et Il ont montré que les protéines de Rhoptries ROP18 et ROP16 étaient des
molécules clé de la virulence [40, 41, 42]. En France, chez les patients atteints du SIDA et dans
les cas d’infection congénitale les souches responsables sont majoritairement de type Il [43, 27].
Cependant, les rares cas impliquant des souches de type | ou atypiques laissent supposer une plus
forte pathogénicité de ces génotypes notamment dans les formes graves disséminées et lors
d’infections tardives du 3*™ trimestre de grossesse [44, 45, 46]. Les animaux semblent étre un
réservoir des souches des génotypes Il et 1l du toxoplasme [39]. Cependant, une étude récente
aux USA portant sur 28 souches isolées d’agneaux de moins de 1 an, révele une plus grande
diversité génotypique avec 45,6% des souches isolées appartenant au type I, 15,7% des souches
isolées appartenant au type Il et 38,7% étant des souches atypiques [47]. En France, une étude
menée en Haute Vienne, a montré que les isolats des moutons infectés étaient de type 1l [48]. Au
Brésil, les isolats des poulets infectés sont de type | et 111 [49].

Les principales caractéristiques biologiques et épidémiologiques des génotypes de T. gondii

sont les suivantes [33].
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Type |

Rarement isolé (10% des collections d’isolats)

Origine principalement humaine

Europe, Etats-Unis, Amérique du Sud

Comportement in vivo : virulence importante chez la souris (DL100 est inferieure
a 10 tachyzoites)

Comportement in vitro : fort taux de multiplication, interconversion tachyzoite -

bradyzoite réduite

Type Il

80% des collections d’isolats

Origine humaine et animale (domestique et sauvage)

Europe, Etats-Unis

Comportement in vivo : avirulence, infection chronique chez la souris avec
persistance de kystes tissulaires

Comportement in vitro : faible taux de multiplication, interconversion tachyzoite-

bradyzoite avec formation de kystes en culture cellulaire

Type |11, génotypes recombinants et génotypes atypiques

Rarement isolé

Origine humaine (associé a des toxoplasmoses souvent severes)
Origine animale (hotes sauvages inhabituels)

Zones géographiques peu étudiées (régions intertropicales)
Comportement in vivo : virulence intermédiaire entre types I et 11
Comportement in vitro : peu étudié

Les types Il et 11 sont prépondérants dans les réservoirs du parasite.

Ceci n’est vérifié qu’en Europe et aux Etats-Unis, surtout pour les animaux domestiques.

L’analyse d’isolats provenant d’animaux sauvages et de zones géographiques peu étudiées,

jusqu’a présent, permettrait de redéfinir la prévalence de chaque génotype [50].
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1.2. Caractéres morphologiques
Toxoplasma gondii existe sous trois formes correspondant chacune a une étape bien précise du

cycle évolutif. On décrit une forme proliférative, le tachyzoite, ou le trophozoite et deux formes
de résistances, l'une tissulaire et l'autre dans le milieu extérieur, représentées respectivement par
le kyste et I'oocyste.
1.2.1. Forme vegeétative : Tachyzoite

Le tachyzoite (tachos signifie vitesse en grec) grdce a sa multiplication  rapide,
obligatoirement intracellulaire, est capable d’infecter tous type de cellule [51] avec une affinité
pour le systeme réticulo-histocytaire. C’est la forme libre proliférative infectieuse chez I’hote
intermédiaire (HI). Il a la forme d’un croissant asymétrique mesurant de 5 a 8 um de long sur 2 a
4 um de large, ou d'un arc (toxon en grec) avec une extrémité antérieure effilée et une extrémité
postérieure arrondie (figure 1). L’utrastructure de ce parasite qui est formé d'un complexe
membranaire, montre qu’au niveau de I’extrémité antérieure effilée (complexe apical) on

retrouve le conoide, I’apicoplaste, les rhoptries, les micronémes et les granules denses [52].
e Lecomplexe membranaire

Le parasite est délimité par une pellicule trimembranaire originale constituée par un
plasmalemme continu, doublé intérieurement par un complexe membranaire interne, formé de
vésicules aplaties et absent a I'extrémité antérieure. La partie médiane est interrompue par un

micropore qui correspond a l'invagination de la membrane externe [25].

e Lecomplexe apical
Il représente la structure caractéristique des apicomplexa et est situé a I'extrémité antérieure du
complexe membranaire interne. Il comporte le conoide, les rhoptries, les micronémes et les
granules denses [21].

e Le conoide, élément de mobilité et de pénétration, en forme de tronc de cone
est constitué de structures fibrillaires ou de microtubules (6 a 7) enroulées en
spirale.

e Les rhoptries, au nombre d'une dizaine ou d'une vingtaine, ont une forme de
massue de 1 a 4 um, et sont situées dans le tiers antérieur du parasite. Elles se

regroupent par leurs extremités antérieures en deux ductules pour rejoindre une
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vésicule apicale. Elles ont une fonction sécrétoire avec synthese d'une enzyme
protéolytique jouant un réle dans le mécanisme de pénétration cellulaire [53].
e Les micronémes sont des organites de petite taille, en forme de petits batonnets
localisés dans la moitié antérieure des tachyzoites limités par une membrane.
Ils sont au nombre de cinquantaine et jouent le méme réle que les rhoptries.
e Les granules denses sont des organites cytoplasmiques de 200 um de diameétre,
situés de part et d'autre du noyau.
e L'anneau polaire :
Il est situé a la base du conoide et sert d'insertion a 22 microtubules qui jouent un rdle dans la
contractilité et la mobilité du toxoplasme [24].
e L'apicoplaste
C'est un plastide dérivant d'un chloroplaste ancestral. Son réle est encore mal défini mais
constitue une cible thérapeutique intéressante [54].

Le cytoplasme du tachyzoite contient également des organites classiques dont une
mitochondrie unique ramifiée, un appareil de golgi en avant du noyau, un réticulum
endoplasmique peu abondant, des grains d'amylopectine et des ribosomes se situant

essentiellement dans la partie postérieure.

Le tachyzoite est une forme tres fragile détruite apres 30 mn a 50°C, par la congélation a -
20°C, par la dessiccation et sous l'action du suc gastrique. Mais, le tachyzoite est doué d'une

grande capacité de diffusion et de reproduction [33].
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FigureN° 1: Représentation schématique d’un tachyzoite (a gauche) et d’un bradyzoite

(a droite) de T.gondii [53].

1.2.2. Forme kystique

Le kyste est une forme de latence tissulaire de 5 a 100um (photo 1). Il est sphérique dans les

tissus nerveux, allongé dans les tissus musculaires et peut étre retrouvé au niveau de I’ceil et

d’autres visceres. Le kyste peut contenir plusieurs milliers de bradyzoites (photol), qui découlent

du mot grec brados signifiant lent, ces dernieres sont de structure trés proche de celle des

tachyzoites, mais plus petits et plus résistants, avec un noyau plus postérieur, des micronémes

abondants et de nombreux grains d’amylopectine [55]. La paroi du kyste est formée d’une

membrane doublée intérieurement d’un matériel granulaire condensé en couches homogenes. Elle

est imperméable aux anticorps et aux médicaments actifs sur les bradyzoites [56]. Le kyste est

plus résistant que le tachyzoite. Il survit dans le suc gastrique et & une température inferieure a

60°C, mais il est détruit par la congeélation pendant au moins trois jours, a une température de

67°C pendant 03 mn et partiellement inactivé par la cuisson au micro onde [33].
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Photo N° 1 : Kyste dans du tissu musculaire (Microscope Optique Gx 400) [33].

1.2.3. Forme oocyste

C’est la forme de résistance dans le milieu extérieur mais aussi la forme de dissémination. Il
existe sous deux formes (photo 2) :

1.2.3.1. Oocyste non sporulé

Fraichement émis dans les excréments du chat, il représente le seul stade diploide du cycle
parasitaire. 1l est de forme sphérique mesurant entre 10 et 12 um de diamétre et contenant une
masse granuleuse centrale. L’oocyste va sporuler en 1 a 21 jours, selon 1’environnement [22]. A
25°C, avec une bonne oxygénation et une humidité suffisante il sporule en 48 heures.

1.2.3.2. Oocyste sporulé :

C’est une forme infestante, ovoide de 12 um de long entourée d’une coque résistante
enveloppant deux sporocystes ellipsoides contenant chacun 04 sporozoites haploides de structure
comparable a celle du tachyzoite (photo 2) mais plus petits et plus résistants avec des
micronémes et des rhoptries abondants [25]. Les oocystes sporulés résistent plus d’une année
dans le sol humide, aux agents de désinfection, détergents (eau de javel) et au suc gastrique. Ils
sont par contre détruits par une temperature de 60°C en 01 mn et inactivés de fagcon incompléte

par la congélation [33].
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Photo N° 2 : Oocyste Toxoplasma gondii. : (A) Oocyste non sporulé. (B) Oocyste sporulé
contenant deux sporocystes renfermant chacun quatre sporozoites (fleches) [53].

1.3. Biologie

1.3.1. L’invasion et la formation de la vacuole parasitophore

L’invasion d’une cellule-h6te par T. gondii est un processus qui differe fondamentalement de
la phagocytose ou de ’endocytose induite par des pathogenes intracellulaires comme les virus,
certaines bactéries, ou le parasite Trypanosoma cruzi [57-59]. L’invasion s’accomplit en moins
de 30 secondes et ne déclenche pas de mécanisme particulier chez la cellule-h6te. On parle donc
d’invasion «active », par opposition au mecanisme d’ «invasion induite » par différentes

bactéries.

1.3.2. Description morphologique de I’invasion

Comme la plupart des zoites des Apicomplexa, les formes invasives de T. gondii sont mobiles.
Des parasites dont la motilité est inhibée sont incapables de pénétrer dans une cellule [60]. La
cellule du toxoplasme ne possede ni cils ni flagelles, mais elle est capable de se déplacer sur un
substrat solide selon une polarité antéro-postérieure, par un mouvement de glissement appelé
«gliding» [61]. Ce mode de déplacement, tres conservé chez les Apicomplexa, est
exceptionnellement rapide, atteignant des vitesses de 20 pm/s in vitro [52]. In vivo, le

toxoplasme se déplace par gliding au niveau de 1’organe cible, ce qui lui permet de rentrer en

18



Chapitre 1l. ETUDE EPIDEMIOLOGIQUE

contact avec la cellule hote par son extrémité apicale. A cela s’ajoutent les mouvements du
conoide qui peuvent contribuer a I’apposition de 1’apex du parasite sur la surface cellulaire
[62,63]. Au point de contact avec le conoide étendu, la membrane plasmique de la cellule héte
s’invagine légérement pour former la jonction mobile (JM), a travers laquelle le parasite se
propulse a I’intérieur de la vacuole parasitophore (VP) naissante [63]. La JM est une zone de
contact etroit entre les membranes du parasite et de la cellule hote, et elle est visualisée par une
constriction du toxoplasme qui apparait au p6le apical et progresse le long du parasite en cours de
I’invasion. Cette constriction pourrait résulter des contraintes physiques imposées par la rigidité
du cytosquelette de la cellule héte. La JM se referme sur le parasite une fois que celui-ci est entré,
par fusion de la membrane de 1’héte [63, 64]. La membrane entourant le zoite se pince et se
détache du plasmalemne. Le parasite se trouve alors isolé du cytoplasme de la cellule héte a

I’intérieur de la VP, dont la membrane est principalement issue de la cellule hote.

1.3.3. Mécanismes moléculaires de I’invasion

Si les étapes de I’invasion sont bien caractérisées sur le plan morphologique, les mécanismes
moléculaires qui sous-tendent ces phénomeénes sont moins bienconnus, surtout en ce qui concerne
I’établissement de la JM. Le contenu des micronémes est libéré, suivi par 1’exocytose des
rhoptries, et les protéines contenues dans ces organites sont impliquées dans des fonctions
distinctes coordonnées dans le temps et dans I’espace [51]. La sécrétion des granules denses (GD)
intervient a la fin du processus d’invasion, aprés la formation de la VP, ce qui suggére
I’implication des protéines contenues dans ces organites dans la modification de la VP [65, 66,
51].

1.3.4. Formation de la Vacuole parasitophore

Immédiatement aprés 1’attachement apical, le contenu des rhoptries est exocyté. Méme s’il
n’existe pas de preuve de I’implication des protéines et lipides ainsi libérés dans la formation de
la VP, une corrélation entre cette libération et I’invagination de la membrane plasmique de la
cellule héte a été observée [67], et les protéines de rhoptries sont trouvées en association avec la
membrane de la VP (MVP) dés les premiers stades du développement parasitaire intracellulaire,
ce qui suggere fortement que ces organites sont importants pour la formation de la VVP. Une partie
du contenu des rhoptries est retrouvée dans le cytoplasme de la cellule héte [67]. Le parasite entre

dans la cellule héte au travers de la JM. Les protéines RON du pédoncule des rhoptries ainsi que
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la protéine de micronémes AMAL ont été identifiées comme étant associées a la JM [68]. Au
niveau de cette jonction a lieu un mécanisme de trie moléculaire qui permet 1’exclusion de la
plupart des protéines de la cellule héte. Ainsi, la VP ne posséde plus les molécules régulatrices
qui gouvernent la fusion endocytaire, ce qui explique 1’absence de fusion de la VP avec les
lysosomes. Par contre, les protéines ancrées dans la membrane par un GPI et la plupart des
lipides de la cellule hote peuvent passer la JM. La MVP ainsi formée possede donc une origine

mixte, a la fois parasitaire et cellulaire [69].

1.3.5. Multiplication et différenciation des tachyzoites

— Multiplication

La reproduction asexuée se fait par endodyogénie. Elle commence par un arrondissement de la
cellule et la division de I’appareil de Golgi, le noyau s’étire en fer a cheval, puis bourgeonnement
interne de deux cellules filles qui s’individualisent et ne s’entourent d’'une membrane externe
qu’au moment de 1a sortie de la cellule mére [21]. Les tachyzoites se multiplient ainsi tous les 4 a
10 jours selon les souches, et forment des rosettes. La sortie de la cellule héte est précédée par
une reprise de mouvement du parasite qui traverse la vacuole parasitophore, le cytosol et le
plasmalemme. Ainsi la destruction cellulaire semble étre une lyse cellulaire plutét qu’un
phénomene purement mécanique. En général une cellule hote peut ainsi produire 64 a 256
tachyzoites en deux jours, capables d’infester de nouvelles cellules hotes [25].

— Différenciation
e Enkystement

La réponse immunitaire, a travers les cytokines ou d’autres dérivés de leur action, déclenche la
transformation de la forme proliférative, le tachyzoite en forme quiescente le bradyzoite, mais le
ou les effecteurs impliqués ne sont pas connus. Les situations de stress en culture favorisent le
passage a la forme bradyzoite comme il a été démontré que des effecteurs plus précis, générateurs
d’oxyde d’azote ou inhibiteurs de métabolites mitochondriaux, ont les mémes effets kystogéne in
vitro [70].

e Reéactivation

Parmi bien d’autres, deux aspects de la biologie de Toxoplasma gondii peuvent expliquer le

désenkystement du parasite [70], soit que les kystes générés au cours de I’infection aigue aient

une durée de vie limitée et finissent par libérés les bradyzoites infectieux qu’ils contiennent, et si
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I’héte est toujours immunocompétent, la réponse immunitaire les neutralisent ou les conduisent
aussitot a se réenkystés. Par contre si I’hdte est immunodéprimé, il ne peut plus controler cette
autoreinfestation spontanée et le parasite retourne a une phase proliférative aigue qui pourrait étre
fatale. Soit que I’immunosuppression, a partir d’un certain seuil, provoque 1’éclatement des
kystes et induit activement la réactivation.
1.4. Le cycle évolutif

Il est hétéroxéne avec un hote definitif, le chat, et de nombreux hotes intermédiaires
homéothermes, mammiferes et oiseaux. Le cycle évolutif de T .gondii se déroule en 3 phases, la
premicre chez 1’hote définitif, la seconde dans le milieu extérieur et la troisiéme chez I’hote
intermédiaire (figure 2).

1.4.1. La phase coccidienne

Se déroule chez I’hote définitif, débute dans 1’épithélium intestinal des félins (chat) et
comprend deux modes de reproduction [71,22].

1.4.1.1. La phase asexuée : phase schizogonique

L’ingestion de kystes ou d’oocystes murs par le chat en dévorant des rongeurs hébergeant des
kystes dans leurs muscles et également a partir des oocystes murs souillant ’herbe ou la terre ,
entraine le dékystement du sporozoite ou du bradyzoite qui pénetre dans la cellule épithéliale et
qui devient , par un processus de multiplication asexuée, un schizonte qui grandit et divise son
noyau , donnant naissance a plusieurs mérozoites qui seront libérés pour parasiter de nouvelles
cellules épithéliales[25].

1.4.1.2. La phase sexuée : phase gamogonique

Apres plusieurs schizogonies, certains mérozoites se transforment en gamétocytes donnant
des gamétes males et femelles dont la fécondation aboutira a la formation d’un ceuf diploide
appelé zygote qui s’entoure d’une coque épaisse donnant I’oocyste qui sera éliminé avec les
excréments du chat sous forme immature. L’émission des oocystes s’effectue cing jours apres
ingestion des kystes et vingt jours apres ingestion d’oocyste sporulés [33].

1.4.2. La phase libre : phase de sporulation

Elle correspond a la maturation ou sporulation des oocystes dans le milieu extérieur,
aboutissant a la formation des sporozoites, stades infectants (par division du noyau du zygote).
Les oocystes immatures non sporulés deviennent infectieux (formation des sporozoites) en 1 a 5

jours en fonction de I’humidité et de la teneur en oxygene. Ces oocystes sporulés sont rapidement
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disséminés et conservent leur pouvoir infectant dans le sol et ’eau pendant plusieurs mois
[72,24].

1.4.3. La phase proliférative et formation de kyste

L’ingestion des oocystes sporulés ou de kystes par 1’hote intermédiaire chez qui se deroule le
cycle dans le systéme reticulo-histocytaire(SRH), entraine le dékystement des sporozoites ou des
bradyzoites et leurs libérations dans la lumiére intestinale puis leur conversion en tachyzoites
(phase aigué) qui envahissent les cellules du SRH, transportés par les macrophages qui assurent
leur dissémination [73]. Une phase chronique s’établit aprés différenciation des tachyzoites en
bradyzoites. Ces derniers se regroupent pour former des kystes qui semblent durer toute la vie de

I’hote, plus particuliérement dans les tissus nerveux et musculaires [21].

Tissue cysts containing
bradyzoites In prey

_ Oacysts ingested by
Qocysts contaminating animats
cat licter

Soll, water, and grass
contaminated with cocysts

>1 to 2 days

in
by animals

Tissue cysts containing
bradyzoites in undercaoked
oF raw meats

Organs containing bradyzoites in
tissue cysts or blood containing
tachyzoites

Figure N° 2 : Cycle de T. gondii et voies de contamination de " Homme [74,75].
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1.5. Mode de contamination
Il existe trois voies de transmission horizontale chez I’Homme et une voie verticale qui sont :
e L’ingestion d’oocystes infectieux disséminés dans 1’environnement (eau,
végétaux...)
e L’ingestion de kystes tissulaires contenus dans la viande crue ou peu cuite des
hotes intermédiaires
e Transmission du parasite par des greffes d’organes ou transfusions sanguines de
donneurs infectés [5,76].
e Une voie de transmission verticale de la mére a son feetus par le passage
transplcentaire des tachyzoites [77-79].
1.5.1. Contamination par les oocystes
Cette contamination est essentiellement indirecte par consommation de fruits et Iégumes crus
mal lavés ou d’eau de boisson contaminée, et une hygiéne des mains insuffisante aprés contact
avec le sol (jardinage) ou les animaux.
1.5.2. Contamination par des kystes
La contamination se fait par consommation de viandes fumées, saumurées ou insuffisamment
cuites, les kystes n’étant détruits que par une cuisson de la viande a 67°C ou une congélation
inférieure a —12°C pendant 3 jours au moins. Ce sont également les kystes qui sont impliqués
dans la transmission par transplantation d’organe d’un donneur séropositif pour la toxoplasmose
vers un receveur négatif avant la greffe.
1.5.3. Contamination par les tachyzoites
Le tachyzoite est une forme fragile, détruite dans le milieu extérieur et par le suc gastrique.
C’est la forme impliquée dans la transmission transplacentaire, responsable de la toxoplasmose
congénitale et exceptionnellement chez les receveurs non immuns de greffe de moelle. C’est
également le tachyzoite qui est responsable des exceptionnels cas de transmission par transfusion
[80—82]. Skinner L.J. et al. 1990, Walsh et al. 1999 ont démontré la survie des tachyzoites dans
le lait de chévre non pasteurisé et qui pourrait étre source de contamination [83,84], alors
qu’Euzeby en 1998, supposait que le lait cru renfermait des tachyzoites [85].
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1.6. Prévalence

1.6.1. Dans le monde

Toxoplasma gondii est un parasite cosmopolite. Des études épidémiologiques, chez I’homme
et les animaux, ont montré sa large distribution géographique et sa forte prévalence. Ainsi, la
toxoplasmose affecte environ 30 & 50% de la population mondiale mais le pourcentage de
personnes séropositives pour 1’infection toxoplasmique varie d’un pays a 1’autre (entre 7 et 80%)
[82] en fonction des groupes ethniques, des habitudes alimentaires, notamment du degré de
cuisson des viandes [86], et des conditions d’hygiéne [5] .L’incidence de la toxoplasmose dans la
population générale est difficile a évaluer car I’infection est le plus souvent asymptomatique. Les
données disponibles viennent donc généralement des diagnostiques prénataux, qui ne sont
systématiques qu’en France, en Autriche, en Belgique [3,4] et en suisse ou ces dernieres ne sont
plus systématiques [87]. En Ameérique du Nord [6], en Grande-Bretagne [7], en Scandinavie [8]
et en Asie du Sud-Est [9], moins de 30% de la population semble infectée alors que la
séroprévalence est supérieure a 60 % en Afrique [10-13] et en Amérique Latine [14,15]
(figure3). En France, elle a longtemps été élevée [16](82% en 1960, 66% en 1982), mais elle a
diminué réguliérement depuis 40 ans pour atteindre 54% en 1995[ 88] et 44% en 2003 [17-19].
Le risque de transmission au foetus dépend donc de la prévalence de l'infection antérieure et de
I'incidence chez les femmes enceintes non immunes susceptibles au T. gondii [89]. La
connaissance sur la prévalence chez ce groupe de femmes est d'une grande importance en regard
de sa pertinence dans les décisions de mise en place de stratégie de prévention. Les Tableaux (I,
I1, 111) présentent quelques données sur la seroprévalence de la toxoplasmose chez les femmes
enceintes et en age de procréer a travers certaines régions du globe. Une grande partie de cette
information provient de I'Europe et d’Amérique, particuliérement de la France, et des Etats-Unis.
Par contre il y a tres peu d'études de population réalisées au Canada pour se prononcer clairement

sur la prévalence de cette infection.
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Figure N°3: Répartition mondiale de la prévalence de la toxoplasmose[23].
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Tableau N° 1 : séroprévalence de la toxoplasmose en Europe [ 90] .

... Années Talledela Méthode Séropréva- -
Pays Population étudiée . . . . Référence
détude population sérologique lence (%)
Europe
Royaume Uni - Eastern femmes enceintes 92 13328 ELISA 8,1 Allain, 1998
Royaume Uni - Sheffield | femmes enceintes | §9-92 1621 LAT 9.9 Zadik, 1995
Norvége femmes enceintes | 92-93 35 940 ELISA 10,9 Jenum, 1998
Suéde nouveau-nés 97-98 40 978 ELISA 18 Petersson, 2000
Finlande femmes enceintes | 68-89 16733 ELISA 203 Lappalainen, 1992
Danemark femmes enceintes | 92-96 89 873 ELISA 2748 Lebech, 1999
Espagne - sud femmes enceintes | 91-93 6 454 ELISA 30 Gutierrez, 1996
Espagne - Barcelone femmes enceintes | 95-98 3547 nd 395 Munoz, 2000
Pays Bas femmes enceintes 99 500 ELISA H Vlaspolder, 2001
Slovénie femmes enceintes | 96-99 21270 IFA M4 Logar, 2002
République Tchéque femmes 16-54 ans |  84-86 31392 DT 35 Hejlicek, 1999
Gréce femmes enceintes | < 96 914 nd 3 Lolis, 1996
Italie - Naples femmes enceintes | 91-94 3518 ELISA 40 Buffolano, 1996
[talie - Parme adulte 87-91 19432 ELISA 485 Valcavi 1995
Roumanie femmes enceintes | 68-95 11170 IFA DAT 415 Petersen, 2001
Allemagne - Wirzbourg femmes enceintes | §9-90 2104 DAT 416 Roos, 1993
Allemagne - Mecklenburg générale 94-96 4854 ELISA 59 Fiedler, 1999
Autriche femmes enceintes 97 4 601 plusieurs 42 Moese, 1998
Pologne nouveau-nés 98-00 2 656 DAT 437 Paul, 2001
Suisse femmes enceintes | 90-91 9059 ELISA 46,1 Jacquier, 1995
Belgique femmes enceintes 90 784 ELISA 50 Luyasu, 1997
France femmes enceintes 95 13459 plusieurs 543 Ancelle, 1996
Hongrie femmes enceintes 94 2221 CFT 69 Szenasi, 1997
Yougoslavie femmes 1545 ans | 86-91 1157 DT 774 Bobic, 1998
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Tableau N°2 : séroprévalence de la toxoplasmose en Amérique [ 90]

. Années Talledela  Méthode  Séropréva- ”
Pays Population étudiée . L Raférence
détude  population sérologique lence (%)

Amériques
USA 0énérale == 12ans| 6694 | 17658 | ELISA 205 Jones, 2001

- (et 404 173

-5l 1831 228

- Midwest 3021 205

-nord est 2 260 292
Chil Qenérale 6294 | 16317 IHA 369 Contreras, 1996
Jamaique femmes enceintes | 86 1 604 ELISA o Prabhakar, 1991
Argentine femmes enceintes | 92-94 | 3049 IFA 269 Fuente, 1997
Brésil femmes enceintes | 2000 | 1261 ELISA 298 Varella, 2003
\enezuela 0enérale <[ U IHA 63 Diaz-Suarez, 2003
Colombie femmes enceintes | 91-92 037 IFA 67 Gomez-Marin. 1997
Mexique 0enérale <9 100 ELISA 69 | Gongora-Biachi, 1998
Cuba femmes enceintes | 9091 | 553 ELISA 109 | Gonzalez-Morales, 1995
Costa Rica 0enérale <9 1234 IFA 16 Anias, 1996
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Tableau N°3 : séroprévalence de la toxoplasmose en Afrique [90] .

Années

Taille de la

Méthode  Séropréva-

- FFLETTIBI détude  population sérologique lence (%) LRI
Afrique
Niger geénérale 92 kTH IFA 18 Julvez, 1996
Afrique du Sud (énérale <97 10226 nd 21 Joubert, 1997
Tanzanie femmes enceintes | 89-91 849 0T 35 Doehring, 1995
Sénégal femmes enceintes | 93 353 ELISA 402 Faye, 1998
Eqypte femmes enceintes | <96 150 IHA 43 El-Nawawy 1996
Libye femmes enceintes | < 91 369 IHA 474 Kassem, 1991
Rep. Centrafricaine générale 96-96 1953 ELISA 506 Morvan, 1999
Bénin femmes enceintes | 93 211 ELISA o Rodier, 199
Tunisie générale <01 1421 | IFA ELISA| 584 Bouratbine, 2001
(abon femmes enceintes | 95-97 167 LAT 712 Nabias, 1998
Ethiopie générale <03 1016 ELISA 744 (Guebre-Xabier, 1993
Togo femmes 13-55ans | <91 618 ELISA 75 Deniau, 1991
Nigéria femmes enceintes | <96 352 0T 754 Onadeko, 1996
Cameroun femmes enceintes | 69-90 192 ELISA 171 Ndumbe, 1992
Madagascar femmes enceintes | 92 599 ELISA 835 Lelong, 1995
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Tableau N°4 : séroprévalence de la toxoplasmose en Asie —Océanie [ 90] .

... Années Tailledela Méthode Séropréva- .
Pays Population étudiée . . . Référence
d'étude  population sérologique lence (%)

Asie - Océanie
Corée générale 2000 1109 ELISA 6.9 Lee, 2000
Chine - Lanzou femmes enceintes | <97 1250 IHA 7.3 Zhang, 1997
Chine - Chengdu femmes enceintes | <95 1211 ELISA 39,1 Sun, 1995
Inde - Delhi femmes enceintes | 86-91 2075 IFA 7.1 Mittal, 1995
Inde - nord femmes enceintes |  96-97 503 ELISA 415 Akoijam, 2002
Thailande femmes enceintes 96 1200 DT 13,2 Chintana, 1998
Pakistan femmes enceintes | <96 240 IFA 17 Pal, 1906
Emirats Arabes Unis femmes enceintes g7 1503 ELISA 229 Dar, 1997
Nouvelle Zélande femmes enceintes | <04 500 ELISA 33 Morris, 2004
Australie femmes enceintes | 86-89 10 207 DAT 35 Walpole, 1991
Bangladesh femmes enceintes | <98 286 ELISA 385 Ashrafunnessa, 1998
Turquie - Malatya femmes 1745 ans | 92-95 996 ELISA 39,9 Durmaz, 1995
Turquie - région égéenne | femmes enceintes | 91-95 2287 IFA ELISA 59 Altintas, 1997
Malaisig femmes enceintes | 2002 200 ELISA 45 Nissapatorn, 2003
Iran générale < 97 13018 IFA 51,8 Assmar, 1997
Népal femmes 16-36 ans | 95-96 345 ELISA 554 Rai, 1998

IFA, immunofluorescence indirecte ; ELISA, immunoenzymologie ;DT, dye test ; IHA, hémagglutination indirecte : DAT,
agglutination directe ; LAT, agglutination au latex ; CFT, fixation du complément ; nd, non précisé.
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1.6.2 .En Algérie

La situation en Algérie est méconnue. En effet, la séroprévalence serait autour de 50% mais
aucune etude, a I'échelle nationale, n'a été entreprise afin de I'évaluer et encore moins pour
I'évaluation des facteurs de risque. Neanmoins, quelques études épidémiologiques dans le cadre
de mémoires de fin d'étude (Résidanat) et de doctorat d'état en sciences médicales ont permis
d'avoir une idée sur cette séroprévalence. La comparaison de ces études entre elles est difficile
pour plusieurs raisons :

e L’¢chantillonnage n’est pas le méme pour toutes les études ;

e Lagrande variété des tests sérologiques utilisés ;

e Le titre d’anticorps considéré comme seuil de spécificité varie selon les techniques et

les réactifs.

D’une fagon générale, on peut considérer que les séroprévalences observées sont inférieures a la
prévalence réelle de la toxoplasmose ; de nombreux réactifs manguent de sensibilité pour détecter
des taux faibles d’anticorps qui témoignent pourtant d’une infection préalable et dans la plupart des
cas cette prévalence concerne une population et une région limitée; elle n’est donc pas

représentative d’une situation nationale. Le tableau V résume les différentes études.

30



Chapitre 1l. ETUDE EPIDEMIOLOGIQUE

Tableau N° 5 : séroprévalence de la toxoplasmose en Algérie

Référence Période d'étude Séroprévalence
Balazet, 1955 1955 10%
Lamari, 1974 1969 a Décembre 1973 53,2%
Schneider & coll, 1977 1969 a Décembre 1973 53,2%
Bouchene, 1981 Septembre 1978 a fevrier 1981 57,71%
Hassani, 1991 Janvier 1986 a décembre 1991 38%
Bourouba & Kadour, 1992 Janvier 1991 a Décembre 1992 44%
Chellali &Benabdelmoumene, 93 1993 40,75%
Ouabadi.F, 1995 Septembre 94 a avril 1995 58% ELISA
35,33% IFI
Tiarit.S, 1996 Octobre 1995 a juin 1996 41,88%
Fendrri. A.H, 1999 Septembre 1995 a juillet 1996 50,11%
Bouchene, Bachi & Groubdji Janvier 98 a 31 décembre 2001 46,57%
Benyahia.N, 2005 Juillet, Aodt et Septembre 2005 51,38%
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1. Réponse immunitaire au cours de la toxoplasmose

Chez I’héte immunocompétent, 1’infection a T. gondii est contrdlée essentiellement par
I’immunité a médiation cellulaire [91] . Néanmoins, I’immunité a médiation humorale intervient
également [92-93]. Pour contrdler I’infection, les cellules T activées interviennent aussi bien a la
phase aigué qu’a la phase chronique de I’infection [94—95]. Les cellules T CD8+ sont les cellules
effectrices dont le rble est de maitriser la multiplication du parasite [94] tandis que les
cellulesTCD4+ produisent de I’IFN-y et régulent la réponse immune développée contre le
parasite[95-96]. Les macrophages (M®) et les Natural Kkiller (NK) sont la premiére ligne de
défense contre le parasite pendant la phase aigué de I’infection [97—98]. Pendant cette phase, la
séerétion de I'IL-12 (Interleukine 12), par les macrophages, les neutrophiles et les cellules
dendritiques permettra 1’induction d’une réponse immune efficace contre le parasite assurée par
la différentiation des cellules T précurseurs en cellules T helper 1 (Th1) [99-101]. L’IL-12 et
I’IFN-y sont les cytokines majeures de la réponse innée, cependant I’IFN -y est également une
cytokine majeure de la réponse adaptative. L’immunité acquise lors de la primo-infection
contrdle la réactivation ultérieure des parasites enkystés [102].
2. Réponse innée naturelle

L’infection toxoplasmique se traduit par la mobilisation des leucocytes polynucléaires (PN)
qui regroupent les neutrophiles, les basophiles et les éosinophiles sur le site de I’infection. Ces
cellules immunorégulatrices recrutent les cellules dendritiques (DC) via la production de
chimokines, initient leur contact avec les parasites ou les antigénes et produisent des cytokines
pro-inflammatoires telles que I’IL-12 (Interleukine 12) et le TNF-a (Tumor Necrosis Factor a)
qui activent les DC. Cette production est dépendante du récepteur CXCR2 (CXC Chemokine
Receptor 2) de I’IL-8 impliqué dans le chimiotactisme. Les DC activées sécrétent en retour de
I’IL-12 [103]. Différentes voies de signalisation, actuellement en cours d’étude, contrdlent la
production d’IL- 12 par les neutrophiles et les DC. Ces voies sont initiées, par la reconnaissance
de plusieurs molécules parasitaire, notamment le glycosyl phosphatidyl inositol (GPI), des
protéines de surface parasitaire (protéines SAG, essentiellement), une profiline et une

cyclophiline de 18 kDa (Cy-18) qui est sécrétee par les parasites, extracellulaires, par plusieurs
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récepteurs, en surface des neutrophiles et/ou des DC tels que les récepteurs TLR (Toll-like
receptor, notamment les TLR2, 4 et 11) et le récepteur aux chimokines CCR5 (C-C motif
Receptor 5). Ces voies conduisent pour la plupart, a I’activation de la voie de signalisation
dépendante d’une protéine ou des voies NFkB (Nuclear Factor kappa beta) et MAPK (Mitogen
Activated protein Kinase) qui induisent, la transcription des génes des cytokines pro-
inflammatoires telles que ’IL-12 et le TNF-a. Ces mécanismes qui pourraient étre, codépendants,
expliquent en partie la capacité du parasite a induire une forte réponse cellulaire Thl [104 —108].
L’IL-12 sécrétée par les DC active les cellules Natural Killer (NK) productrices d’IFN[Jy.
L’IFNy active les M® qui, avec les DC produisent, des intermédiaires de 1’oxygéne ou de 1’azote
(RNIs et ROISs) et du TNF et possedent ainsi une activité toxoplasmicide. De plus, les M® activés
phagocytent les microorganismes et les dégradent rapidement dans le phagolysosome [109]. Ils
clivent et présentent les antigenes peptidiques via les molécules du CMH de type I et Il a la
surface cellulaire et activent les cellules T CD4+ et CD8+ spécifiques. Les M® et les DC
assurent ainsi le lien entre I’immunité innée et I’immunité adaptative [110]. En parallele, les DC
infectées par Toxoplasma migrent vers les ganglions lymphatiques mesentériques ou elles
alertent le systéme immunitaire adaptatif de 1’hote via la production d’IL-12 [111]. Les DC
possedent donc, un réle cellulaire central dans I’initiation de 1’activation des cellules T et dans la
conduite de la différentiation Th1.
3. Réponse acquise
3.1. Réponse humorale

L’infection par Toxoplasma gondii génére une réponse humorale impliquant des anticorps de
différents isotypes IgM, 1gG, IgA et IgE dirigés contre les antigénes somatiques et /ou sécrétés-
excrétés. Ces anticorps représentent un moyen de défense contre les tachyzoites extracellulaires
par une lyse en présence du complément ou par opsonisation via les macrophages. Ces anticorps
circulants persistent toute la vie et sont des marqueurs de 1’infection toxoplasmique [112].

3.2. Réponse cellulaire

C’est le facteur majeur de résistance contre I’infection toxoplasmique. L’1L-12 produite par
les neutrophiles, les DC, les NK et les M® active les voies de signalisation STAT (Signal
Transducer and Activator of Transcription) qui initient la différentiation des lymphocytes T vers
une voie Thl. En réponse a cette activation, les cellules Thl proliférent et sécretent de I'IFNa.

Cette production est accentuée par diverses cytokines telles que le TNF-a. L’IFN y produit va
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induire la synthése d’effecteurs antiparasitaires [105]. Parmi ces effecteurs antiparasitaires, les
GTPases p47 s’accumulent au niveau de la VP de Toxoplasma. Ces accumulations sur la
membrane délimitant la VP (MVP) provoquent I’indentation puis la vésiculation de cette
derniere. A son point culminant, ce processus entraine la rupture de la VP, puis dénude le parasite
de sa membrane plasmique. Les parasites sont enfin enveloppés dans les vacuoles analogues aux
autophagosomes qui finalement fusionnent avec les lysosomes de la cellule hote [113,114].
Produites en exces, les cytokines pro inflammatoires (IL-12, TNF-a, IFN 7y) deviennent toxiques
et sont impliquées dans la pathologie de I’hote et désavantagent donc le parasite en diminuant ses
chances de transmission. Ainsi, la létalité des souches parasitaires de type | pourrait provenir en
partie d’une surinduction de cytokines protectrices de type [. Deux mécanismes anti-
inflammatoires indépendants pallient a cette surproduction de cytokines : 1’IL-10, produite par
les DC, les M® et les cellules T, inhibe la lipoxine A4 (LXA4), produite par les MO, paralyse
transitoirement les DC en empéchant leur migration et leur production d’IL-12 [81]. Ces deux
mécanismes contribuent de ce fait a la survie parasitaire et a I’installation de 1’infection [105].

4. Influence de la gestation sur la réponse immunitaire maternelle

Les modifications hormonales liées a la grossesse génerent une réponse immunitaire de type
Th2 au détriment d'une réponse Thl protectrice ce qui favorise le passage transplacentaire du
toxoplasme alors que les cellules NK induisent une protection partielle.

Chez le feetus, I'immaturité du systéme immunitaire favorise l'infection toxoplasmique, du fait
d'une production de cytokines minime et un faible taux de cellules mémoires. Les réponses
cellulaires sont orientées vers un profil Th2, ainsi au cours du premier trimestre de la gestation,
les cellules T présentent une faible reconnaissance antigénique qui est a I'origine de phénomeénes
de tolérance vis-a-vis de Il'antigéne toxoplasmique. 1l en résulte une faible réponse

lymphoblastique lors de la phase aigue de l'infection d’ou la gravité des 1ésions [115,116].
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1. Toxoplasmose acquise

La premiére phase correspond a la phase de dissémination dans 1’organisme, quel que soit le
mode de contamination. Les toxoplasmes pénétrent dans les cellules du systeme
histiomonocytaire et s’y multiplient, libérés ils envahissent les cellules voisines diffusant ainsi
dans tout I’organisme. Le foie est le premier organe atteint, le toxoplasme se multipliant dans les
hépatocytes. Les tissus lymphoides, le poumon, le cerveau, le tissu musculaire et la rétine sont
ensuite le siege de la multiplication.

Cette phase de dissémination dure environ 1 & 2 semaines chez un sujet immunocompétent.
Lors de la deuxiéme phase interviennent les défenses immunitaires de I’hote, les tachyzoites sont
lysés dés qu’ils sont libérés. Mais, dans les organes pauvres en anticorps, (ceil, cerveau) la
diffusion se poursuit.

Lors de la phase chronique (troisieme phase), les bradyzoites demeurent intracellulaires a
I’intérieur des kystes. Ils continuent a s’y multiplier puis entrent dans un état de quiescence qui
dure de nombreuses années. Les kystes se forment dans tous les tissus mais sont plus nombreux
|4 ou la multiplication du parasite a été le plus longtemps tolérée (ceil, systéme nerveux central).
2. Toxoplasmose congeénitale

La toxoplasmose congénitale est la conséquence d’une toxoplasmose maternelle acquise au
cours de la grossesse. Elle peut étre a 1’origine d’avortements spontanés ou de malformations
[117]. La transmission est déterminée par le passage transplacentaire du parasite au cours d’une
parasitémie maternelle suite & une primo infection. Cette transmission parasitaire dépend de la
structure et de I’irrigation placentaire, le placenta pourrait donc retarder la transmission
parasitaire de la mére au feetus de plusieurs semaines apres une séroconversion maternelle [118].
En France, I’incidence annuelle des séroconversions chez les femmes enceintes a été estimée
entre 6,6 et 14,8 pour 1000 grossesses soit entre 2800 et 6000 par an [88]. Les cas de
toxoplasmose congénitale concernent un a deux nouveau-nés pour 1000 naissances, soit une
estimation de I’ordre de 1000 cas annuels. La fréquence de transmission materno-foetale est
proportionnelle a la taille du placenta au cours de la grossesse, alors que la sévérité des lésions est

liée a I’dge du feetus au moment de I’infection maternelle [72]. En effet, pendant le premier
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trimestre de la grossesse, le risque de transmission materno-feetale est faible (entre 1,4 et 11 %).
Cependant, les foetus contaminés sont exposés a des 1ésions graves [78] entrainant le plus souvent
un avortement spontané. Pendant le deuxiéme trimestre, le risque de transmission s’éléve a 13,8
et 40% car la barriere placentaire est moins efficace. Les lésions demeurent importantes :
malformations majeures (hydrocéphalie), sequelles cérébrales (encéphalo-méningo-myélite,
calcifications intra-craniennes), cardiaques, oculaires (choriorétinite) ou neuromusculaires. Au
cours du troisieme trimestre, la probabilité de transmission materno-foetale est importante (50 a
83%), I’enfant est souvent asymptomatique a la naissance (formes infracliniques ou retardées)
[82]. Il y a également des cas de réinfestation par de nouvelles souches [119,120] et par les
oocystes [121].
3. Toxoplasmose de 'immunodéprimé

Un nombre croissant de cas de toxoplasmose s’observe chez les sujets atteints de déficits
immunitaires congénitaux ou acquis (SIDA) ou soumis a des traitements immunosuppresseurs
[122]. 11 peut s’agir de primo-infection mais plus fréquemment de réactivation d’une
toxoplasmose chronique due a I’effondrement de I’immunité [123]. L’encéphalite toxoplasmique
est la manifestation la plus fréquente, prés de 80% des cas, comme elle est le résultat d’une
nécrose entourée d’une importante réaction gliale riche en tachyzoites mortelle en I’absence d’un

traitement approprié [124,125].
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1. Aspects cliniques de la toxoplasmose
La toxoplasmose est souvent bénigne chez I’immunocompétent mais redoutable chez le feetus,
le nouveau né et le sujet immunodéprimé. Elle peut étre acquise ou congénitale.
1.1. La toxoplasmose acquise
1.1.1. La toxoplasmose acquise chez ’'immunocompétent
La toxoplasmose est cliniqguement inapparente dans environ 80% des cas, de découverte
fortuite lors des examens systématiques prénuptiaux ou prénataux [5, 126], comme elle peut se
présenter sous diverses formes cliniques en fonction de la virulence de la souche parasitaire et le
statut immunitaire du sujet parasité.
1.1.1.1. La toxoplasmose inapparente
Appelée aussi asymptomatique, sérologique ou latente, sa survenue est cliniqguement
inapparente dans 80% des cas, découverte fortuitement lors d’un examen systématique[5].
1.1.1.2. La toxoplasmose ganglionnaire
C’est la forme clinique la plus fréquente, elle représente 15 a 20% des cas et est caractérisee
par la présence d’adénopathies, le plus souvent localisées dans la région cervicale ou occipitale.
Les ganglions peuvent étre volumineux, €lastiques mais restent indolores et n’évoluent jamais
vers la suppuration. S’y associent une asthénie, souvent intense et prolongée, une fievre modérée
et parfois des myalgies. Ces symptdmes peuvent persister plusieurs mois avant de régresser
spontanément sans traitement [127].
1.1.1.3. Les atteintes oculaires
Les infections oculaires ont longtemps été considérées comme exceptionnelles chez les sujets
immunocompétents. Elles peuvent étre contemporaines ou correspondre a une réactivation locale
de kystes résiduels de la primo infection [128]. Dans son évolution, la toxoplasmose est le plus
souvent latente, malgré la persistance des kystes dans les tissus. L’investigation de plusieurs
épidémies de toxoplasmose a permis de montrer une incidence nettement plus élevée de
rétinochoroidites consécutives a une primo-infection toxoplasmique. En dehors des situations
épidémiques, cette fréquence reste probablement sous-estimée dans la population générale, en

raison des difficultés du diagnostic de la toxoplasmose oculaire.
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1.1.1.4. La toxoplasmose severe
Elle est souvent associée a la toxoplasmose ganglionnaire, des atteintes cutanées a type
d’exantheme et des atteintes viscérales, hépatique, myocardique, pulmonaire, ou neurologique
peuvent étre, observees [129].
1.2. La toxoplasmose acquise chez I'immunodéprimé
Chez les patients présentant un déficit trés profond de I’immunité, 1’hypotheése d’une
dissémination hématogéne faisant directement suite a I’infection a été évoquée dans quelques cas
de toxoplasmose cérebrale ou de toxoplasmose pulmonaire [130]. Les formes les plus graves de
toxoplasmose de I’immunodéprimé sont consécutives a la réactivation d’une infection acquise
antériecurement a I’immunodépression. L’atteinte cérébrale est de loin la plus fréquente [131].
Une choriorétinite peut également s’observer chez les sidéens, elle est souvent associée a une
localisation cérébrale [23].
1.2.1. La localisation cérébrale
L’encéphalite toxoplasmique focalisée est la manifestation clinique la plus fréquente chez les
malades immunodéprimés [124, 132]. Elle associe de la fievre avec des symptdmes divers tels
que céphalée, déficit moteur ou sensitif et troubles psychiatriques [132,130]. Au niveau du
cerveau, I’imagerie montre un ou plusieurs abces [122].
1.2.2. La localisation pulmonaire
Elle est peu fréquente mais d’une extréme gravité. Elle est observée chez des patients
profondément immunodéprimés et se présente sous forme d’une pneumopathie [133].
L’évolution est fatale en quelques jours [134].
1.2.3. La localisation oculaire
Chez les patients immunodéprimés la localisation oculaire est la deuxieme, apres la
toxoplasmose cérébrale a laquelle elle est associée dans 10 a 20% des cas [135-137]. Les
choriorétinites sont plus étendues et plus hémorragiques que chez les patients

immunocompétents [138].
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1.2.4. Les autres localisations et formes disséminées
Elles surviennent quant le taux de CDy est inferieur & 50 éléments/mm? et sont secondaires a la
dissémination hématogene du parasite et provoque une atteinte polyviscérales [139].
1.3. La toxoplasmose congénitale
Elle résulte du passage trans-placentaire des parasites circulant dans le sang lors de la primo-
infection sur grossesse. L’immaturité du systéme immunitaire du feetus 1’empéche alors de
combattre efficacement le parasite. La probabilité de transmission du parasite au feetus augmente
au cours de la grossesse alors que la gravité de I’atteinte feetale diminue [140]. 1l est classique de
décrire trois formes cliniques :
1.3.1.La toxoplasmose tertiaire du premier trimestre de grossesse
C’est la toxoplasmose congénitale grave, liée a une transmission en début de grossesse. Sa
conséquence est un nouveau-né, précocement contaminé, porteur de lésions séquellaires du
systeme nerveux central a type d’hydrocéphalie et de calcifications intracraniennes et une
chorioritinite [21 ,141]. D’autre part la transmission en début de grossesse, peut étre responsable
soit d’avortement spontané , de mortalité néonatale ou exceptionnellement de la naissance d’un
nouveau-né apparemment sain dont I’atteinte se révéle dans les semaines a venir [82] .
1.3.2. La toxoplasmose secondaire du deuxiéme trimestre de grossesse
Si la transmission materno-foetale du parasite intervient au deuxiéme trimestre, le tableau a la
naissance est celui d’une encéphalite évolutive. Les signes cliniques sont neurologiques. Si
I’évolution n’est pas fatale, le nouveau-né est expose a des Iésions nerveuses irréductibles. Les
formes infra cliniques ou bénignes sont fréquentes [82].
1.3.3. La toxoplasmose primaire du troisiéme trimestre de grossesse
Elle est secondaire & une transmission materno-foetale au cours du 3°™ trimestre de la
grossesse, les effets sur le foetus sont alors moins sévéres. Cependant, il risque de présenter une
symptomatologie poly- viscérale extraneural, un ictere néonatal, généralement réversible,
accompagne de splénomégalie et de symptdmes oculaires [142,82]. La forme la plus fréquente est
la toxoplasmose congénitale infra clinique qui s’exprime a 1’adolescence par des atteintes

chorioretiniennes.
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1.4. La toxoplasmose et greffes d’organes
Les greffes qui sont mises en cause dans les affections toxoplasmosiques généralisées sont
celles du ceeur, du rein, de la moelle osseuse et du foie [143,144]. Le degré d’immunodépression,
et le greffon sont deux indicateurs de I’infection toxoplasmique, on peut assister a une
réactivation d’une infection latente dans le cas d’une greffe de moelle osseuse, ou une infection

primaire par le greffon cardiaque ou pulmonaire parasité [145].
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Suivant le contexte clinique, le diagnostic biologique de la toxoplasmose repose sur la mise en

évidence des anticorps spécifiques et / ou sur I'isolement du parasite ou de I'ADN parasitaire.
1. Diagnostic direct : Parasitologique
1.1 Examen direct

Le diagnostic parasitologique de la toxoplasmose repose sur la mise en évidence du
toxoplasme sur divers prélevements par différentes méthodes. 1l est realisé sur le liquide
amniotique, le sang du cordon et le placenta, dans le cadre du diagnostic d’une toxoplasmose
congénitale, sur le sang périphérique, la moelle osseuse, le LCR, le LBA et la biopsie cérébrale
chez le sujet immunodéprimé et sur I’humeur aqueuse dans le diagnostic d’une choriorétinite
[146].

La recherche de tachyzoites ou de kystes sur frottis ou apposition est possible aprés coloration
au May Grinwald Giemsa (MGG), immunofluorescence directe ou immunocytochimie, mais la
détection des parasites est difficile quant la charge parasitaire est faible.

1.2. Inoculation a I’animal

Cette technique demeure aujourd’hui encore une technique de référence pour isoler les
toxoplasmes viables. Elle est basée sur la recherche des anticorps sur le sang de 1’animal (souris
blanche) 3 a 4 semaines aprés I’inoculation des produits pathologiques et toutes les sérologies
positives sont confirmées par la recherche de kystes dans le cerveau. L’inoculation a la souris
fournit des résultats tardifs, mais elle conserve des avantages majeurs : une bonne sensibilité, une
specificité de 100%, une confirmation objective des résultats de la biologie moléculaire, voire
une complémentarité des résultats de la PCR [147-149]. Elle permet I’isolement des souches
pour les études épidémiologiques.

1.3. Culture cellulaire

La culture est habituellement faite sur des cellules fibroblastiques, type MRC5, mais d’autres
types cellulaires peuvent étre employés (HelLLa, THP1, TG180, etc.). La recherche du
toxoplasme en culture cellulaire est une technique relativement rapide (3 a 5 jours au minimum)
mais sa sensibilité est inférieure a celle de I’inoculation a la souris et a celle de la PCR [150,151].

Cette technique est actuellement abandonnée au profit des techniques de biologie moléculaire.
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1.4. Techniques de biologie moléculaire

De nombreux progres dans le diagnostic de la toxoplasmose ont été réalisés grace a la PCR.
Cette technique peut étre réalisée sur de nombreux prélevements tels que le liquide amniotique, le
sang, le LCR, le LBA et humeur aqueuse. Elle permet d’obtenir a partir d'un fragment d'ADN
(séquences cibles : le gene B1, B30, TGRE1, ou SAG1) des milliers de copies identiques a ce
fragment. Un choix consensuel s’est établi pour le géne Blpour sa spécificité et sa répétition au
niveau du génome de Toxoplasma gondii [152].

Actuellement, la PCR en temps réel se développe et permet la quantification de I’ADN présent
dans les échantillons [153—155]. Les applications de la PCR dans le diagnostic d'une infection
toxoplasmique concernent principalement le diagnostic anténatal et néonatal d’une toxoplasmose
congénitale [147,148, 156 ,157] et le diagnostic d’une toxoplasmose disséminée chez les patients
immunodéprimés [158 —162]. En revanche, elle n’a pas d’indication dans le cadre de la
toxoplasmose chez le patient immunocompeétent, sauf dans de rares exceptions [146].

1.5 Diagnostic indirect : sérologique

La sérologie représente la base du dépistage et du diagnostic de la toxoplasmose. La mise en
évidence des anticorps spécifiques 1gG, IgM et IgA permet de dater I’infection, d’orienter la
thérapeutique ou de proposer des mesures prophylactiques.

2.1. Source d’antigene
La cellule toxoplasmique est de structure complexe pourvue d’une mosaique antigénique
dont :
e Les antigénes membranaires ;
e Les antigenes cytoplasmiques ;
e Les antigénes métaboliques appelés Ag excreété / sécrété.

Les Ag sont préparés a partir de toxoplasmes entretenus sur souris blanches saines de 20 a 25
g, par inoculation intra-péritonéale de la souche RH de Sabin. L'Ag sera préparé a partir de
I'ascite obtenue, de souris sacrifiées 48 a 72 heures apres leur inoculation. Cette ascite servira
¢galement au repiquage de la souche sur d’autres souris permettant ainsi le maintient de la source
d’antigéne. D’autres procédés d'obtention d’antigénes en grandes quantités utilisent les cultures

in vitro.
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Deux types d'Ag sont utilisés:

e Les antigenes figurés qui sont le toxoplasme entier, vivant ou tué, dans ce cas la
membrane du tachyzoite intacte sert d’Ag. Cing molécules remarquables ont été
identifiées a sa surface. La protéine 30 KD (P30) est la plus abondante et constitue
5% des protéines totales, c’est une molécule remarquable en raison de la rapidité et de
la constance de la réponse immunitaire quelle provoque au cours de la primo infection
toxoplasmique et la toxoplasmose congénitale.

e Les antigenes solubles ou extraits antigéniques qui contiennent soit la totalité des
constituants du toxoplasme soit un seul constituant. Le toxoplasme est soumis a un
cycle de trois congélations / décongélations successives suivies d’ultrasonication pour
obtenir des antigénes mixtes (membranaires et cytoplasmiques) ou une lyse
osmotique pour isoler les antigenes cytoplasmiques.

Les techniques sérologiques font appel a ces deux types d’antigenes [163].
2.2. Les techniques utilisant des antigénes figurés
2.2.1. Le dye test : test de lyse (test de Sabin et Feldman)

Mis au point en 1948, le Dye test, ou test de lyse, ou test de Sabin et Feldman (SFT), consiste
a mettre en présence une suspension de toxoplasmes vivants avec le sérum a tester et du
complément de sérum non immun. L’usage d’un colorant vital permet de déterminer le
pourcentage de toxoplasmes vivants [164]. Une variante introduite par Desmonts en 1955
remplace la coloration vitale par la lecture en contraste de phase. La technique est basée sur
I’observation de la lyse des toxoplasmes vivants. La réaction est considérée comme positive
quand 50 % de toxoplasmes sont morts, cette lyse est déterminée par la perte de 1’affinité
tinctoriale pour le bleu de méthyléne selon Sabin et Feldman ou perte de la réfringence en
contraste de phase selon Desmonts [165].

e Avantages et inconvénients

C’est une technique de lecture difficile, tres sensible avec un seuil de positivité de 2Ul/ml
détectant des anticorps précocement (huit jours apreés le début de I’infection). Cependant
I’entretien d’une souche de toxoplasme sur souris blanche ou par culture cellulaire et une source
de complément par du sérum humain frais sans anticorps anti-Toxoplasma gondii et sans action

Iytique spontanée constituent la grande limite.
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2.2.2. L’immunofluorescence indirecte(IFI)

Décrite par Goldman en 1957, cette technique utilise des tachyzoites formoleés et fixes sur une
lame a spot. Aprés incubation des sérums a différentes dilutions, la fixation des anticorps(Ac)
spécifiques sur I’antigéne aboutit a la formation du complexe Ag-Ac qui sera révélé par une
antiglobuline marquée a la fluorescéine.

La réaction est quantitative, elle utilise des antigammaglobulines totales (détection des IgM,
IgA, IgE et plus particulierement les IgG) avec un seuil de spécificité de 8 a 10 Ul/ml.

Le test de Remington est une IFI pour détecter les IgM spécifiques par I’utilisation d’une
antiglobuline fluorescente antichaine 1. La réaction est semi- quantitative a un titre minimum de
1/40.

e Avantages et inconvénients

L’immunofluorescence permet un titrage des anticorps de la classe des 1gG et IgM, mais peut
étre faussement positive, pour les IgM en présence du facteur rhumatoide ou des Ac
antinucléaires, comme elle peut étre faussement négative en cas de taux élevé d’IgG par
phénomeéne de compétition aux sites antigéniques et pour y remédier, on utilise un Ac de mouton
anti IgG comme absorbant. La technique est reproductible, simple et facile a réaliser mais la
lecture est délicate, subjective et nécessite un microscope a fluorescence.

2.2.3. Les réactions d’agglutination

Le principe de ces réactions est de coincuber des dilutions de serum avec des suspensions de
toxoplasmes dans des plaques de microtitrations. La lecture se fait a 1’ceil nu. Une réaction
positive est matérialisée par un voile formé au fond de la cupule et une réaction négative par un
bouton de sédimentation.

2.2.3.1. Agglutination directe

Décrite par Fulton en 1959, elle consiste en un titrage en paralléle sur un sérum avant et apres
traitement par le 2 mercaptoéthanol (2ME). L’emploi du 2ME supprime le pouvoir agglutinant
des IgM et seules les IgG agissent avec I’antigene. Une différence d’au moins deux titres entre
I’agglutination du sérum avant et apres traitement par le 2ME est nécessaire pour conclure a une

présence des IgM spécifiques [166].
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2.2.3.2. Agglutination sensibilisée

C’est une réaction similaire a la précédente rapportée par Desmonts et Remington en 1980.
Elle utilise des Ag trypsinisés et formolés, incubés avec des sérums systématiquement traités
par le 2ME [167]. Cette agglutination ne mettra en évidence que les IgG.

e Avantages et inconvenients

les réactions d’agglutinations directes ou sensibilisees sont simples, trés sennsibles avec un
seuil de positivité de 2 a 4 Ul/ml, elles sont utilisées pour le dépistage et doivent étres associées
systématiquement a une autre technique en cas de réaction positive.

2.2.3.3. Immunossorbent Agglutination Assay (ISAGA)

C’est une technique d’immunocapture des Ac, décrite par Pouletty et al en 1984[168]. Elle est
appliquée pour la mise en évidence des IgM, IgA et IgE. La technique est réalisée dans des
plaques de microtitration dont les cupules sont sensibilisées avec un Ac monoclonal anti-lgM
humaines. L’incubation du sérum permet la capture des immunoglobulines totales (spécifiques ou
non de T.gondii). La suspension antigénique du toxoplasme formolé est ajoutée pour la
révélation des IgM. La présence d’IgM spécifiques est caractérisée par une agglutination en voile
dont I’intensité est liée aux titres des IgM, a I’opposé 1’absence d’IgM antitoxoplasme,
s’exprime par un bouton de sédimentation au fond de la cupule. La réaction est réalisée sur trois
cupules dans lesquelles on ajoute, respectivement, trois concentrations croissantes de 1’antigéne
et un score de 0 a 4 est affecté a chaque cupule.

Le résultat s’exprime en score de 0 a 12 dont une valeur comprise entre 0 et 5 est négatif, entre
0 et 6 est douteux et entre 9 et 12 est positif. Une procédure et une interprétation des scores
comparables sont utilisées pour le titrage des IgA, I’interprétation du score est identique pour les
IgA.

e Avantages et inconvénients

Cette technique est simple, mais de lecture subjective. Cependant, elle ne présente pas les
inconvénients des techniques classiques de révelation des IgM, a savoir le facteur rhumatoide,
les Ac antinucléaires et les phénoménes de compétition, mais elle est d’interprétation difficile

étant donné qu’elle demeure longtemps positive (18 mois).
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2.3. Les techniques utilisant des antigenes solubles
2.3.1. L’hémmagglutination passive

Proposée par Jacob et al en 1957[169], la réaction est basée sur I’agglutination d’hématies de
mouton sensibilisées par I’antigéne toxoplasmique en présence de dilutions croissantes de serum
contenant les Ac spécifiques. L utilisation du 2ME permet de détecter les IgG et les IgM, mais
cette technique est moins sensible aux IgM naturelles que 1’agglutination directe. Son seuil de
positivité varie en fonction des kits commercialisé€s et nécessite 1’incubation des sérums avec des
hématies non sensibilisées pour vérifier I’absence d’agglutination non spécifique.

e Avantages et inconvénients

C’est une technique d’exécution et de lecture faciles, mais manque de sensibilité pour la
détection des titres faibles d’Ac. Elle est utilisée pour le screening et doit étre couplée a une
technique complémentaire.

2.3.2. Les réactions immunoenzymatiques
2.3.2.1. Enzym Linked-Immunossorbant Assay(ELISA)

Décrite par Engvall et Perlmann en 1972[170], elle est utilisée pour le dosage des IgG et pour
la détection des IgM. L’ELISA utilise des antigénes solubles membranaires et somatiques fixés
sur un support (microplague). Elle est réalisée sur des plaques de microtitration dont les cupules
sont sensibilisées par un Ag soluble, enrichi en Ag membranaire. L’ajout de sérum aboutit a la
formation du complexe Ag-Ac révélé par une anti-globuline humaine marquée a la peroxydase.
L’addition du substrat-chromogéne spécifique de I’enzyme génére une réaction colorée dont la
densité optique est mesurée par spectrophotométrie comparativement a une gamme étalon de
sérums titres.

Des techniques proches de I’ELISA utilisent des microparticules recouvertes d’antigénes de
toxoplasmes (technique MEIA Microparticular Enzym Immuno Assay). Cette technique permet
d’augmenter la surface d’échange entre I’Ag et I’Ac a doser. Les résultats initialement obtenus
en densité optique sont convertis en Ul/ml pour les IgG.

e Avantages et inconvénients

Les techniques ELISA sont automatisées, trés reproductibles, avec une bonne sensibilité et une
bonne spécificité. Elles permettent de révéler les différentes classes d’immunoglobuline, mais

elles nécessitent un matériel spécialement adapté et une rigueur dans 1I’exécution.
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2.3.2.2. Enzym Linked-Immunossorbant Assay inverse (ELISA inverse)

Proposé par Schaefer et al en 1989[171], elle nécessite en premier lieu une immunocapture de
I’isotype a étudier. La sensibilisation du support est faite par un anticorps monoclonal ou
polyclonal anti-IgM ou anti- IgA. Par la suite, le sérum est ajouté et les Ac spécifiques sont fixés
sur le support sensibilisé. L’Ag toxoplasmique est alors ajouté marqué a une enzyme (ELISA
Réverse) ou couplé a un Ac marqué a une enzyme (ELISA double sandwich). La réaction
immunologique est révélée par 1’ajout du substrat chromogéne de 1’enzyme et s’exprime par une
réaction colorée dont I’intensité est proportionnelle a la quantité d’Ac spécifiques fixés a la
cupule. Les résultats sont exprimés en index de fixation, ce qui fait de I’ELISA Reverse, une
technique semi quantitative. Elle garde cependant, 1’avantage d’éviter 1’interférence des IgG par
compétition et du facteur rhumatoide.

2.4. Les techniques complémentaires

Ces techniques permettent de mieux caractériser les anticorps produits soit pour apprécier la
durée d’évolution de I’infection ou pour comparer la production d’anticorps dans deux milieux
biologiques.

2.4.1. Agglutination différentielle HS/AC

C’est une méthode rapportée par Thulliez et al en 1989[172], elle permet de comparer les
titres d’IgG obtenus en agglutination avec deux préparations de toxoplasmes sensibilisés par le
formol (Ag HS), et par le méthanol (Ag -Ac). Au début de I’infection, les IgG dirigés contre les
deux types d’Ag sont au méme titre puis aprés 6 a 12 mois d’évolution les anticorps dirigés
contre ’Ag AC diminuent pour se négativer alors que les titres d’IgG dirigés contre ’Ag HS
persistent a des titres plus au moins élevés associés souvent a la présence des IgM. Un rapport du
titre d’Ac dirigé contre I’Ag HS sur le titre d’Ac dirigés contre I’Ag AC supérieur a 4 exclut une
infection datant de moins de six mois.

e Avantages et inconvénients

C’est une methode simple qui permet d’écarter une infection récente surtout en présence des
IgM. Cependant, elle ne peut étre utilisée que lorsque le titre d’IgG est inferieur a 100Ul/ml. De
plus les antigénes sensibilisés ne sont pas commercialisés et leurs préparations est difficile ce qui

constitue une limite a cette technique .
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2.4.2. La charge immunitaire

Cette méthode permet de comparer la production d'lgG spécifique antitoxoplasmique dans des
milieux contenant des quantités d'immunoglobuline extrémement différentes. Elle est basée sur le
calcul du rapport des IgG antitoxoplasmique (Ul/ml) sur les IgG totale (ng/ml) dans chacun des
milieux, si ce rapport est 3 fois supérieur dans un milieu par rapport & un autre, on estime une
synthése locale d'anticorps. Les principales applications sont la comparaison du sérum du
nouveau-né a celui de sa mere apres l'accouchement dans le cadre du diagnostic d'une
toxoplasmose congénitale, et la comparaison d'un LCR ou d’une humeur aqueuse avec le sérum
correspondant dans le cas d’une toxoplasmose cérébrale ou oculaire respectivement. Le dosage
des IgG totales s'effectue par néphélémétrie ou immunodiffusion radiale et les IgG
antitoxoplasmiques par IFI ou ELISA.

2.4.3. Mesure de ’avidité des IgG (1A)

En 1993, Lecolier introduit une technique de mesure de 1’avidité basée sur la comparaison de
la densité optique obtenue avec et sans agent dissociant pour une dilution unique de sérum. Cette
technique est adaptée a la mesure de I’avidité des anticorps anti-Toxoplasma gondii [173].
L’avidité des anticorps augmente progressivement pendant la réponse immunitaire, c’est le
phénoméne de maturation de la réponse immune. Cette maturation s’explique par une
augmentation de I’affinité des anticorps d’autant plus grande que le contact avec 1’antigéne est
ancien. L’avidité des anticorps peut étre utilisée pour dater une infection. Dans cette technique,
la révélation de la liaison se fait par 1’ajout d’un substrat couplé a une enzyme. L’indice d’avidité

est fourni par le rapport entre les densités optiques du sérum traité a I’'urée et le sérum non traité.
Le calcul de I’indice d’avidité utilise une équation (voir pratique)

2.4.4. Enzym Linked Immunofiltration Assay (ELIFA)

Elle a été decrite par Pinon en 1982 [174] et consiste a réaliser dans un premier temps une
électrosynérése avec un antigene soluble de Toxoplasma gondii, ensuite une immunofiltration
d'antiglobuline humaine marquée par une enzyme et on révele les arcs de précipitations par une
méthode immunoenzymatique. C'est une technique importante dans le diagnostic et le suivi de la
toxoplasmose congénitale. Elle permet une comparaison optimale de plusieurs sérums sur un
méme support, si le nombre d'arcs de précipitation est identique entre la mére et le nouveau né

cela signifie que les anticorps retrouvé chez le nouveau né sont d'origines maternelles, par contre
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si I'on trouve des arcs supplémentaires chez le nouveau né, cela témoigne d’une néosynthése et
donc le profil est en faveur d'une toxoplasmose congénitale.

e Avantages et inconvénients

C'est une technique sensible et spécifique, elle peut détecter plusieurs systémes précipitants,
mais elle est longue et onéreuse et ne peut pas étre utilisée en routine.

2.4.5. Western Blot (WB)

C’est une technique qui a été introduite dans le diagnostic par Towbin et al en 1979 [175], elle
représente une méthode analytique extrémement performante qui permet de séparer les fractions
les plus spécifiqgues de la mosaique antigénique. Le Western Blot est une technique
complémentaire utilisée chez le nouveau-né et sa meére dans le cadre du diagnostic d’une
toxoplasmose congénitale. Elle permet de visualiser et de comparer les profils d’anticorps IgG,
IgM et IgA chez la mére et son enfant. Lorsque que I’enfant est infecté, le Western Blot permet
de mettre en évidence des anticorps néo-synthétisés chez le nouveau-né [176,177]. Cette
technique permet également de différencier la réponse en anticorps dans deux milieux
biologiques différents sérum/humeur aqueuse au cours de la toxoplasmose oculaire et sérum/LCR
au cours de la toxoplasmose cérébrale chez I’immunodéprimé.

e Avantages et inconvénients

C’est une technique tres sensible et spécifique, peut étre utilisée pour les différents isotopes
d’immunoglobulines, elle reste cependant onéreuse et la reproductibilité dépendra de chaque
étape.

3. Conduite diagnostic de la toxoplasmose
3.1. Diagnostic de la toxoplasmose acquise
3.1.1. Cinétique des anticorps au cours de la primoinfection
L'étude de la cinétique des différents isotypes dimmunoglobulines permet d'illustrer

schématiquement différentes phases sérologiques [82] (figure 4).
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Figure N° 4: Cinétique des anticorps dans la toxoplasmose [82] .
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= m: mois

La mise en évidence d’une toxoplasmose récente peut étre faite sur ’apparition d’IgG et
d’IgM spécifiques (séroconversion) ou sur ’ascension du titre des IgG sur 2 sérologies en
présence d’IgM (avec les techniques de référence). Classiquement les IgM apparaissent les
premiéres, au plus tard a la fin de la premiére semaine suivant la contamination. Elles s’élévent
jusgu'a une phase de plateau (15 jours a 3 semaines aprés la contamination) puis diminuent et
disparaissent en quelques mois. Chez certains patients, les IgM sont toujours présentes en phase
chronique de la maladie. Il s’agit d’IgM spécifiques appelées « résiduelles » a cause de leur mise
en évidence prolongée, parfois pendant plusieurs années. La présence d’IgM spécifique ne
signifie donc pas dans tous les cas un risque de toxoplasmose évolutive. Les techniques de
dépistage des IgM, telles que I’'immunocapture, permettent la mise en évidence d’IgM longtemps

apres une séroconversion [178].
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Les 1gG apparaissent habituellement & partir de un mois et s’élévent progressivement pour
atteindre un plateau a partir du deuxiéme mois. Cette phase de plateau des IgG peut durer
quelques semaines a plusieurs mois. Les titres diminuent ensuite lentement sans se négativer, les
IgG persistent toute la vie a un taux résiduel.

L’apparition d’IgM de facon isolée ne suffit pas au diagnostic de séroconversion car elle peut
étre liée a des réactions non spécifiques. Dans ce cas, une surveillance réguliere d’une éventuelle
apparition des 1gG pendant une période de deux mois permet de conclure de maniere formelle sur
la nature des IgM. C’est I’apparition des IgG qui permet d’affirmer le caracteére spécifique des
IgM, il est exceptionnel que leur délai d’apparition excéde trois Semaines.

Les IgA ont été proposées pour dater l'infection toxoplasmique vue leurs persistances plus
courtes que celle des IgM, leur principale indication reste le diagnostic de I'infection congénitale
chez le nouveau né et les réactivations toxoplasmique chez I’'immunodéprimé [179].

Quant aux IgE, leur synthése est fugace et inconstante en cas de primo-infection mais elles
sont un facteur de mauvais pronostic chez le nouveau né et I’immunodéprimeé [180].

3.1.2. Diagnostic de la toxoplasmose de I'immunocompétent

Le diagnostic sérologique par dosage des IgG, des IgM, des IgA et des IgE spécifiques permet
de préciser le statut immunitaire du patient et estimer éventuellement l'ancienneté de la
contamination et de ce fait il permet de noter I’augmentation :

e Des IgG en fonction du statut immunitaire sans IgM et d’évoquer une
toxoplasmose évolutive ;
e Des IgA plus en faveur des réactivations toxoplasmiques ;
e Des IgE qui sont un facteur de mauvais pronostic dans les formes congeénitales et
celles de ’immunodéprimé.
3.1.3. Diagnostic de la toxoplasmose chez la femme enceinte

La détermination du statut immunitaire, dés conception, ou mieux encore en prénuptial vis-a-
vis du toxoplasme permettrait de limiter les difficultés d’interprétation des sérologies.

La sérologie de la toxoplasmose a deux objectifs principaux chez la femme enceinte:

e Déterminer son statut immunitaire et assurer une surveillance sérologique en cas de
séronégativité avec le respect des régles hygieno-diétetiques. Ceci repose sur la
recherche des anticorps 1gG et IgM. L'absence d'immunité se traduit par I'absence

d'anticorps spécifiques 1gG. Une immunité ancienne se traduit par des taux faibles et
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stables d'lgG, sur deux prélevements successifs a intervalle de 3 a 4 semaines, en
I'absence d'lgM spécifiques.

Etablir le diagnostic d'une toxoplasmose acquise en cours de grossesse. Dans ce cas, la
datation de la contamination est essentielle pour apprécier le risque de toxoplasmose
congénitale. Ceci est possible grace a la sérologie en tenant compte de la présence ou
non d’IgM et de la valeur des titres des anticorps IgG entre deux prélévements distants
d'au moins 2 & 3 semaines. Le diagnostic de certitude d'une toxoplasmose récente est
porté sur la constatation d’une séroconversion, ou de l'ascension significative des titres
d'lgG sur deux prélevements associes a la présence ou non d'lgM, a condition que le
titrage soit effectué dans le méme laboratoire, par la méme technique et dans la méme
série de tests. La détermination de 1’avidité des anticorps IgG est tres utile lorsque sont
détectés des taux faibles d’IgG avec IgM ou des taux d’IgG élevé sur un premier
prélevement, en permettant dans un grand nombre de cas de conclure au caractere anté-
conceptionnel ou non de I’infection. En effet, I’indice d’avidité des anticorps IgG est bas
dans les infections récentes (3 a 6 mois selon les techniques) et élevé dans les infections
anciennes. Certains individus conservent cependant des indices d’avidité bas lors des
infections chroniques. Ainsi, 1’observation d’un indice bas ne permet pas d’exclure une
infection ancienne et inversement un indice élevé ne signifie pas forcément une
infection ancienne (maturation rapide ou lente de la réponse immunitaire) [181,182]. En
cas de confirmation de I’infection toxoplasmique au cours de la grossesse, la gestante
doit étre mise sous traitement a base de spiramycine a 9MU/jour sans fenétre
thérapeutique jusqu’a 1’accouchement avec une prise en charge du nouveau né a la
naissance. Cependant, la sérologie toxoplasmique est bien plus compliquée que cela,
nous avons essaye de simplifier la démarche diagnostic des différentes situations dans

les deux algorithmes suivants ( N°1, N°2) :
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1% prélévement

IgM négatives

2°™ prélevement

IgG négatives
IgM négatives

IgG négatives

(< 10UI/ml)
Absence d’immunité.
Surveillance sérologique mensuelle jusqu'a 1’accouchement.
Conseils hvaiéno-diététiques.
IgG positives IgG positives
IgM négatives IgM positives

Absence
d’immunité
Surveillance
sérologique
mensuelle
jusqu'a
I’accouchement
Conseils
hygiéno-
diététiques

Soit Ac passifs
(transfusion, o
globuline)

Séroconversion
toxoplasmique

Soit une erreur
possible

Ou primo-
infection sans
IgM (trés rare)

Retester les 2 premiers sérums avec un
troisiéme sans délai

IgG négatives
IgM positives

Séroconversion
probable

Ou IgM non
spécifiques

Controle
sérologique dans
15jours

IgM positives

Présence d’IgG

Toxoplasmose
récente de moins
de 2 mois avant
le 1%
prélévement

Retester les
2sérum avec un
3eme sans délai

Soit des IgM non spécifiques.

Soit primo-infection toxoplasmique.

Absence d’IgG

IgM non
spécifiques tres
probable

Ou une
toxoplasmose
récente avec
apparition
tardive des IgG

Trancher avec
un 3eme
contrdle apres
3adsemaines

En cas de confirmation de I’infection toxoplasmique, la gestante doit étre mise sous traitement a base de Rovamycine a 9MU/jour sans

fenétre thérapeutique jusqu’a I’accouchement avec une prise en charge du nouveau né a la naissance.
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prélévement

IgG positives
10<IgG=<3000

Taux modéré
100<IgG<300

IgM négatives

Taux faible
10<IgG<100
IgM négatives IgM positives
Immunité Soit début
ancienne d’infection Elevé
probable toxoplasmique
Soit des IgM Immunite
résiduelles ancienne
probable
2°™ prélévement
Titre Augmentat Titre Augment Titre stable
stable ion d’IgG stable ation d’IgG
d’IeG d’leG d’leG
Immunité | Réactivati | Immunité | Toxoplas | Toxoplasmos
ancienneé | on ou une | ancienne mose e évoluant au
Arrét toxoplasm avec des | récente moins 2 mois
de la ose IgM de moins | avant le1®
surveillan | évolutive | résiduelles = de 2 mois | prélévement
ce avec  des avant le ' acorréler
IgM 1% avec I'TA
fugace prélévem

ent

Indice d’avidité

IgM positives

Bas Elevé
Début Immunité
d’infection ancienne probable
avec des avec des IgM
IgM fugace résiduelles

Augmentatio | Titre stable

n d’IgG d’IgG

Toxoplasmos
e récente de
moins de 2
mois avant le
1er
prélévement
avec des IgM
fugace

Toxoplasmose

évoluant au
moins 2 mois
avant le 1%

prélevement &
corréler avec
I’'TA

Bas

Début d’infection
ou femme qui ne
mature pas son
1A

Augmentation d’IgG

Toxoplasmose
récente de moins de
2 mois avant le 1%
prélévement

Taux élevé
300<I1gG<3000
IgM négatives IgM positives
Réactivation Toxoplasm
sérologique ose
ou des IgM | évolutive
fugace
Faire un IA
pour trancher

Gestante & mettre sous
traitement

NB : En fonction de
I’age de grossesse et
le titre d’IgG et
I’indice d’avidité, la
gestante est mise ou
pas sous traitement.
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3.1.4. Diagnostic de la toxoplasmose congeénitale

Le diagnostic de la toxoplasmose congénitale doit se faire en période anténatale, a la
naissance et par un suivi post natal. Le diagnostic anténatal est fait en cas de séroconversion
maternelle ou de suspicion d’une toxoplasmose au cours de la grossesse. Le diagnostic
biologique dont I’amniocentése, est pratiquée au moins 4 semaines aprés la date présumée de
I’infection pour éviter les faux négatifs, il est recommandé de prélever le liquide amniotique a
partir de la 18*™ semaine d’aménorrhée. Sur ce prélévement il conviendra de faire une PCR 4 la
recherche d’ADN toxoplasmique [148, 183,184] et de jumeler une inoculation a la souris.
Certaines equipes provoqueraient 1’accouchement pour effectuer un diagnostic néonatal précoce
quant la contamination a lieu vers la fin du troisieme trimestre [126]. En clinique les signes
évocateurs de toxoplasmose congénitale sont recherchés par une radiologie du crane, une
échographie transfontanellaire (ETF) et un fond d’ceil (F.O). L’IRM est également pratiquée
lors d’une expression tardive des signes évocateurs [185,186].

3.1.4.1. Diagnostic anténatal
Le dépistage de la toxoplasmose congénitale est réalisé sur deux types d’investigation,

clinique et biologique.

Une surveillance échographique mensuelle est pratiquée a la recherche de signes évocateurs de
toxoplasmose congénitale telle qu’une dilatation des ventricules cérébraux, une hépatomégalie
feetale, une ascite feetale et des calcifications intracraniennes. Les signes échographiques sont
d’autant plus fréquents et importants que I’infection est survenue précocement. En cas de doute
sur I’interprétation des images échographiques, I’IRM peut étre une aide au diagnostic. L absence
d’anomalie échographique ne permet en aucun cas d’exclure le diagnostic de toxoplasmose
congénitale et des anomalies peuvent apparaitre méme tardivement, justifiant ce rythme mensuel
de surveillance [185,186].

Dansle cadre du diagnostic biologique , la cordocenthése ou ponction échoguidée du sang
foetal , faite entre la 20°™ et 24°™ semaine d’age gestationnel a la recherche du parasite, est
abandonnée au profit de I’amniocenthése a cause du risque de contamination du sang feetal par le
sang maternel et I’éventuel avortement spontane [187]. L’amniocentése est pratiquée au moins 4
semaines apres la date présumée de I’infection pour éviter les faux négatifs, il est recommandé de

prélever 10 & 20 ml de liquide amniotique & partir de la 18°™ semaine d’aménorrhée. A partir du
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culot de centrifugation de ce prélévement est réalisée une PCR a la recherche de I’ADN du
toxoplasme et /ou une inoculation & la souris (délai 6 semaines) a la recherche du parasite vivant
[147,183, 184]. L’association de ces deux techniques permet d’obtenir une sensibilité de 1’ordre
de 80% [157]. Un diagnostic anténatal positif confirme le passage du parasite et non 1’atteinte
feetale, ceci conduira a un changement de la thérapeutique a base de spiramycine par une autre
plus efficace a base de Pyrimétamine — sulfadoxine (Fansidar).

3.1.4.2. Diagnostic néonatal

Il est réalisé par des examens directs et indirects.

L’examen direct consiste a rechercher le parasite ou son ADN dans un prélévement
biologique. Pour cela a I’accouchement le placenta, placé dans un flacon propre sans fixateur, et
le sang du cordon prélever sur tube sec et sur anticoagulant sont adressés au laboratoire de
parasitologie. Le sérum récupéré du tube sec servira a la sérologie alors que le prélevement sur
anticoagulant fera I’objet d’une PCR et d’une inoculation a la souris BalbC (voir pratique).
Quant au diagnostic indirect, il repose sur un prélévement sanguin de la mere et du nouveau-né
(Nné) a jyo de vie.

Un titrage d’IgG et une recherche d’IgM est effectué¢ sur les deux prélevements afin de
comparer la charge immunitaire entre la mere et le N. né

Les techniques réalisées sont :

e ELISA et/ou MEIA : Dosage d’1gG
e ISAGA : Recherche d’IgM

e Charge immunitaire mere / N.né

e Western Blot mere/N.né

La charge immunitaire et le Western Blot, permettent de confirmer 1’atteinte congénitale par
comparaison du sérum de la mére et du nouveau-né

La présence d’anticorps néosynthétisés dans le sérum du N. né est la preuve de D’atteinte
congénitale et doit conduire au traitement de I’enfant. La présence des isotypes dépend du
moment de la contamination maternelle, pour les séroconversions du premier et deuxiéme
trimestre, ce sont les IgA qui sont les plus fréquents alors que les IgM spécifiques le sont plus

souvent pour des infections du troisieme trimestre [188].
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En plus des examens biologiques, 1’examen clinique du N né doit étre complet & la recherche
d’une atteinte congénitale. Une radio du crane, une ETF et un fond d’ceil rentrent dans le cadre de
I’exploration diagnostic.

3.1.4.3. Diagnostic et suivi postnatal

I1 est indispensable d’effectuer un suivi sérologique de I’enfant comportant un titrage mensuel
des IgG et la recherche d’IgM. En cas d’infection, on observe une apparition secondaire d’IgM
ou d’IgA et une remontée des IgG. Si des techniques comme I’'ISAGA et ELISA sont associees
avec le WB, le diagnostic de toxoplasmose congénitale est porté dans 96 a 98% des cas au cours
des trois premiers mois de vie. Si I’enfant n’est pas infecté, le catabolisme des IgG transmis par la
meére entraine une diminution réguliére du titre jusqu’a négativation définitive .Celle-ci survient
dans la plupart des cas en moins de dix mois en fonction du taux initial [188, 186].

3.2. Diagnostic de la toxoplasmose oculaire

La choriorétinite toxoplasmique est évoquée cliniqguement et confirmée biologiquement. En
effet, du point du vue clinique I’aspect de la 1ésion au fond d’ceil fait discuter la choriorétinite a
CMV, la rubéole et I’herpés et seule la présence d’anticorps spécifiques antitoxoplasmique
confirmera 1’étiologie. Par conséquent, le diagnostic de la choriorétinite toxoplasmique est
confirmé par deux techniques biologiques a savoir la charge immunitaire et le WB. Le diagnostic
est confirmé par WB et /ou par la charge immunitaire qui mettent en évidence une synthése
locale d’anticorps spécifiques anti Toxoplasma gondii. Le WB montre des bandes spécifiques au
niveau de I’humeur aqueuse qui n’existent pas dans le sérum alors que la charge immunitaire de
I’humeur aqueuse montre un taux d’anticorps 3 a 4 fois supérieure a celui du sérum , preuve de
I’atteinte oculaire et de 1’origine toxoplasmique[189] . De plus la détection du parasite dans
I’humeur aqueuse ou le vitré par PCR est possible méme en absence de synthése locale
d’anticorps [190].

3.3. Diagnostic de la toxoplasmose chez 'immunodéprimé

Le diagnostic de la toxoplasmose chez immunodéprimé est évoque sur des arguments
cliniques, radiologiques, biologiques et thérapeutiques. La sérologie ne permet qu’une
orientation du diagnostic, mais lorsqu’elle est négative, elle exclut une toxoplasmose cérébrale,
en outre une sérologie positive ne permet pas de mesurer 1’évolutivit¢ de I’infection
toxoplasmique. Cependant, I'observation d'un titre élevé d'anticorps chez les sujets VIH positif

ayant un taux de CD4 inferieur 200/mm? et la présence d’anticorps dirigés contre les antigénes
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de Toxoplasma gondii sont des signes d'un risque plus €élevé de survenue ultérieure d'une
toxoplasmose [191-193]. Le titrage des anticorps dans le liquide céphalo-rachidien (LCR), doit
étre obligatoirement effectué parallélement au titrage dans le sérum, avec détermination de la
charge immunitaire dans le LCR qui doit étre 3 a 4 fois supérieure a celle du sérum. Le WB est
également pratiqué pour mettre en évidence une production locale d'anticorps dans le LCR
[194].

La mise en évidence du parasite ou de son ADN est une preuve d’une toxoplasmose. Leur
recherche est réalisée sur des prélevements de sang périphérique, Liquide Broncho Alvéolaire
(LBA) et moelle osseuse pour le diagnostic de la forme disséminée et sur le LCR pour la forme
cérébrale, par un examen direct aprés coloration et inoculation a la souris ou par PCR qui permet
de poser le diagnostic de la toxoplasmose cérébrale. En revanche, sa négativité ne permet pas

d’infirmer le diagnostic.
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Chapitre VIl : TRAITEMENT

Toxoplasma gondii est un parasite intra cellulaire obligatoire. L'activité anti-parasitaire des
molécules utilisées est fonction de plusieurs propriétés complémentaires. Du point de vue
pharmacologique, les médicaments doivent pénétrer a I'intérieur des cellules parasitées pour étre
efficaces. Mais la pénétration intra cellulaire n'est pas le seul facteur a prendre en compte. Dans
le cytoplasme, les parasites se multiplient a I'intérieur d'une vacuole parasitophore, celle-ci est
entourée d'une membrane qui représente un obstacle supplémentaire a franchir. Par ailleurs, deux
formes parasitaires sont présentes au cours de I’infection :

e A la phase aigué, le tachyzoite intra cellulaire se réplique dans la vacuole
parasitophore,

e A la phase chronique, les kystes contiennent les bradyzoites a réplication
lente.

La paroi kystique est épaisse, c'est une barriére infranchissable pour les molécules. De plus, le
métabolisme lent des bradyzoites limite I'effet des médicaments actifs sur la division parasitaire,
ainsi les composeés utilisés ont généralement une action anti parasitaire qui s'exerce sur la seule
forme tachyzoite et non sur les kystes [195]. Par ailleurs, certaines molécules ont une activité
parasitostatique et d'autres parasiticide. Les médicaments utilisés dans le traitement de la
toxoplasmose se regroupent en deux grandes familles.

1. Molécules thérapeutiques

Les macrolides et les inhibiteurs de la synthése de I'acide folique, tous sont actifs sur les

tachyzoites mais sont sans effet sur les kystes [196].
1.1 Les macrolides

Ce sont des molécules parasitostatiques ayant une bonne pénétration intra cellulaire, ils
inhibent la croissance des tachyzoites suite a une incubation prolongée (ce délai d'efficacité a été
mis en évidence chez la souris) [197]. Leur effet est parasitostatique a de fortes doses aussi bien
chez le feetus que chez 1’adulte avec une répartition tissulaire inégale, minime dans le cerveau,
I’ceil et majeur dans le foie, le poumon et le placenta ce qui permet de réduire la transmission

transplacentaire du parasite [198].
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1.1.1. La spiramycine (Rovamycine®)

La spiramycine est le principal macrolide utilisé dans le traitement de la toxoplasmose
acquise au cours de grossesse. Elle a une action inhibitrice et non lytiqgue, commune a d'autres
macrolides [199]. Elle ne présente pas d'effet tératogene aux doses consensuelles et peut étre
employée pendant la grossesse sans aucun risque. La pharmacologie de cette molécule est
intéressante et justifie les modalités de son utilisation. Elle se concentre dans le tissu placentaire
ou elle atteint un taux cing fois supérieur a la concentration sanguine [200]. Elle arrive dans la
circulation feetale et se répartit dans tous les organes du feetus hormis le cerveau. Son principal
métabolite est la néo spiramycine [199].

1.1.2. Les macrolides de derniere génération

Ces molécules ont des propriétés pharmacocinétiques remarquables (meilleure concentration
tissulaire), ils ont une bonne action au niveau du poumon et le foie comparativement au cerveau.
Cependant, elles sont contre indiquées chez la femme enceinte et ne sont jamais utilisés en
monothérapie dans les toxoplasmoses graves [201, 199].

1.1.3. L’azithromycine (Zitromax®)

A des propriétés pharmacocinétiques remarquables, elle a une bonne action au niveau du
poumon et le foie contrairement au cerveau.

1.1.4. La Roxithromycine et la Clarithromycine

La Roxithromycine et la Clarithromycine se caractérisent par des concentrations minimales
inhibitrices tres basses, une demi-vie longue, une certaine diffusion méningée et des
concentrations sériques, tissulaires et macrophagiques nettement plus élevées que la spiramycine.
La roxithromycine peut atteindre des concentrations inhibitrices au niveau cérébral [202].

1.1.5. La clindamycine (Dalacine®)

C'est un macrolide apparenté de la classe des lincosamides, connues pour leur diffusion et leur
tres bonne concentration intra cellulaire. Ces molécules se sont révélées inhibiteurs puissants
pouvant annuler la parasitémie [199]. Ces molecules sont utilisées en association avec la

pyriméthamine dans le traitement des toxoplasmoses extra neurologiques [203].
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1.2. Inhibiteurs de la synthese de I'acide folique
1.2.1. Les antifoliques

Ils agissent en inhibant la synthése de 1’acide folique par compétition avec la dehydroptéroate
synthétase (DHPS), leur diffusion est totale, tissulaire, placentaire et méningeée.

1.2.1.1. Les sulfamides

Les sulfamides a action rapide, sont représentés essentiellement par la Sulfadiazine
(Adiazine®), la plus active sur le toxoplasme et la plus utilisée malgré la nécessité de plusieurs
prises quotidiennes.

Les sulfamides semi-retard, dont le Cotrimoxazol (Bactrim®) qui associe le Triméthoprime et
le Sulfaméthoxazole, permet I'espacement des prises quotidiennes, alors que les sulfamides
retard, essentiellement la Sulfadoxine synergique avec la pyriméthamine (Fansidar®) assure une
demi-vie assez lente et une prescription hebdomadaire a bimensuelle [24].

1.2.1.2. Les sulfones

Ils ont une activité in vitro sur Toxoplasma gondii et un effet synergique avec la
pyriméthamine. La dapsone (DISULONE®), est la seule molécule commercialisée, son emploi
est limité par ses effets indésirables hématologiques et neurologiques [204].

1.2.2. Les Antifoliniques

IIs agissent par inhibition de la dihydrofolate réductase. La pyriméthamine est caractérisée par
une bonne diffusion tissulaire, placentaire et méningée. Elle a un effet parasiticide sur les
tachyzoites de Toxoplasma gondii a de trés faibles concentrations et une synergie d'action avec
les sulfamides et certains macrolides [205]. Pour limiter les effets secondaires hématologiques, la
pyriméthamine doit impérativement étre administrée avec de I'acide folinique [206].

La triméthoprime, moins efficace que la pyriméthamine est souvent associée a la
sulfaméthoxazole [207, 208].

1.3. Autres médicaments
1.3.1. L'atovaquone (Wellvone®)

Elle a montré une activité expérimentale prometteuse, elle est la seule molécule active sur les
tachyzoites et les kystes. Les conclusions des études in vitro (activité a faible dose, y compris sur
les formes kystiques) ne sont cependant pas valables in vivo et par conséquent cette molécule est

non utilisée, vue sa mauvaise biodisponibilité et la rechute a 1’arrét du traitement [209].
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1.3.2.Les cyclines et les quinolones
Ces molécules ont une place mal définie dans le traitement de la toxoplasmose humaine,
malgré leur action in vitro et in vivo [210].
La découverte de I’apicoplaste chez le toxoplasme et ses voies métaboliques a susciter de
nouvelles approches pharmacologiques mais aucune molécule n’est encore disponible [211].
1.4. Conduite thérapeutique
Les différents schémas thérapeutiques de la toxoplasmose maternelle, congénitale et de
I’immunodéprimé sont illustrés dans les tableaux VI et VII.
1.4.1. Traitement de la toxoplasmose maternelle et congénitale
1.4.1.1. Traitement anténatal
Il est débuté des la confirmation d’une toxoplasmose évolutive ou d’une Séroconversion
maternelle au cours de la grossesse [212]. L’administration de la spiramycine a la dose de 9
millions d’unités /jour en 3 prises est instaurée sans interruption jusqu’a la fin de la grossesse,
[213,214]. Si le diagnostic anténatal est positif, la spiramycine est remplacée par 1’association
pyriméthamine -sulfamide. Le traitement par la spiramycine ou la pyrimethamine-sulfamide,
dans les 4 semaines suivant la contamination réduit le risque de lésions intracraniennes [215].
Ces molécules franchissent la barriere placentaire et ont une action synergique parasiticide mais
ne sont pas efficaces sur les formes déja enkystées [216].
1.4.1.2. Traitement post-natal
Le traitement post-natal est instauré des la certitude diagnostique, il fait appel a 1’association
pyriméthamine- sulfamide. Les protocoles utilisés sont basés sur des molécules n’agissant que

sur les tachyzoites.

Le traitement fait appel soit a I’association pyriméthamine-sulfadiazine fortement dosée et
donnée quotidiennement soit 1’association pyriméthamine - sulfadoxine moins dosee et donnée

tous les 10 jours [217] et prescrit en continu pendant 2ans en moyenne [216].
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TableauN° 6 : Thérapeutique des toxoplasmoses maternelle et congénitale [24].

Molécules Posologie Durée du traitement Remarques
Mere :
séroconversion | Spiramycine 3MU/8heures Dés ’apparition des | Si intolérance :
anticorps, arrét  a | Roxithromycine
I’accouchement 1cp/12heures
Mere :
Toxoplasmose | Spiramycine 3MU/8heures Datation par cinétique | Idem
évolutive sans des anticorps. Arrét si
notion de toxoplasmose
séroconversion antéconceptionnelle
Mere :
Si feetopathie Pyriméthamine | 0,5mg /kg/j Cures de 3 semaines | En alternance
+ + par trimestre dés le | avec spiramycine
Sulfadiazine 100mg/kglj diagnostic, arrét | Surveillance
transitoire  en  per | cutanée et
partum. hématologique
Enfant :
suspicion de | Spiramycine 50000U/kg/8heures | De la naissance a la

toxoplasmose disparition des
congénitale anticorps
Enfant :
Toxoplasmose | Pyriméthamine | 0,75-1mg/kg/j Traitement continu des | Supplémentation
congénitale + + la naissance, arrét si | en folates
confirmée o 100mg/kglj argument de guérison
Sulfadiazine
ou Surveillance
Y -1cp/10kg/10j clinique et

Pyriméthamine
+

Sulfadoxine

hématologique
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1.4.2. Traitement de la toxoplasmose chez I'immunodéprimé
1.4.2.1. Traitement curatif et d'entretien
Le traitement curatif de premicre intention des formes graves chez I’immunodéprimé, repose sur
I’association pyriméthamine + sulfadiazine ou pyriméthamine + clindamycine avec le
complément systématique de I'acide folinique pour prévenir la myélotoxicité de la pyriméthamine
et ce quelque soit la forme clinique observée (toxoplasmose cérébrale, extracerébrale, oculaire).
Chez les patients dont le déficit immunitaire persiste, le traitement d'attaque est suivi par un
traitement d'entretien [135,218]. Les formes kystiques ne sont pas éliminées par le traitement
curatif, par conséquent le risque de réactivation d’un Kyste latent persiste tant que
I’immunodépression est présente [219]. En cas d'intolérance & la pyriméthamine et/ou aux
sulfamides, les alternatives thérapeutiques sont peu nombreuses : cotrimoxazole par voie
intraveineuse et a forte dose [220,221], pyriméthamine + macrolide [222], ou atovaguone
[223,224]. Ces molécules ou associations de molécules sont moins efficaces ou moins bien
tolérées que les traitements de référence, aussi bien en traitement d'attaque que d’entretien [219].
1.5. Traitement prophylactique
Ce traitement est recommandé chez tous les patients a risque :

e Chez les patients infectés par le VIH ayant une sérologie de toxoplasmose positive (titre
d'anticorps 1gG>150 Ul/ml) et un taux de CD4<100/mm?® le cotrimoxazole est
recommandé de facon quotidienne ou bihebdomadaire [193, 225].

e Chez les greffes de moelle allogénique avec une sérologie positive avant greffe, le
cotrimoxazole ou I’association sulfadoxine- pyriméthamine peuvent étre utilisés.
Cependant, ils ne peuvent étre administrés qu’un mois apres la greffe afin d’éviter de
retarder la reconstitution hématologique des patients. Cette prophylaxie est maintenue
pendant 6 mois, méme plus longtemps en cas de réaction du greffon contre 1’héte (GVH)
[226].

e Chez les transplantés d’organe (coeur principalement), la chimioprophylaxie est faite
quant le receveur est séronégatif et le donneur est positif. Les schémas prophylactiques
ne sont pas bien standardisés. Une étude récente montre 1’efficacité du cotrimoxazole
chez les greffés et les VIH [227]. Chez les patients immunodéprimés, la
chimioprophylaxie est maintenue tant que le risque de réactivation d'une toxoplasmose

latente existe. Cette période est de quelques mois pour les transplantés et greffés de
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moelle alors qu’elle peut étre de plusieurs années, voire a vie, chez les patients infectés

par le VIH et dont le taux de CD, reste <100/mm°. L’interruption de la

chimioprophylaxie primaire, chez les patients infectés par le VIH et dont le taux de

CD4>200/mm?® est sans risque [225], en raison de la reconstitution fonctionnelle de la

réponse immunitaire spécifique vis a vis de T. gondii [228].

TableauN°7: Thérapeutique de la toxoplasmose de I’immunodéprimé [24].

Molécules

Posologie

Neurotoxoplasmose

Pyriméthamine + sulfadiazine
Pyriméthamine + clindamycine

Pyriméthamine + atovaquone

0,75-1mg/ kg/ j + 100 mg/ kg/j
+ 30 mg/ Kg/ j

+750 mg/8 heures
ou 5ml/8 heures

Toxoplasmoses
extraneurologiques

Forme pulmonaire isolée
Monothérapie possible :

- pyriméthamine
-sulfadiazine
-clindamycine
-atovaquone

Formes oculaires
-pyriméthamine +sulfadiazine

0,75-1 mg/ kg /

100 mg/ kg / j

30mg/ kg/j

750 mg/ 8 ou 12 heures ou 5ml/8
ou 12 heures

0,75 mg/kg/j + 100 mg/kg/j

-clindamycine 30 mg/kg/j + traitement local
-atovaquone 750 mg/ 8heures ou 5 ml /8heures
Durée du traitement :
-curatif 3-6semaines (cf ci-dessus)
-entretien a vie sauf restauration immune un tiers-un demi des doses curatives
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1.6. La prophylaxie
Les mesures de prévention de la toxoplasmose congénitale demeurent basées aussi bien sur
les mesures hygiéno- diététiques que le dépistage et le traitement précoce.
1.6.1. La prévention primaire
Elle est essentielle pour les femmes enceintes non immunes et aux sujets immunodéprimés,
elle repose sur des regles hygiéno-diététiques a fin d’éviter le risque de seroconversion [229].
Les principales recommandations sont les suivantes :
e Lavage soigneux des crudités et les salades,
e Cuisson suffisantes des viandes (plus de 65°C),
e Lavage des mains avant et apres toute manipulation des aliments,
e Nettoyage des ustensiles et surface ayant servi a la préparation des aliments,
e Ports des gants pour le nettoyage de la litiere du chat, ainsi que pour les travaux
de jardinage,
e Sérologie mensuelle pour les gestantes séronégatives.
1.6.2. La prévention secondaire
Un dépistage sérologique systématique des femmes enceintes est instauré lors de I’examen
prénatal pour limiter les répercussions en cas de non respect des régles d’hygiéne et une
surveillance sérologique mensuelle des femmes non immunisées est obligatoire jusqu’a
I’accouchement et une semaine aprés, afin de dépister une éventuelle séroconversion tardive et
d’instaurer le plus rapidement possible un traitement a fin de réduire la transmission materno-
feetale et un diagnostic anténatal pour pallier aux conséquences d’un passage transplacentaire en
instituant un traitement adapté [230]. Cette prévention s’applique également aux
immunodéprimes VIH positifs, elle repose sur une chimio- prophylaxie qui permet de neutraliser

toute reprise évolutive et est illustrée dans le tableau suivant :
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Tableau N°8: Recommandation de prévention de la toxoplasmose chez les patients infectes
par le VIH, les greffés de moelle allogénique et les transplantés cardiaques [231].

Prévention de la| Prévention des réactivations Références
contamination (chimioprophylaxie)

Patients infectés par le VIH

Sérologie de toxoplasmose négative oul NON Delraissy, 2004
Serologie de toxoplasmose posiive NON OUIsi CD4<100mme. Kaplan, 2002,
Medicament recommandé - cotimoxazole”. Moulnier, 2004,

Veller ala bonne compliance sifre d anticorps >150/mm*
Possibiité de suspension i reconstitution immunitaire durable
(>200 CO4imm? pendant plus de 3 mois.

Greffe de moelle allogénique

Sérologie de toxoplasmose négative oul NON. sauf cas exceptionne! de risque de fransmission par la| Anonyme, 2000
moelle Foot 1994,
Sérologie de toxoplasmose positive NON oul

Medicament propose - coimoxazole.
Durée proposée: 6 mois post greffe. Prolongation ou reprise i
immunodépression etiou réaction de greffon contre hite (GVH).

Transplantation d'organe (coeur)

Sérologie de toxoplasmose négative oul QUI'si donneur séropositf pour la toxoplasmoge. Baden, 2003,
Medicament : cotrimoxazole. Durée non définie. Wreghitt, 1992
Sérologie de toxoplasmose positive NON oul

Chez les femmes enceintes infectées par le VIH et séropositives pour la toxoplasmose, cette
prophylaxie peut étre administrée [232]. Aux Etats-Unis, compte tenu de la faible incidence des
cas de réactivation de toxoplasmose chez ces patients, il est recommandé que toute prophylaxie

contenant de la pyriméthamine soit différée jusqu'a 1’accouchement [233].
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1. MATERIEL ET METHODES
1.1. Matériel biologique
Les prélévements concernent des patients qui se sont présentés au CHU d’Annaba (service de
Parasitologie- Mycologie, service de gynécologie, service d’infecticux et service ophtalmologie),
et aux laboratoires et gynécologues privés. Nous avons regu 1111 patients adressés pour une
sérologie toxoplasmique et représentés par des gestantes, des patients suspects de toxoplasmose
oculaire et des patients immunodéprimes (sérologie VIH positive) suspects de toxoplasmose
cérébrale. Les prélevements ont été réalisés sur une période de 04 ans allant de Janvier 2006 a
Décembre 2009 et traités entre le laboratoire de Parasitologie-Mycologie de la faculté de
médecine d’Annaba et le service de biologie parasitaire de I’Institut Pasteur d’Algérie (IPA). Les
différents prélevements sont représentés par les échantillons suivants :
1.1.1 Sang veineux sur tubes sec :
— 2254 prélévements concernent 1028 gestantes;
— 53 prélévements ont été réalisés chez 42 patients suspects de toxoplasmose oculaire dont
11 couples sérum/ humeur aqueuse (HA) ;
— 43 prélévements ont été réalisés dont 02 couples sérum/ liquide céphalorachidien (LCR)
chez 41 patients immunodéprimés (sérologie VIH positive);
L’ensemble de ces prélévements sont soumis a une recherche d’IgG et d’IgM anti
toxoplasmiques.
1.1.2 Sang du cordon ombilical :
07 prélévements de sang de cordon sur tube sec et sur anticoagulant concernent les gestantes
suivies pour suspicion de toxoplasmose évolutive sur grossesse et recus a 1’accouchement.
Les prélevements réalisés sur tube sec servent a une sérologie et ceux sur anticoagulant a une
inoculation & la souris blanche BalbC.
1.1.3. Placenta entier :
A l'accouchement, les 07 placentas, des gestantes suivies sont récupérés dans une boite en
plastique propre sans fixateur avec une ampoule de Pénicilline, pour éviter les contaminations et
adressés au service de biologie parasitaire (IPA). Les placentas font I’objet d’une inoculation a la

souris BalbC.
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1.1.4. Humeur aqueuse (HA) :
10 prélevements sont obtenus par ponction de la chambre antérieure, réalisée par
I’ophtalmologiste sous anesthésie locale au bloc opératoire.
1.1.5. Liquide céphalorachidien (LCR) :
02 prélevements sont obtenus par ponction lombaire, réalisée par ’infectiologue sous
anesthésie locale. Ils sont destinés a une sérologie comparativement aux sérums.
1.2. Matériel de laboratoire
1.2.1. Appareillage
— AXSYM ABBOTT Diagnostic ;
— Centrifugeuse ;
— Etuve;
— Microscope a ultra- violet ;
— Lecteur de microplaque ELISA avec filtre de mesure a 450 nm et filtre de réference a 620
nm;
— Agitateur oscillant pour immunoblots ;
— Agitateur type vortex ;
— Congélateur a -20°C ;
— Réfrigérateur.
1.2.2. Verrerie
— Lames siliconées a spots ;
— Eprouvettes graduées 25, 50, 100 et 1000 ml ;
— Ballons jaugés ;
— Chambres humides ;
— Pissettes ;
— Tubes a usage unique ; tube de khan.
1.2.3. Réactifs (voir annexe)
Pour I’ELISA :
— Les plagues de microtitration sensibilisées pour le dosage des 1gG et IgM.
Pour PAXSYM :
— Microparticules recouvertes de Toxoplasma gondii pour le dosage des 1gG et IgM.

Pour le test d’avidité :
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Microplaque sensibilisés avec 1’antigéne de Toxoplasma gondii.

Pour le Western blot :

Les bandes sensibilisées avec I’antigéne soluble de Toxoplasma gondii.
1.2.4. Autres produits et consommables

Papier absorbant de type Whatman ;

Embouts bleus et jaunes ;

Cuves d'incubation multicanaux en polypropyléne adaptées aux miniblots (Réf. LDBIO :

# WBPP-08 ou équivalent);

Cutter ou scalpel.
1.2.5. Petits matériels

Pinces ;

Tubes eppendorf ;

Portoirs pour tubes ;

Pipettes et Micropipettes, réglables ou fixes de 10 a 1000 ul et 1.2 et 10 ml ;

Chronometre.
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1.3. METHODES

1.3.1. Recrutement de nos patients et démarche diagnostic

Les patients concernés par notre étude sont représentés par les gestantes qui se sont présentées
pour une serologie toxoplasmique dans le cadre d’un bilan prénatal, 1’échantillonnage le plus
important, des patients suspects cliniguement de toxoplasmose oculaire et des patients VIH
positif avec une atteinte cérébrale.

Afin d’étre en mesure de comprendre 1’épidémiologie de cette parasitose a 1’Est Algérien et de
prévenir une éventuelle toxoplasmose congeénitale, I’étude a été réalisée sur un échantillon
représentatif de la population des femmes enceintes de la wilaya d’ Annaba et les autres wilayates
de I’est. Le nombre de sujets nécessaire a été calculé sur la base d’une estimation nationale de la
séroprévalence de la toxoplasmose par I’'IPA et qui serait de ’ordre de 50 % chez les femmes
enceintes ainsi que sur le nombre total d’accouchements survenus pendant la période d’étude
chez les femmes habitant dans cette wilaya et les autres wilayates de 1’est et qui était de 1’ordre
de 40 000 accouchements (Rapports annuels de la direction de la santé de la wilaya d’Annaba
2006-2009).

Mille vingt-huit gestantes ont été retenues, ce qui correspond a une précision de 1’ordre de 4 %.
L’inclusion des femmes a été faite sur la base d’un échantillonnage par grappes a un degré. La
base de sondage utilisée était la liste exhaustive des cabinets privés des gynécologues et des
structures publiques qui assurent la surveillance des grossesses dans le cadre du Programme
national de la santé reproductive. Le nombre de grappes tirées au sort était proportionnel au taux
de captation des femmes enceintes selon le secteur d’activité et qui était de 60% dans le secteur
privé et de 40% dans le secteur public (Rapport annuel 2005 du Programme national de la santé
reproductive et Planification familiale — Direction de la santé de la Wilaya d’Annaba). Les
femmes incluses dans I’étude ont été celles qui habitaient sur le territoire de la wilaya d’ Annaba
et les wilayates de L’est. Elles ont éte informées sur la gratuité des examens sérologiques.

Une fiche de renseignements (Annexe N°I) a été remplie pour chaque patient et comportait :

e Pour les gestantes :

Une partie relative a 1’identité ;

Des renseignements sur la grossesse (age de la grossesse en mois et trimestre, nombre de

grossesse);
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Une partie relative aux facteurs de risque connus dans la survenue de la toxoplasmose tels
que la consommation de viande bien ou mal cuite, la notion de présence ou pas de chat dans
I’entourage et les travaux de jardinage (oui/non).

Ces deux derniers facteurs ont été supposés comme des indicateurs indirects d’exposition aux
végétaux et a I’eau souillés.

Les gestantes ayant eu une sérologie positive en 1gG avec ou sans IgM ont bénéficié d'un test
d'avidité afin de dater la contamination toxoplasmique par rapport a I’age de la grossesse. Toutes
les séroconversions documentées ainsi que toutes les sérologies positives avec un indice
d'avidité faible, témoin d’une contamination toxoplasmique périconceptionnelle ou
conceptionnelle, ont fait I'objet d'un suivi durant toute la grossesse. A l'accouchement, les
placentas et les sangs du cordon des gestantes suivies ont été inoculés a la souris blanche
BalbC , leurs profils sérologiques comparés mere —enfant, ont été fait par Western Blot, 1gG et
IgM et le dosage des IgM chez les nouveaux a éeté fait par la technique immunofluorescence
indirect (IFI).

e Pour les patients suspects de toxoplasmose oculaire :

Une partie relative a 1’identité et une partie aux signes cliniques.

Les patients ayant eu une sérologie positive ont fait 1’objet d’une ponction de la chambre
antérieure (HA). Le titrage des anticorps dans I’ HA été effectué parallélement au titrage dans le
sérum, leurs profils sérologiques comparés sérum/humeur aqueuse ont été fait par western Blot
19G.

e Pour les patients immunodéprimés (sérologie VIH positive)  suspects de

toxoplasmose cérébrale :

Une partie relative a 1’identité et une partie les signes cliniques.

Les patients ayant eu une sérologie positive dont 2 seulement ont fait 1’objet d’une ponction
lombaire (LCR) ou le titrage des anticorps dans le LCR a été effectué parallelement au titrage
dans le sérum, leurs profils sérologiques comparés sérum —LCR ont été fait par western blot,
19G.

e Techniques utilisées

L'examen sérologique a été réalisé par les méthodes de Microparticule Enzym ImmunoAssay
(MEIA, ABBOTT DIAGNOSTIC) et ELISA (Platelia Toxo IgG, Bio-Rad) avec des seuils de

positivité différents et a comporté le dosage des IgG et la recherche des IgM. La mesure de
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I’avidité a été réalisée par ELISA (RADIM, Réf KITGA. Toxoplasmose .EIA.WELL) et les
profils comparé meére —enfant, serum —HA et sérum- LCR ont été fait par Western Blot 1gG et
IgM (WB) (LD BIO diagnostic western Blot IgG, IgM Réf TOP-WB 96 GM).

e Meéthodes statistiques :

La saisie et I’exploitation des données a été faite avec le logiciel Epi Info (3.3.2), avec
conception d’un masque de saisie (Annexe N° II).

Pour les analyses descriptives, les résultats ont été exprimés en pourcentages calculés par
rapport au total de I’échantillon, avec un risque d’erreur de 5 % pour les parametres qualitatifs, et
en moyenne avec écart-type pour les parametres quantitatifs. La recherche des facteurs de risque
a été faite par une analyse multivariée sur 490 gestantes chez qui I’information a été précisée. Les
Odds-Ratio (OR) ont été calculés par la régression logistique avec les intervalles de confiance a
95 % (IC 95 %).

1.3.2. Traitement des prélevements

Tous les prélevements de sang veineux sur tube sec sont centrifugés et les sérums récupérés

pour un dosage des anticorps anti- Toxoplasma de la classe des 1gG et une recherche des IgM.

Les prélevements de I’HA et du LCR sont centrifugés et ce sont les surnageants qui sont

utilisés pour le dosage des anticorps anti-toxoplasmique (1gG —IgM).

Les placentas ainsi que les sangs du cordon feetal sur tube avec anticoagulant sont traités au

service de biologie parasitaire (IPA).

1.3.3. Diagnostic de la toxoplasmose chez la femme enceinte
1.3.3.1. Diagnostic sérologique :
1.3.3.1.1. ELISA manuelle (chaine ELISA) :
Nous avons utilisé ’ELISA manuelle avec ces deux variantes. Le dosage des IgG a été réalisé
par une ELISA indirecte alors que la recherche des IgM a été faite par une ELISA double

sandwich.
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ELISA indirecte
Principe

Le test est un dosage immuno-enzymatique au cours duquel le sérum a étudier est incubé
directement avec I’Ag soluble de T. gondii fixé sur un support solide en polystyrene. La
formation d'un complexe Antigene- Anticorps, est révélée par une anti-globuline marquée par la
peroxydase. L’ajout du substrat de I’enzyme donne une coloration bleue qui vire au jaune apres
ajout d’une solution d’arrét et dont la densité optique est mesurée a 1'aide d'un spectrophotometre.
Composition du coffret :

— Une microplaque de 96 puits sécables sensibilisés avec 1’antigéne soluble de T. gondii;

— Solution de lavage concentrée ;

— Etalon0;

— Etalon de positivité (au seuil) 6 Ul/ml ;

— Etalon 60 Ul/ml ;

— Etalon 240 Ul/ml ;

— Conjugué ;

— Diluant;

— Tampon pour substrat de la peroxydase ;

— Chromogene ;

— solution d'arrét ;

— Films adhésifs.

NB : la composition du coffret dans le détail est en annexe N°lII
Mode opératoire

— Régler I’étuve a la température de 37+£1°C puis ramener tous les réactifs a la température
ambiante, environ une heure avant leurs utilisations en maintenant la microplaque dans
son emballage,

— Bien agiter tous les réactifs,

— Sortir la microplaque de son emballage, déterminer le nombre de puits a utiliser en
prévoyant quatre puits pour les contréles, un puit pour sérum humain négatif, un puit
pour sérum étalon positif 1 (valeur seuil) titre de 6Ul/ml , un puit pour sérum étalon
positif 2 titre 60 Ul/ml et un puit pour sérum étalon positif 3 titre 240 Ul/ml,

— Les puits non utilisés doivent étre remis dans leur emballage,
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— Diluer les échantillons a tester et les étalons au 1/101 dans les mémes conditions : 10 pl
de I’échantillon et des étalons sont dilués dans 1 ml de diluant, bien homogénéisé au
vortex,

— Déposer 200 pul d’étalons comme suit : 200 ul d’étalon 0 Ul/ml, 200 pl d’étalon 6 Ul/ml,
200 pl d’étalon 60 Ul/ml, 200 pl d’étalon 240 Ul/ml dans les cupules 1-2-3 et 4
respectivement, ensuite 200 pl des échantillons dilués dans le reste des cupules,

— Couvrir la microplaque avec un film et incuber & 37 + 1°C pendant 1 heure + 5 minutes,

— Enlever le film, éliminer le contenu de tous les puits et laver 3 fois avec la solution de
lavage puis éliminer tout le liquide de lavage résiduel,

— Distribuer 200ul de conjugué dans tous les puits,

— Couvrir la microplaque avec un nouveau film et incuber a 37 + 1°C pendant 1 heure + 5
minutes,

— Enlever le film, éliminer le contenu de tous les puits et laver 4 fois avec la solution de
lavage, éliminer tout le liquide de lavage résiduel,

— Distribuer 200ul de solution de révélation dans tous les puits,

— Incuber a la température ambiante pendant 30 minutes a 1’abri de la lumiére,

— Distribuer 100 pl de solution d’arrét dans tous les puits,

— Effectuer la lecture avec le lecteur de microplaque & 450/620 nm dans I’heure qui suit
I’arrét de la réaction.

— Le rendu des résultats ne peut étre fait qu’aprés la procédure de validation de notre
manipulation.

Les contrbles positifs et negatifs seuils doivent étre utilisés dans chaque série pour valider le

test.
Si les valeurs de densité optique (D.O) ne sont pas dans la gamme de valeurs attendues, le test

doit étre répete.
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Controles D.O
Contrdle négatif <0,200
Controle positif >1,000
Sérum seuil D.O contrdle positif / D.O controle négatif >2

Interprétation des résultats

titre Interprétation
<6Ul/mi Négatif
6-9UI/ml Douteux
>9 Ul/mi Positif

Les échantillons douteux doivent étre retestés ou un nouveau prélévement doit étre
demandé.
Les échantillons ayant un titre d’IgG inferieur a 6Ul/ml sont considéres négatifs.

Les échantillons ayant un titre d’IgG supérieur a 9UI/ml sont considéres positifs.

ELISA Double sandwich
Principe

Le test est également un dosage immuno enzymatique au cours duquel le sérum a étudier est

incubé directement avec 1’Ag soluble de T.gondii fixé sur un support solide en polystyrene .Au

complexe Ag-Ac formé on rajoute I'Ag toxoplasmique et le tout sera révélé par un conjugué anti-

toxoplasmique marqué a la peroxydase. Le résultat est semi quantitatif.

Composition du coffret :

Une microplaque de 96 puits sécables sensibilisés avec 1’antigéne soluble de T. gondi;
Solution de lavage concentrée ;

Etalon ;

Etalon au seuil ;

Contréle positif ;

Antigéne ;

Conjugué (antigene +conjugue) ;

Diluant ;
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Tampon pour substrat de la peroxydase ;
Chromogeéne ;
solution d'arrét ;

Films adhésifs.

La composition du coffret ELISA double sandwich est la méme que celui destiné au dosage

des IgG (ELISA direct), avec en plus 1’antigéne lyophilisé de T. gondii.

NB : la composition du coffret dans le détail est en annexe N°III

Mode opératoire

Régler I’étuve a la température de 37 + 1°C puis ramener tous les réactifs a la température
ambiante, environ une heure avant leurs utilisations en maintenant la microplaque dans
son emballage,

Bien agiter tous les réactifs,

Sortir la microplaque de son emballage, déterminer le nombre de puits a utiliser en
prévoyant quatre puits pour les contrdles, un puit pour sérum humain négatif, deux puits
pour sérum étalon positif (valeur seuil) et un puit pour sérum étalon positif,

Les puits non utilisés doivent étre remis dans leur emballage,

Diluer les échantillons a tester et les étalons au 1/101 dans les mémes conditions : 10 pl
de I’échantillon et des étalons sont dilués dans 1 ml de diluant, bien homogénéiser au
vortex,

Déposer 200 pl d’étalons comme suit : 200 pl de contréle non réactif, 200 pl de contréle
valeur seuil, 200 pl de contréle positif dans les cupules 1-2-3 et 4 respectivement ensuite
200 pl des échantillons dilués dans le reste des cupules,

Couvrir la microplaque avec un film et incuber a 37 + 1°C pendant 1 heure + 5 minutes,
Enlever le film, éliminer le contenu de tous les puits et laver 3 fois avec la solution de
lavage puis éliminer tout le liquide de lavage résiduel,

Distribuer 200ul de conjugué (antigene dilué +conjugué dilué) dans tous les puits,
Couvrir la microplague avec un nouveau film et incuber a 37 + 1°C pendant 1 heure +5
minutes,

Enlever le film, éliminer le contenu de tous les puits et laver 4 fois avec la solution de

lavage, éliminer tout le liquide de lavage résiduel,
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— Distribuer 200ul de solution de révelation dans tous les puits,
— Incuber a la température ambiante pendant 30 minutes a ’abri de la lumiére,
— Distribuer 100 pl de solution d’arrét dans tous les puits,
— Effectuer la lecture avec le lecteur de microplaque a 450/620 nm dans I’heure qui suit
I’arrét de la réaction.
— Le rendu des résultats ne peut étre fait qu’aprés la procédure de validation de notre
manipulation.
Procédure de validation
Les contrbles positifs, négatifs et seuils doivent étre utilisés dans chaque série pour valider le
test.
Si les valeurs de densité optique (D.O) ne sont pas dans la gamme de valeurs attendues, le test

doit étre répéte.

Controles D.O
Contrble négatif <0,100
Controle positif >1,000
Sérums seuils D.O contrdle valeur seuil/ D.O controle négatif >3
D.O Controéle positif/ contrdle valeur seuil>1.8

Interprétation des résultats

Index Interprétation
<0,8 Négatif
0,8-1 Douteux

>1 Positif

— Les échantillons douteux doivent étre retestés ou un nouveau préléevement doit étre
demandé.
— Les échantillons ayant un index inférieur a 0.8 sont considéres négatifs.

— Les échantillons ayant un index supeérieur a 1 sont consideres positifs.
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1.3.3.1..2. MEIA(AXSYM) ABBOTT Diagnostic

Principe

La MEIA AXSYM Toxo IgG et IgM est une technique de dosage immuno-enzymatique,
comme la technique ELISA avec I’avantage sur cette derniére d’étre automatisée, utilisée pour
la mesure quantitative des 1gG et la recherche des anticorps IgM anti-Toxoplasmique dans le
sérum ou le plasma humain. Le sérum a étudier est incubé directement avec les microparticules
recouvertes de I’Ag soluble T.gondii dans les puits de la cartouche de la réaction. L’anticorps
anti -toxoplasmique se lie aux microparticules pour former un complexe Ag-Ac.
Composition des coffrets AXSYM Toxo IgG et IgM

Le coffret contient 100 tests et est compose de :

— Microparticules recouvertes de I’Ag de T.gondii ;
— Conjugué d’anticorps anti-IgG / anti-gM;
Diluant tampon citrate de neutralisation du facteur rhumatoide, (Ce réactif est utilisé

uniquement pour dosage des IgM).

NB : la composition du coffret dans le détail est en annexe N°IV
Calibrateurs

AXSYM Toxo IgG calibrators : Les calibrateurs sont fabriqués par dilution et correspondent
au 2° Standard international de I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) relatif a

I’immunoglobuline anti- T. gondii a chaque niveau de concentration.

— AXSYM Toxo IgG calibrator (négatif).

— AXSYM Toxo IgG calibrator (seuil).
Calibrateur indice AXSYM Toxo IgM
Index cal

— calibrateur indice AXSYM Toxo IgM (seuil).
Les contrdles

— Le contrble négatif AXSYM Toxo IgG.

— Le contrdle positif AXSYM Toxo IgG.

— Le controle négatif AXSYM Toxo IgM.

— Le contrdle positif AXSYM Toxo IgM.
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Mode opératoire

Les échantillons et tous les réactifs AXSYM Toxo 1gG et IgM nécessaires pour un dosage sont
pipetés par 1’aiguille d’échantillonnage dans les différents puits de la cartouche de réaction se
trouvant dans 1’unité de traitement. La cartouche de réaction est immédiatement transférée dans
I’unité de traitement ou le pipetage continue a 1’aide d’une aiguille de traitement.
Les réactions ont lieu dans ’ordre suivant :
Unité d’échantillonnage

L’aiguille d’échantillonnage dilue 1’échantillon dans le diluant et transfére une partie aliquote
de I’échantillon dilué et des microparticules recouvertes de 1I’Ag soluble T. gondii dans un puit
d’incubation de la cartouche de réaction.

L’anticorps anti- T. gondii se lie aux microparticules recouvertes de I’antigéne soluble de T.
gondii pour former un complexe Ag-Ac.
Unité de traitement

Le diluant de dosage est ajouté au mélange réactionnel et une partie aliquote du complexe
antigene —anticorps est transférée sur la matrice. Les microparticules se lient irréversiblement a la
matrice en fibre de vert.

La matrice est lavée avec le tampon de neutralisation du facteur rhumatoide pour éliminer les
anticorps interférents du facteur rhumatoide (si présent) du complexe Ag-Ac

NB : cette étape est réalisée uniquement pour le dosage des IgM.

La matrice est lavée afin d’éliminer le matériel non lié.

Le conjugué d’anticorps anti-lgG / anti-lgM humaines : phosphatase alcaline est distribué sur
la matrice et se lie au complexe antigene — anticorps.

La matrice est lavée afin d’éliminer le matériel non lié.

Le substrat, phosphate de méthyl-4-ombelliféryl, est ajouté sur la matrice et le produit

fluorescent est mesuré par le systeme optique MEIA.
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Procédure de validation du titre des 1gG

Flacon Concentration en anticorps | Limites (Ul/ml)
IgG anti-Toxo

Contrdle négatif | 0 0 a 1,5

Contrdle positif | 20 10 a 30

Interprétation des résultats

Titre Interprétation
<2Ul/ml Négatif
2-3Ul/mi Douteux
>3UIl/ml Positif

Procédure de validation de la valeur de I’indice IgM

Flacon Valeur indice Limites (indice)
IgM anti -toxo

Contréle négatif | 0 0 a 0,499

Contrdle positif 1,5 1.000 a 2,000

Interprétation des résultats

Valeur indice

Interprétation

<0,499 Négatif
0,500-0,599 Douteux
>0,600 Positif
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1.3.3.1.3. Mesure de ’avidité
Principe

L’indice d’avidité est mesuré par un test immunoenzymatique sur phase solide (ELISA). Il
consiste a comparer la force de liaison de I’antigéne a 1’anticorps avec et sans 1’utilisation d’un
agent dissociant, 1’urée.

Un sérum de forte avidité n’est pas facilement dissociable, a I’inverse d’un sérum de faible
avidité. En situation obstétricale, lorsqu’il faut poser 1’indication du diagnostic prénatal, I’étude
de I’avidité des IgG permet d’affiner la datation de 1’infection toxoplasmique.

Composition du coffret

— Microplaque de 96 puits sécables sensibilisés avec 1’antigéne soluble de Toxoplasma. Les

puits non utilisés doivent étre remis dans leur emballage;

— Contréle de faible avidité: sérum humain lyophilisé avec des anticorps anti-Toxoplasma

IgG de faible avidité ;
— Contrélede forte avidité: sérum humain lyophilisé avec des anticorps anti-Toxoplasma
IgG de forte avidité ;

— Le réactif de dissociation : urée ;

— Conjugué enzymatique ;

— Tampon de lavage ;

— Diluant de I'échantillon ;

— Chromogene ;

— Solution d’arrét ;

Films adhésifs.
NB : la composition du coffret dans le détail est en annexe N°V
Mode opératoire

— Régler I’étuve a la température de 37 °C+1° C,

— Ramener les réactifs et echantillons a température ambiante environ une heure avant

utilisation en maintenant la microplaque dans son enveloppe,

— Bien agiter tous les réactifs,

— Sortir la microplaque de son emballage, déterminer le nombre de puits a utiliser en

prévoyant quatre puits pour les contrdles, deux puits pour contrdle de faible avidité et

deux puits pour le contréle de forte avidité,
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— Les puits non utilisés doivent étre remis dans leur emballage,

— Diluer les échantillons a tester au 1/300: 10 pl de I'échantillon additionner a 2990 ul de
diluant, bien homogénéiser au vortex,

— Distribuer 100 pl du controle de faible avidité, 100 ul de contréle de forte avidité dans
les puits respectifs ensuite 100 pl des échantillons dilués dans le reste des puits,

— Couvrir la microplaque avec un film et incuber a 37°C + 1°C pendant 1 heure +5 minutes,

— Enlever le film, éliminer le contenu de tous les puits et laver 4 fois avec 350 ul (par puits)
de la solution de lavage puis éliminer tout le liquide de lavage résiduel,

— Distribuer 100 pl des échantillons dilués dans tous les puits et rajouter 100 pl du réactif
de dissociation dans les puits pairs,

— Enlever le film, éliminer le contenu de tous les puits et laver 4 fois avec 350 pl (par puits)
de la solution de lavage puis éliminer tout le liquide de lavage résiduel,

— Distribuer 100 pl de conjugué enzymatique dans chaque puits,

— Couvrir la microplaque avec un film et incuber a 37°C + 1°C pendant 30 + 5 minutes,

— Enlever le film, éliminer le contenu de tous les puits et laver 4 fois avec 350 pl (par puits)
de la solution de lavage puis éliminer tout le liquide de lavage résiduel,

— Distribuer 100 pl de chromogene dans tous les puits,

— Incuber pendant 10 minutes a 37°C + 1 °C a I'abri de la lumiére,

— Distribuer 100 pl de la solution d'arrét dans tous les puits,

— Effectuer la lecture avec un spectrophotometre a la longueur de 450/620 nm dans les
quinze minutes qui suivent 1’arrét de la réaction.

Procédure de validation

Controles D.O
Contréle négatif < 0,500
Contréle positif > 0,500
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Interprétation des resultats
L’indice d’avidité est fourni par le rapport entre les densités optiques du sérum traité a ['urée

et le sérum non traité. Le calcul de I’indice d’avidité utilise I’équation suivante :

DO IgG avec urée

%100 DO = densité optique

Indice d’avidité =

DO IgG sans urée

Indice d’Avidité(IA) Interprétation
>0,30 Haute avidite
0,2<1A<0,30 Intermédiaire
<0,2 Basse avidité

Un indice d’avidité élevé permet d’exclure une infection récente et a I’inverse un indice
d’avidité faible évoque une infection récente

Cependant la valeur de I’TA doit étre corrélée a I’age de la grossesse pour évaluer le risque de
contamination feetale.

1.3.3. 1.4. Immunofluorescence indirecte (IFI) pour la recherche d’IgM
Source d’antigene : Entretien de la souche

Il est basé sur I’injection intra-péritonéale de la souche RH de Sabin et Feldman de
Toxoplasma gondii a des souris blanches saines (Balb/C, Swiss) de 20 a 25g. L’ascite obtenue
suite a cette infestation servira au repiquage de la méme souche sur d’autres souris nous
permettant ainsi le maintient de la source d’antigéne et d’ADN toxoplasmique.

Une suspension de toxoplasme dans 1’eau physiologique a 9%o est standardisée a 20-25
parasites par champ microscopique. Par la suite 0.2 ml de cette suspension est inoculé par voie
intra-péritonéale a des souris blanches, dont ’observation pendant 3 a 4 jours aprés leur
inoculation montre qu’elles ont des difficultés a se déplacer et leurs poils sont hérissés a cause de

la présence d’ascite.
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Les souris malades sont sacrifiées par asphyxie a I’éther ou par égorgement puis placées sur
une plaque de dissection pres d’un bec bunsen. La peau de I’abdomen est préalablement
désinfectée a I’alcool et décollée a I’aide d’un bistouri ou ciseaux.

On injecte 3 2 4 ml d’eau physiologique a 9%o additionnée d’antibiotiques (pénicilline
1000UI/ml) dans la cavité péritonéale tout en évitant de percer un organe, le peéritoine est
Iégerement massé afin de remettre en suspension les tachyzoites.

L’ascite ainsi formée est aspirée a 1’aide d’une seringue stérile puis la qualité et la richesse en
toxoplasme sont appréciées par observation au microscope G x40.

Cette ascite est soumise a plusieurs lavages avec I’eau physiologique a 9%o et centrifugée
pendant 10mn a 2500 t/mn jusqu’a I’obtention d’un culot propre. Les ascites hémorragiques sont
soumises a un lavage avec de I’eau physiologique a 3%o jusqu'a élimination totale des globules
rouges, d’autre part une incubation dans une étuve a 37°C pendant 30mn suivi d’un lavage a été
nécessaire a 1’éclatement des cellules et la libération des tachyzoites.

Préparation de I’antigéne :

L’antigene utilisé en IFI est un antigéne figuré obtenu par entretien de la souche de T. gondii
sur souris blanche. Il ne doit pas contenir de bactéries et doit étre surtout lavé afin d’éliminer les
protéines de I’ascite et les débris cellulaires. Le protocole de préparation est le suivant :

» Laisser reposer ’ascite 30 mn a 37°C ;

» Centrifuger 10 mn a 2000tours/mn ;

» Jeter le surnageant et garder le culot ;

» Faire 3 lavages a I’eau physiologique a 9%o ;

» Diluer le culot dans de 1’eau physiologique a 9%o jusqu'a obtention d’une suspension a 10
toxoplasmes par champ ;

» Déposer 30 microlitres de la suspension par spots de la lame siliconée ;

» Sécher a I’étuve ou a température ambiante ;

» Fixer les lames dans un bain d’acétone a -20°C pendant 10 mn ;

» Conserver a -20°C.
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Mode opératoire

C’est une technique qualitative qui consiste a rechercher la présence ou 1’absence des IgM.

Cette recherche se fait sur une dilution du sérum au 1/50 de méme que pour le témoin positif
et négatif.

Une goutte de chaque dilution (sérum, témoin positif et témoin négatif) est déposée sur le spot
d’antigéne toxoplasmique et on incube pendant 30 mn a 37°C et en chambre humide.

Le complexe antigéene — anticorps formé, on fait 3 lavages de sorte a débarrasser 1’exces
d’anticorps non fixé.

Le complexe antigéne — anticorps sera révélé par I’adjonction de I’anti IgM marqué a la
fluorescéine a la dilution de 1/100 (0.8ml PBS-Tween + 200ul Bleu d’Evans + Anti-1gM).

Apres 30 mn d’incubation a 37°C en chambre humide et 3 lavages dans des bains de PBS, un
montage est réalisé avec une goutte de glycérine pour une lecture au microscope a UV au GX40.

Une réaction positive s’exprime par une fluorescence autour du toxoplasme alors qu’une
réaction négative montre le parasite en rouge sur un fond noir.

1.3.3. 1.5. Western blot

Comparée a l'inoculation du placenta a la souris, qui peut étre négative en raison du traitement
maternel, et au titrage des IgG qui n’apporte pas d'argument décisif, vu que les IgG maternelles
passent massivement la barriere placentaire, le Western blot représente une toute autre approche
analytique basée sur I'étude qualitative de la réponse immunitaire. Les fractions antigéniques de T.
gondii spécifiquement reconnues par les anticorps présents dans le sérum sont révélées par
I’immunoblot, définissant son profil immunologique.
Principe

Les antigenes de Toxoplasma gondii aprés séparation éléctrophorétique sur gel de
polyacrylamide sont fixés par électro-transfert sur les bandelettes de nitrocellulose. Le test
consiste a incuber les bandelettes avec les sérums. Les anticorps anti-toxoplasme, éventuellement
présents dans les serums, se fixent sélectivement sur les antigenes toxoplasmiques présents sur
les bandelettes et sont révélés par 1’adjonction d’anti-immunoglobuline marquée a la phosphatase
alcaline.

Cet immun-complexe réagit avec le substrat spécifique de I’enzyme et la révélation mettra en

évidence les bandes antigéniques reconnues par les anticorps anti toxoplasme.
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Composition du coffret :

Une pochette de 24, (12 ou 96) bandelettes sensibilisées;
Diluant échantillons;

Tampon de lavage ;

Conjugue anti —1gG;

Conjugue anti-IgM ;

Substrat;

Marqueur de poids moléculaire.

NB : la composition du coffret dans le détail est en annexe N°VI

Mode opératoire

Utiliser une cuve d'incubation multicanaux différente pour les IgG et les IgM,

Distribuer 1.2ml de tampon échantillon dans chacun des puits,

Mettre des gants et utiliser une pincette pour manipuler les bandelettes de nitrocelluloses.
A l'aide d'un cutter (ou scalpel) et d'une régle plate transparente propre et séche, découper
le nombre de bandelettes nécessaire en prenant garde de conserver sur la bandelette le
trait de positionnement et le numéro. Distribuer les bandelettes dans I'ordre des numéros
croissants a l'aide des pincettes en s’aidant du plan établi,

Laisser les bandelettes se réhydrater dans le tampon pendant environ 5mn, face vers le
haut (N° visible) et totalement recouvertes par le tampon,

Distribuer les sérums des patients a raison de 10ul pour les IgG et 25ul pour les IgM dans
leurs puits respectifs,

Agiter doucement la cuve apres chaque dépét,

Incuber sur un agitateur oscillant pendant 90mn + 5mn a la température ambiante,
Aspirer le contenu des puits et répartir environ 2 a 3ml de tampon de lavage dilué dans
chacun d'eux en évitant de retourner les bandelettes. Agiter doucement la cuve
manuellement puis reaspirer le contenu des puits,

Répartir a nouveau environ 2 a 3ml de tampon de lavage dilué en évitant de retourner les
bandelettes. Incuber 3 a 5mn sur l'agitateur. Aspirer le liquide. Répéter cette derniere
opération 2 fois,

Distribuer 1,2ml de conjugué anti-IgG dans chacun des puits de la cuve IgG,
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Distribuer 1,2ml de conjugué anti-lgM dans chacun des puits de la cuve IgM. Les
bandelettes doivent étre totalement recouvertes et face vers le haut (numéros visibles),
Incuber 60mnz£ 5mn a température ambiante sur un agitateur oscillant,

Procéeder au lavage comme pour I'étape précédente,

Distribuer 1,2ml de substrat dans chacun des puits. Les bandelettes doivent étre face vers
le haut (N° visible) et totalement recouvertes par le substrat. Incuber sur un agitateur
oscillant a température ambiante et a I'abri de la lumiére (recouvrir les cuves d'un papier
aluminium),

Observer périodiquement le développement de la coloration. Il dure généralement entre
20 et 60 minutes mais il n'y a pas de régle absolue,

L'arrét est decidé lorsque les bandes éventuellement présentes sont bien contrastées par
rapport a la couleur que prend la bandelette (gris - rosé),

L'arrét se fait par l'aspiration du substrat avec la pompe et la distribution de 2ml d'eau
distillée ou désionisée dans les puits. Laisser incuber 3 & 5mn et répéter une fois ce

dernier lavage,

Précautions :

Il est indispensable d'arréter en méme temps la révélation des 2 bandelettes d'un méme
couple mais on peut arréter indépendamment celle des 1gG et des IgM (les IgM se
révélent habituellement plus lentement que les 1gG).

Le sérum de I'enfant est généralement moins chargé en IgM que celui de la mere. Il faut
laisser le temps a la réaction de se révéler correctement et ne pas craindre de voir la
bandelette IgM maternelle s'assombrir un peu plus.

Déposer, les bandelettes numéro visible, sur un papier absorbant de type Whatman.
Laisser les bandelettes sécher a lair (éventuellement a proximité d'une lampe a
incandescence pour diminuer le temps de séchage). La couleur des bandelettes s'eclaircit

naturellement en séchant.

Interprétation

Lors du diagnostic néonatal, la comparaison des profils mere /enfant a jio se fait en
comparant les bandelettes d’IgG et d’IgM a la recherche de bande antigenique présente
dans le sérum du nouveau né et absente chez la maman. Ce qui témoigne d’une

neosynthese d’Ac par le nouveau né et par conséquent d’une toxoplasmose congénitale.
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1.3.3.2. Diagnostic parasitologique
1.3.3.2.1. Inoculation du placenta a la souris :

Le placenta doit étre prélevé stérilement et conserve a 4°C avec 1ml de gentamycine si la
recherche ne se fait pas immédiatement.
Matériel et autres produits nécessaires :

— Bain-marie a agitation;

— Broyeur;

— Ciseau et pince stériles;

— Flacon stérile a 250 ml;

— Seringues a 2,5ml et aiguilles stériles;

— Cones stériles;

— Passoire;

— Gaze;

— Pots steériles;

— Souris blanche BalbC femelle de 20 a 25 g;

— Flacons de 250 ml d’eau physiologique stérile;

— Trypsine 250 ;

— Gentamycine 10mg/ml.
Mode opératoire :

— Peser 40 g de placenta dans un pot. Le prélevement est fait au niveau des lésions

blanchatres a sa surface (placentite) ;
— Découper le placenta en morceaux a 1’aide de ciseau stérile ;
— Transférer stérilement les morceaux de placenta dans le broyeur et ajouter :
v 250ml de trypsine a 0,4% en eau physiologique stérile ;
v 1ml de gentamycine ;
— Broyer 2 a 3minutes a grande vitesse ;
— Transvaser le broyat dans un flacon stérile et le placer dans un bain-marie a agitation
préchauffé a 37°C pendant 3 heures ;
— Filtrer a travers une gaze montée sur une passoire (stérilisée a la flamme) ;

— Répartir dans des tubes coniques a centrifuger ;
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— Laver 3 fois a 1500 tours/min pendant 10 minutes en jetant le surnageant a chaque fois et
en remettant le culot en suspension dans 2ml d’eau physiologique stérile ;
— Ajouter 10 gouttes de gentamycine au dernier culot qui sera inoculé a 6 souris a raison de
0,5 a Iml par souris en intra-péritonéal.
Surveillance des souris inoculées :

Au cours de la premicre semaine suivant I’inoculation 1’état clinique des souris est surveillé
quotidiennement. Apres 4 semaines d’inoculation, on effectue un prélévement sanguin au niveau
des sinus rétro-orbitaire pour une sérologie toxoplasmique. Un résultat négatif est en faveur de
I’absence de toxoplasmose congénitale alors qu’un résultat positif est a I’inverse en faveur d’une
toxoplasmose congénitale mais doit étre confirmé par un deuxieme prélévement a quelques jours
d’intervalle. On sacrifie alors la souris et on préleve son cerveau pour une recherche de kyste de
Toxoplasma gondii au microscope entre lame et lamelle.

1.3.3.2.2. Inoculation du sang du cordon ombilical a la souris :

Le sang du cordon ombilical ou le sang feetal est inoculé directement par voie intra-péritonéale
a raison de 0,5 a 1ml apres ajout de pénicilline-streptomycine a 06 souris blanches. La
surveillance des souris se fait de la méme fagcon que pour I’inoculation a la souris.

1.3.4. Sérodiagnostic de la toxoplasmose oculaire

1.3.4.1. ELISA manuelle (chaine ELISA)

Le dosage des IgG et la recherche des IgM au niveau du sérum sont identiques a ceux du
dosage des IgG et de la recherche des IgM lors du diagnostic de la toxoplasmose chez la femme
enceinte, sauf que pour le dosage au niveau de I’humeur aqueuse, la dilution est au 1/20 (15 ul
d’HA+ 285 pl de diluant).

1.3.4.2. MEIA(AXSYM)

Le dosage des IgG et la recherche des IgM au niveau du sérum et de I’humeur aqueuse sont
identiques a ceux du dosage des IgG et de la recherche des IgM lors du diagnostic de la
toxoplasmose chez la femme enceinte.

1.3.4..3. Western Blot
Il est identique a celui utilisé lors du diagnostic de la toxoplasmose congenitale , sauf que la

comparaison du profil immunologique se fait entre le sérum et I’humeur aqueuse.
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1.3.5. Sérodiagnostic de la toxoplasmose chez ’'immunodéprimé

1.3.5.1. ELISA manuelle (chaine ELISA)

Elle est identique a celle du dosage des IgG et des IgM, sauf que pour le dosage au niveau du
liquide céphalorachidien, la dilution est au 1/20 (15 pl de LCR + 285 pl de diluant).

1.3.5.2. MEIA (AXSYM)

Le dosage des IgG et des IgM au niveau du sérum et du liquide céphalorachidien estidentique
a celle du dosage des IgG et des IgM lors du diagnostic de la toxoplasmose congénitale.

1.3.5.3. Western Blot

Il est identique a celui utilisé lors du diagnostic de la toxoplasmose congenitale, sauf que la
comparaison du profil immunologique se fait entre le sérum et le liquide céphalorachidien.
2. RESULTATS ET INTERPRETATIONS

La situation épidémiologique de la toxoplasmose en Algérie est méconnue et encore plus a
I’Est Algérien. Afin d’apporter un petit éclairage sur cette situation, nous avons realisé une
enquéte qui a vu le jour grace d’une part aux entretiens répétés avec les gynécologues du CHU
et du privé, les ophtalmologues et infectieux du CHU et qui ¢’est traduit par un bon recrutement
et donc un échantillonnage représentatif de la population d’étude et d’autre part grace a la
gratuité de I’examen sérologique .

L’exploitation de nos résultats a concerné en premier les résultats de nos gestantes, puis ceux
des suspicions de chorioritine d’origine toxoplasmique pour finir par les suspicions des
encéphalites toxoplasmiques.

2.1. Toxoplasmose chez les femmes enceintes

Durant notre période d’étude de 04 ans allant de Janvier 2006 a Décembre 2009, nous avons
recus 1028 gestantes dans le cadre d’un bilan prénatal. Deux milles deux cent cinquante quatre
(2254) sérologies ont été effectuées. L’age moyen de nos gestantes est de 28,5 ans + 5,3 avec
des extrémes de 18 ans et 56 ans, la médiane étant de 29 ans et le mode de 28 ans.

Nous avons réparti nos résultats comme suit :
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TableauN®9 : Répartition des gestantes de notre étude par rapport a I’ensemble des

accouchements durant la période d’étude

Année 2006 2007 2008 2009 Total
Total des 18 243 19783 22165 23359 83550
accouchements
Gestantes avec 242 387 321 78 1028
sérologie
Pourcentage 13.3 19.6 145 3.3 12.3
B Pourcentage Gestantes avec sérologie

M Total des accouchements M Année

23359

3 22165

Figure N° 5 : Répartition des gestantes de notre étude par rapport a I’ensemble des

accouchements durant la période d’étude

Sur le nombre total d’accouchements enregistré durant notre période d’étude qui est de 83550,
seulement 1028 ont fait 1’objet d’une sérologie toxoplasmique, ce qui montre ’absence de la
sérologie toxoplasmique dans la prise en charge de la grossesse et cela malgré un travail de

sensibilisation antérieure a 1’étude et la centralisation de la prise en charge
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Tableau N°10 : Répartition des gestantes selon 1’année de recrutement

M 2006
2007
2008
M 2009

Figure N° 6 : Répartition des gestantes selon I’année de recrutement

Nous notons, que le nombre des gestantes sur les quatre années est hétérogene et que le plus
grand recrutement s’est fait en 2007 et 2008 avec 37,60% et 31,20% respectivement. Il est
important de signaler qu’au cours des 3 premiéres années de 1’étude le test était gratuit. En 2009,
nos gestantes devaient payer leurs analyses et on a remarqué que le pourcentage a chuté a
7.60%. Ceci témoigne du niveau socioéconomique de nos gestantes.
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Tableau N°11 : Répartition de nos gestantes selon leurs provenances.

Provenance Fréquence Pourcent
Tébessa 6 0.58%
Skikda 29 2.82%
Annaba 610 59.34%
Guelma 58 5.64%
El-Taref 32 3.11%
Souk Ahras 23 2.24%
Autre 22 2.14%
Indéterminée 248 24.12%
Total 1028 100,0%
59,34%
24,12%
2,82% Pl 3,11% 2,24% 2,14%
e 8 o = =
Tébessa Skikda Annaba Guelma El-Taref Souk Ahras Autre Indéterminée

Figure N° 7 : Répartition des gestantes selon leurs provenances.

Nous notons que le recrutement le plus important des gestantes s’est fait au niveau de la
wilaya Annaba avec un pourcentage de 59.34% suivi de Guelma, d’El-taref, Skikda, Souk Ahras
et Tébessa avec respectivement 5.64% , 3.11%, 2.82% , 2.24% et 0.58 %. On note également
que 2.14% de nos gestantes avaient comme origine des villes autres que celles de I’Est et que

pour 24.12 % cette origine n’était pas précisée.
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Tableau N°12 : Répartition des résultats globaux des sérologies.

Sérologie Fréquence Pourcentage
Négative 536 52.10%
Positive 492 47.80%
Total 1028 100.0%

IC 95 % :49,1-55,3
IC 95% :44,7-50,9

M Pourcentage

Négative Positive

Figure N° 8 : Répartition des résultats globaux des sérologies

Notre étude montre que la séroprévalence de la toxoplasmose est de 47,8% a I’Est Algérien,
et que 52,10 % de nos gestantes, soit un peu plus de la moitie, sont séronégatives donc a
risque pouvant contracter la toxoplasmose et nécessitent un suivi sérologique pendant la toute

grossesse.
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Tableau N°13: Répartition de nos gestantes en fonction du statut sérologique et de la tranche

d’age

Sérologie | 0-20ans | 20-30ans | 30-40ans >40ans Total
Positive | 3(0,7%) | 235(53%) | 183(41,12%) | 24(5,4%) 445
Négative 5 250 232 16 503
Total 8 485 415 40 948

NB : Nombre de gestantes dont 1’age est inconnu est de 80 soit 7%

300 -
250
250 - 235
200 - 183
m <20
150 - | 20-30
M 30-40
100 1 W >40
50 -
0 .
Positive Negative

Figure N°9 : Répartition de nos gestantes en fonction du statut sérologique et de la tranche d’age

Nous notons que la tranche d’age pour laquelle le plus grand nombre de gestantes sont

immunisées se situe entre 20 -30 et 30-40 ans.
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Tableau N°14 : Profil sérologique des femmes enceintes selon 1’age de la grossesse.

Sérologies/ 1% Trimestre 2°™ Trimestre 3™ Trimestre Trimestre TOTAL
Trimestre indéterminé
Nbre % (IC Nbre % (Ic Nbre % (IC  Nbre % (Ic Nbre
95%) 95%) 95%) 95%)
Négatives 210 485 (43,8- 260 59,1  (54,4- 28 58,3 (44,1 38 35,5 (26,9 536
53,2) 63,6) - -
71,6) 44.9)
Immunisées 214 494 (44,7- 178 405 (359- 20 416 (284 69 645 (55,1 481
54,1) 45,1) - -
55,9) 73,1)
Evolutives 9 21 (11- 2 05 (0,07- 0 0,0 (0,0- 0 00  (0,0- 11
3,8) 1,5) 6,05) 2,7)
TOTAL 433 100,0 - 440  100,0 - 48 100,0 - 107  100,0 - 1028
Nous notons que parmi les 1028 gestantes, 492 avaient une sérologie positive soit une

séroprévalence de la toxoplasmose de 47,8% (IC95% : 44,8- 51,0), et 536 avaient une sérologie

négative.

Concernant les gestantes séropositives, 23 avaient soit une sérologie positive en 1gG avec présence

d’IgM ou des IgG a un taux élevé sans IgM. Devant ce profil un IA a été réalisé¢ pour les 23

gestantes. Sur I’ensemble, 12 avaient un IA, corrélé a I’age de la grossesse, en faveur d’une

toxoplasmose ancienne

Les 11 restantes présentaient une toxoplasmose évolutive soit une prévalence de 1,1% (IC 95% :

0,6 — 1,8). Cette prévalence de toxoplasmose évolutive dans notre travail était variable selon 1’age

gestationnel. En effet, elle est de 2,1 %, de 0,5% et nulle du premier au troisieme trimestre

respectivement.
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Algorithme N° 3 : Reépartition de nos gestantes selon leurs parités et leurs connaissances de leur

statut immunitaire

Total des gestantes

1028
1% Sérologie pour la 1° fois Nombre de Sérologie >2
422
606

41% (1C95% : 38,0-44,0) 59% (1C95% : 55,9-61,9)

Multipares
202

! Primipares
20% (IC95% : 17,3-22,1) !

1
220 :
21%(1C95% : 18,9-23,9) !

1

; Une seule sérologie ;
! 128 1
| 129 (IC95%:105-146) |

Parmi les 1028 gestantes, 202 multipares, faisaient leurs sérologies pour la premiére fois et
ignoraient leurs statuts immunitaires, ce qui montre 1’absence de la sérologie toxoplasmique dans
la prise en charge de la grossesse. Pour les primipares, 128 parmi elles n’ont fait qu’une seule
sérologie au cours de toute leur grossesse, ce qui témoigne encore une fois, de I’absence du suivi

sérologique.
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Tableau N°15 : Répartition des gestantes séronégatives en fonction du nombre de sérologies

faites durant leur suivi

Nombre de gestantes Nombre de sérologies  Pourcentage post accouchement

168 1 31.34% 1
118 2 22.01% 0

87 3 16.23% 2

63 4 11.75% 4

48 5 8.95% 9

32 6 5.97% 5

14 7 2.61% 7

6 8 1.11% 5

B Nombre de gestantes Pourcentage M post accouchement

31,34% 22,01% 16,23% 11,75% 8,95% 5,97% 2,61% 1,11%

Figure N° 11 : Répartition des gestantes séronégatives en fonction du nombre de sérologies

faites durant leur suivi

Nous notons que parmi les 536 gestantes séronégatives, 168 avaient fait une seule sérologie
seulement durant toutes leurs grossesses, alors que les controles sérologiques de certaines de ces
gestantes non immunisées nous ont permis de diagnostiquer un cas de séroconversion .

Nous notons également que le nombre de gestantes ayant fait correctement le contréle durant

leurs grossesses est faible.
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Concernant le contréle post accouchement sur le total de 536, seulement 33 d’entre elles 1’ont
fait.

Afin de montrer encore une fois I’'intérét du suivi sé€rologique des séronégatives nous
présentons le cas de la seroconversion.

Madame B.R, &gée de 30 ans originaire d’Annaba, fonctionnaire, s’est présentée a 2 mois de
grossesse pour une sérologie toxoplasmique dans le cadre d’un bilan prénatal.

Les résultats sérologiques du 2°™ 3¢ 4%Me et 5%M prélévements étaient négatifs (absence
d’IgG et d’IgM) en ELISA et MEIA AXSYM ABBOTT Diagnostic.

Le résultat sérologique du 6°™ mois de grossesse était positif, en ELISA avec un taux d’IgG a
18 Ul/ml avec des IgM positives et en MEIA AXSYM ABBOTT Diagnostic le taux d’IgG était
de 2UI/ml avec des IgM positives. Le diagnostic de séroconversion toxoplasmique est posé, apres
confirmation par traitement des sérums antérieurs parallelement au dernier sérum , et le
traitement a base de Rovamycine a raison de 9 Ul/j a été recommandé et prescrit par le
gynécologue.

Bien que la séroconversion ait été confirmée, par le passage du négatif au positif, nous avons
tenu a faire un [A qui est revenu trés faible a 0.06 témoin d’une contamination récente.

La gestante ne s’est pas présentée a 7 mois de grossesse. A 8 mois, son taux d’IgG est passé a
300Ul/ml en ELISA et a 1243 Ul/ml en MEIA AXSYM ABBOTT Diagnostic avec des IgM
toujours positives par les deux techniques.

Cette gestante a fait sa séroconversion au 6°™ mois de grossesse, fin du 2°™ trimestre, mais a

été, malheureusement, perdue de vue a I’accouchement.
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Tableau N°16 : Cas de toxoplasmose évolutive sur grossesse de nos patientes

Gtes Age 1gG/IgM 2°™ S 3*m™s 4™ S 5™ S 6™ S 7°™s | 8"™S IA et Interprétation CAT Particularités
Gsse/1%® | ELISA/Axym
S Mois
IgG : 300/644 | 200/178 | 180/295 | 221/897 | 202/515 | 212/261 | 200/209 0.39 : Toxoplasmose Rova Fenétre
1 3 mois évolutive péri quUIN thérapeutique/reb
conceptionnelle pd tte ond sérologique
IgM : POS POS POS POS POS POS POS Gsse 3 6 mois
2 5mois | 1gG:380/178 | 237/208 | 188/212 | 200/199 | 207/189 0.29 : Toxoplasmose Rova
évolutive du 1% 9 Ul
IgM : POS | POS POS POS POS trimestre pd tte
Gsse
3 3mois | 1gG: 205 100/10 125/09 106/44 Ql/49 Ql/a7 0.32 : Toxoplasmose Rova
évolutive péri 9uUI/J pd
IgM: POS | POS POS NEG NEG | NEG conceptionnelle tte Gsse
4 3 mois | IgG : 266 300/227 | 289/158 | 204/133 | 169/113 | 156/63 | 218/142 0.32 Toxoplasmose Rova Taux d’IgG trés
évolutive péri 9UI/J pd | élevés pd 5 mois
IgM : POS POS POS POS POS POS NEG conceptionnelle tte Gsse | et déces du Nne a
2 mois
5 2mois | 1gG : 288/16 214/86 188/235 | 380/300 | 990/758 | 332/467 | 244/357 0.20 : Toxoplasmose Rova Maturation
évolutive péri 9uIN rapide 1A : 020
IgM : POS POS POS POS NEG NEG NEG conceptionnelle pd tte apres 1 mois est
Gsse de 0.80
0.28 : Toxoplasmose Rova Perdue de vue a
6 2mois | 1gG : 55/12 65/15 45/11 55/11 évolutive péri 9 Ul/itte | 5 mois de
conceptionnelle Gsse grossesse
IgM : POS POS POS NEG
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7 4 mois | IgG: 42/146 229/100 | 249/92 277122 250 0.54 Toxoplasmose Rova
évolutive péri 9 uUlIl
IgM : POS POS POS POS POS conceptionnelle [tte Gsse
0.40 : Toxoplasmose Pas de Perdue de vue
8 3mois | 1gG:72 200 189/29 173/27 134/36 évolutive péri TRT
conceptionnelle
IgM : POS POS POS POS POS
0.40 : Toxoplasmose pas de
9 4 mois | l1gG :310/42 320/32 240/36 évolutive péri TRT
conceptionnelle
IgM : POS POS POS
0.22 : Toxoplasmose Perdue de vue
10 2mois | 1gG : 300 évolutive du 1%
trimestre
IgM : POS
Rova perdue de vue
11 2mois | 1gG: NEG NEG NEG NEG NEG 18/2 NF 300/ | Séroconversion 9uIn du N né
1243 tte Gsse
IgM : NEG NEG NEG NEG NEG POS NF POS
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Au cours de notre étude 11 gestantes ont présentés une toxoplasmose évolutive au cours de
leurs grossesses, résumees dans le tableau ci-dessus

A travers ce tableau nous notons que la sérologie toxoplasmique est demandée tardivement, au
cours du 1 trimestre de grossesse, alors qu’il est plus judicieux de demander la sérologie
toxoplasmique dés la conception pour une meilleure prévention de la toxoplasmose congénitale.
Au cours de notre étude la plus précoce des demandes a été faite a 2 mois de grossesse et la plus
tardive a 5 mois de gestation.

Nous notons a travers les valeurs obtenues de I’[A, que 8 contaminations sur 11 sont des
contaminations periconceptionnelles. Une sérologie faite avant la conception aurait permis de
différer la grossesse et éviter un traitement long, pendant toute la grossesse, et le stress d’une
contamination feetale. Cependant, cet indice d’avidité qui nous permet de distinguer entre une
contamination récente et une contamination ancienne n’est pas toujours concluant. Certaines
gestantes maturent rapidement la force de liaison Ag-AC et d’autres pas. C’est le cas de la
gestante N°5 qui avait un 1A a 0,20 a 2 mois de grossesse, lors de sa premiére sérologie, et qui
est passé a 0,80 aprés un mois (3 mois de grossesse).

Les gestantes N°2 et N°10 ont un IA en faveur d’une contamination du premier trimestre
de la grossesse. Concernant le traitement, 8 gestantes sur 11 ont bénéficiés d’un traitement aux
doses préconisées suite a nos recommandations. Cependant, pour les 3autres gestantes, et bien
que pour 2 d’entres elles (gestantes N°8 et 9) le suivi a été fait jusqu'a 7 mois et 6 mois de
grossesse respectivement le traitement n’a pas été instauré malgré notre insistance. Quant a la
3" gestante, nous I’avons perdu de vue dés la 1% sérologie malgré le diagnostic d’une
toxoplasmose évolutive.

Le suivi sérologique a été régulier pour 7 gestantes sur 11, bien que sur chaque résultat
sérologique le contréle mensuel est mentionné. Ce contrble nous permet de surveiller
I’observance médicale de nos gestantes. En effet, le taux d’Ac anti Toxoplasma doit régresser
mensuellement sous traitement, et toute fenétre thérapeutique engendrera un rebond sérologique
ce qui est objectivé par le cas de la gestante N°1. Cette gestante n’ayant pas pris son traitement
entre le 4™ et le 5°™ mois de grossesse a présenté au 6°™ un taux d’Ac qui est passé de 178
Ul/ml (a 4 mois de grossesse) a 897 Ul/ml.

Concernant les 11 gestantes ayant présenté une toxoplasmose évolutive, 9 ont éeté suivies

jusqu'a I’accouchement et 7 d’entre elles seulement avaient bénéficié¢ d’un diagnostic néo-natal
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et d’un suivi post-natal. A 1’accouchement les 7 placentas et les 7 sangs du cordon ont été
inoculés a des souris blanche et a dix jours de vie, une serologie toxoplasmique par IFI
(recherche d’IgM chez le nouveau né), MEIA/ ELISA et WB chez la mére et le nouveau né ont
été réalisé. Les nouveaux nés a la naissance étaient cliniqguement indemnes.

Les résultats des examens biologiques sont représentés dans le tableau ci-dessous
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Tableau N°17 : Diagnostic néo-natal et suivi post-natal des nouveaux nés

1gG/IgM 1gG/IgM IFI 1gG/IgM 1gG/IgM 1gG/IgM
Nné | ELISA/AXYM | ELISA/AXYM | IgM WB. IS | ELISAJAXYM | ELISA/AXYM | ELISA/AXYM | CAT Particularités
Maman Post N.Né (j1o) N.né | Mére/Enfant N.né (1mois) N.né (2mois) N.né (3mois)
accht (jio)
Transfert Pas de | Arrét du suivia3
1gG : 350/209 | 1gG : 380/253 passif d’IgG | NEG | 1gG : 152/97 1gG : 40/49 IgG : 51/23 TRT | mois de vie
1 sans IgM
IgM : NEG IgM : NEG NEG IgM : NEG IgM : NEG IgM : NEG
Pas de | Arrét du suivial
1gG : 350/209 | 1gG :90/181 Transfert NEG | 19G : 74/67 1gG : NF 1gG NF TRT | mois de vie
2 passif d’IgG
sans IgM
IgM : NEG IgM : NEG NEG IgM : NEG IgM : NF IgM : NF
Pas de | Arrét du suivia 3
IgG : 181/40 IgG : 51/15 Transfert NEG | IgG : NF IgG : 22/09 IgG : 15/07 TRT | mois de vie
3 passif d’IgG
sans IgM
IgM : NEG IgM : NEG NEG IgM : NF IgM : NEG IgM : NEG
Arrét du suivia 1
1gG : 200/300 | 1gG : 217/292 Transfert NEG | 1gG :174/188 | IgG : NF 1gG : NF mois de vie
4 passif d’IgG Pas de | Déces du nouveau
sans IgM TRT | né a2 mois
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IgM : NEG IgM : NEG NEG IgM : NEG IgM : NF IgM : NF
IgG : 181/40 IgG : 107/336 Transfert NEG | IgG : NF IgG :193/380 | IgG: NF
passif d’1gG Pas de | Arrét du suivi a2
sans IgM TRT | mois de vie
IgM : NEG
IgM : NEG NEG IgM : NF IgM : NEG IgM : NF
lgG : 231/88
1gG : 320/82 Transfert NEG | 1gG : 52/42 1gG : 20/06 1gG : NF
passif d’IgG Pas de | Arrét du suivial
sans IgM TRT | mois de vie
IgM : NEG IgM : NEG NEG IgM : NEG IgM : NEG IgM : NF
1gG : 320/40 1gG : 172/47 NEG | Transfert NEG | 1gG : 52/18 1gG : NF 1gG : NF
passif d’IgG Pas de | Arrétdu suivial
sans IgM TRT | mois de vie
IgM : NEG IgM : NEG IgM : IgM : NF IgM : NF
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Nous notons a travers ce tableau, que tous les nouveaux nés issus de méres ayant contracté la
toxoplasmose au cours de leurs grossesses  (contamination conceptionnelle ou peri
conceptionnelle) ont tous présenté a Jip une sérologie toxoplasmique positive avec des taux
variables d’IgG entre 50 Ul/ml et 380 Ul/ml sans IgM en ELISA et entre 15 Ul/ml et
336Ul/ml sans IgM en MEIA. L’absence d’IgM a été confirmée en IFI chez I’ensemble des

nouveaux nés.

Tous les WB avaient montré des profils de nouveaux nés identiques a ceux des mamans,

témoin d’un transfert passif d’IgG et absence de néo synthése d’IgM (tableau N°18).
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Tableau N°18 : Résultats des profils immunologiques comparés Meéres/Enfants

1 2 3 4 5 6 7
IgG IgM IgG IgM IgG IgG IgM 1gG IgM IgM 19G IgM [o[€] IgM
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Toutes les inoculations des placentas et des sangs de cordons étaient revenues négatives.

Le suivi sérologique pour ces nouveaux nés, non traités, n’a été réalis¢ que pendant 1, 2 et 3
mois pour 2, 3 et 2 nouveaux nés respectivement dont 1’un est décédé a 2 mois de vie. Ce suivi
sérologique a montré une régression des taux des 1gG.

Malheureusement, pour ces nouveaux nés, aucun examen complémentaire a savoir radiologie
du crane, échographie transfontanellaire (ETF) et fond d’ceil (F.O) n’a été réalisé.

L’exploitation des résultats concernant les gestantes nous a permis de calculer le risque de
contamination pour les femmes en age de procréer et pour toutes les séronégatives. Ce risque
était respectivement de 1,16% (12/1028) et 18%o0 (1/532). Le risque d’atteinte feetal chez les
femmes enceintes et la fréquence de la toxoplasmose congénitale sur la période d’étude étaient
nulles.

Le risque de contamination par Toxoplasma gondii est lié a un certain nombre de facteurs que
nous avons tenté d’identifier a travers un questionnaire : il s’agit du type de cuisson de la viande,
la présence ou I’absence du chat et la notion de jardinage.

L’exploitation du questionnaire nous a permis d’obtenir les résultats suivants :

Tableau N°19 : Type de cuisson de la viande

Type de viande Sérologie Positive Sérologie Négative Total
Effectif % Effectif % Effectif %
Viande mal cuite 21 61,8 13 38,2 34 100
Viande bien cuite 188 41,2 268 58,8 456 100
Total 209 42 7 281 57,3 490 100

Chi2 (p=5%) =5,45; p=0,01 ; différence statistiquement significative RR = 1,5
1Cgs50, =1,12-1,99

De notre étude il ressort que parmi I’ensemble des gestantes séropositives, seulement 209 ont
mentionnés le type de cuisson de la viande consommée.

Les femmes qui consommaient de la viande mal cuite, soit 61,8 %, avaient un risque 1,5 fois
plus élevé d’étre contaminées (différence statistiquement significative), comparé aux femmes
qui consommaient de la viande bien cuite. Le type de cuisson constitue donc un facteur de risque

de contamination par le toxoplasme (par rapport la valeur du Ki?).
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Tableau N°20 : La présence de chat

Présence de chat Sérologie Positive Sérologie Négative Total
Effectif % Effectif % Effectif %
Oui 62 57,9 45 42,1 107 100
Non 430 46,7 491 53,3 921 100
Total 492 47,9 536 52,1 1028 100

Chi2 (p=5%) =4,86; p=0,02 ; différence statistiquement significative RR = 1,24
ICgs0, = 1,04 -1,47

Nous notons que parmi I’ensemble des gestantes séropositives, seulement 62 soit 57,9% ont
mentionné la présence de chat dans leurs entourages et avaient un risque de 1,24 fois plus élevé

d’étre contaminées que le reste des gestantes (différence statistiquement significative).

Tableau N°21 : Notion de jardinage

Jardinage Sérologie Positive Sérologie Négative Total
Effectif % Effectif % Effectif %
Oui 23 39,7 35 60,3 58 100
Non 469 48,4 501 51,6 970 100
Total 492 47,9 536 52,1 1028 100

Chi2 (a=5%) =1,65; p=0,19 ; différence statistiquement non significative RR = 0,82
ICgs00 = 0,59 -1,13

Parmi I’ensemble des gestantes séropositives seulement 23 ont ressorti la notion de jardinage
sur 469 gestantes. Le Risque Relatif était de 0,82 avec une différence statistiquement non

significative.
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2.2. Toxoplasmose oculaire
Au cours de notre étude nous avons traité 53 prélevements dont 42 sérums et 11 HA. Sur

I’ensemble des sérums traités 12 etaient complétement négatifs, les sérums positifs présentaient

un titre variable en 1gG (Tableau N° 22)

Tableau N°22 : Cas de suspiscion de toxoplasmose oculaire de nos patients

Numéro | Age | Sexe 19G/IgM 1gG/ IgM | 1gG/HA Résutat WB 1gG
(ans) ELISA AXSYM Interprétation
02 34 F 42INEG Ql NF
02 156/NEG Ql 3.4 Pas en faveur de TO
03 42 M 18/NEG 5/NEG Ql
04 31 F 140/NEG 37INEG 6 Pas en faveur de TO
05 28 F 98/NEG 20/NEG NF
06 20 F >300/NEG | 65/NEG Ql En faveur de TO
07 31 M 50/NEG 56/ZONE | NEG/NEG
GRISE
08 31 F 238/POS 20/POS 5.6 En faveur de TO
09 20 M 38/NEG 22/NEG NF
10 22 M 108/NEG 12/NEG
10 31/NEG 11 En faveur de TO
11 60 M 47/NEG 40/NEG NF
12 34 M >240/NEG | 42/NEG NF
13 44 M 10/NEG 5/NEG NF
16 35 M 29/NEG 14/NEG NF
18 33 M 44/NEG 15/NEG NF
21 45 F 55/NEG 15/NEG NF
23 20 M 26/NEG 6/NEG NF
24 F 30/NEG 7TINEG NF
25 39 M 178/NEG 33/NEG NF
26 42 M 60/NEG 21/NEG NF
27 15 F 109/NEG 26/NEG NF
28 31 F 20/NEG 11/NEG Ql Pas en faveur de TO
29 19 F 199/NEG 18/NEG NF
30 23 F 110/NEG 13/NEG NF
31 15 M 1340/NEG | 513/NEG
31 1270/NEG | 427/NEG 45 En faveur de TO
32 5 M NF 134/NEG | NEG/NEG
34 57 M 33/NEG 24/NEG NF
38 61 M 4/NEG 9/NEG NF
39 20 M 29/NEG 10/NEG NF
40 24 M >300/POS | 1739/POS NF
41 M 193/NEG Ql NEG/NEG | Pas en faveur de TO
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Nos 42 patients sont représentés par 16 femmes et 26 hommes dont 1’age se situe entre 3 et 61
ans et qui se sont présentés pour une sérologie toxoplasmique dans le cadre d’un bilan
étiologique d’une uvéite et / ou une choriorétinite.

Parmi les 42 sérums traités, 12 étaient négatifs et ne nécessitaient pas par conséquent un
prélevement de I’humeur aqueuse alors que 30 étaient positifs avec des taux variables en IgG
entre 4 Ul/ml et 1739 Ul/ml dont 02 présentaient des IgM. Cependant, sur les 30 patients, 11
seulement avaient bénéfici¢ d’une ponction de la chambre antérieure alors qu’elle était indiquée
dans 19 autres cas mais non pratiquée.

Parmi les 11 prélévements d’humeur aqueuse, 8 d’entre eux avaient fait I’objet d’une
sérologie toxoplasmique dont les taux en IgG étaient compris entre 1,1 Ul/ml et 45 Ul/ml (3
humeurs aqueuses étaient en quantité insuffisante).

Le WB avait été fait pour 8 couples sérum/ HA, dont 4 étaient en faveur d’une toxoplasmose
oculaire (Tableau N°23).
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Tableau N°23 : Résultats des profils immunologiques comparés Sérum/ Humeur Aqueuse

M2 M4 M6 M8 M10 M28 M31 M41
1gG 1gG 1gG 1gG 1gG 1gG 1gG 1gG
Sérum | HA Sérum | Sérum | HA HA | Sérum | Sérum | HA | HA | Sérum | Sérum | HA
= \ - ‘ | ; B ——
ee - S - ‘f = =

= ]
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Afin de mettre I’accent sur I’intérét du suivi sérologique chez la femme enceinte, la prise en
charge du nouveau-né et son suivi jusqu'a I’adolescence, nous avons jugé utile de présenter ces
cas de toxoplasmose oculaire dans le tableau ci-dessous:

Tableau N°24: Cas de toxoplasmose oculaire d’origine acquise et/ ou congénitale de nos

patients
Numéro | Age | Sexe 19G/IgM 19G/ IgM 19G/ HA Interprétation
ELISA AXSYM
06 20 F >300/NEG 65/NEG Ql En faveur de TO
08 31 F 238/POS 20/POS 5.6 En faveur de TO
10 22 M 31/NEG 11 En faveur de TO
31 15 M 1270/NEG | 427/NEG 45 En faveur de TO
40 24 M >300/POS | 1739/POS NF

A travers nos résultats on note que sur les 4 cas de toxoplasmose oculaire confirmés, 3 étaient
d’origine congénitale. Il s’agit des patients N°6, N°10 et N°31. Ce qui plaide en faveur de
I’origine congénitale sont 1’age (1’adolescent et le jeune adulte) et les résultats des sérologies qui
ont montré un taux élevé d’IgG sans IgM témoin d’une réactivation. Ces patients ignoraient
I’origine congénitale de leur atteinte oculaire vue 1’absence de la notion de suivi ophtalmologique
durant leur enfance.

Le 4°™ cas de toxoplasmose oculaire est d’origine acquise probable. Il s’agit de la patiente
N°8 dont les résultats sérologiques étaient positifs en IgG et en IgM, avec une synthese
importante d’IgG au niveau de I’humeur aqueuse (5,6 Ul/ml). La présence d’IgM était en faveur
d’une primo-infection.

Un 5°™ cas nous a semblé intéressant de le présenté : il s’agit du patient N°40 , adulte jeune
dont la sérologie toxoplasmique en 1gG était revenue fortement positive ( 1739 Ul/ml) avec
présence d’IgM ce qui est en faveur d’une toxoplasmose oculaire acquise probable ,
malheureusement non confirmée , la ponction de la chambre antérieure n’ayant pas été pratiquée
malgré notre demande.

L’humeur aqueuse reste le prélévement de choix pour confirmer [’étiologie toxoplasmique de

I’atteinte oculaire et le WB la meilleure méthode.
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2.3 .Toxoplasmose chez ’immunodéprimé
Quarante trois prélevements ont été traités dont 02 couples sérums/ liquide céphalorachidien

(LCR) chez 41 patients immunodéprimés (sérologie VIH positive) et qui sont représentés dans le

tableau ci-dessous.
Tableau N°25:

immunodéprimés

Cas de suspiscion

de toxoplasmoses cérébrales chez nos patients

Numéro | Age | Sex | Résultats Résultats | Résultats Résultats WB Interprétation
e ELISA MEIA LCR
01 F 155/NEG 25/NEG NF Non interprétable
03 F 132/NEG 42/NEG NF Non interprétable
04 M 32/INEG 14/NEG NF Non interprétable
05 M 16/NEG 3/NEG NF Non interprétable
06 12/NEG 3/NEG NF Non interprétable
07 M >300/NEG 100/NEG Transfert passif des Non interprétable
>300/NEG 225/NEG 44/NEG 19G
08 M 32/INEG 14/NEG NF Non interprétable
09 150/NEG Ql Non interprétable
10 224/INEG Ql Non interprétable
11 40 28/NEG 35/NEG NF Non interprétable
12 M >300/POS >300/POS NF Transfert passif des
24000/POS Ql 125/NEG 1gG Primo infection

13 F 60/NEG 27/INEG NF
14 39 F 148/POS Ql NF Primo infection
16 M 215/NEG 5/NEG NF Non interprétable
18 M 55/NEG 92/NEG NF Non interprétable
19 20/NEG 10/NEG NF Non interprétable
20 26 F Ql >300/POS NF Primo infection
21 M >300/NEG Ql NF réactivation
22 49 M 960/NEG >300/NEG NF réactivation
24 31 36/NEG 5/NEG NF Non interprétable
26 M N/F >300/POS NF Primo infection
27 N/F >300/NEG NF réactivation
33 27/NEG Ql NF Non interprétable
34 25 M 16/NEG 10/NEG NF Non interprétable
41 20/NEG 35/NEG NF Non interprétable
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Il convient de signaler avant I’interprétation des résultats que les prélévements des patients ont été
adressé avec une fiche de renseignements portant le plus souvent un code sans le nom ni 1’dge du patient.
Quand aux renseignements cliniques, ils se résument en une fiévre élevée pour la majorité des patients
mais aucune donnée concernant leur taux de CDy.et leur chimioprophylaxie n’est mentionnée

Au cours de notre étude nous avons traité 43 prélévements dont 02 couples sérums/LCR.

Parmi les 41 serums traités, 16 étaient négatifs et ne nécessitaient pas par conséquent un
prélevement du LCR, alors que 25 étaient positifs avec des taux variables en IgG entre 12 et
24000 Ul/ml, dont 04 présentaient des IgM. Cependant, sur les 25 patients, 02 seulement
avaient bénéficié d’une ponction lombaire.

A travers ces résultats, il en ressort que 04 patients (N°12, n°14, n°20 et n°26) avaient
présentés une primo- infection toxoplasmique avec des taux d’lgG variables entre 148 et
24000U1/ml, ce qui témoigne de I’absence des mesures hygiéno-diététiques chez ces patients.

Nos résultats nous ont permis également de faire ressortir 3 cas de réactivation probable
(N°21, N°22 et N°27) avec des taux d’IgG >300UI/ ml (960 Ul/ml). L’absence de renseignement
sur le statut immunitaire de ces patients vis a vis du toxoplasme ainsi que le taux de CD4 ne nous
permet pas de confirmer le diagnostic de réactivation toxoplamique.

Cependant la littérature précise bien qu’un taux de 150 Ul/ml d’AC antitoxoplasme et un taux
de CD, autour de 200 éléments / mm?, multiplie par 5 le risque d’une toxoplasmose cerébrale.

Dix huit de nos patients ont eu un contact avec le toxoplasme traduit par la présence d’IgG a
des taux variables entre 3 et 100Ul/ml sans IgM ( N°1, N°3; N° 4, N° 5N° 6 N°7 ,N°8,
N°9 ,N°10, N°11, N° 13 ,N°16 N°18, N° 19 N° 24, N° 33, N° 34 et N °41).

Les résultats serologiques de ces patients seraient interpretés différemment sur la base d’une
fiche de renseignements bien documentée sur le tableau clinique, le taux de CD,, le statut
immunitaire antérieur vis-a-vis de la toxoplasmose et la chimio prophylaxie éventuellement.

En fonction de toutes ces donnees, nos patients pourraient présenter un statut soit en faveur
d’une immunité ancienne ou d’une réactivation soit sérologique, serologique et clinique ou
clinique.

Pour les 2 patients ayant benifici¢ d’une ponction lombaire et dont la sérologie classique était
en faveur d’une primo infection pour le cas N°12 et d’un taux élevé en IgG sans IgM pour le cas
N°7, le WB a revélé un profil de transfert passif. Ce qui exclu le diagnostic de toxoplasmose
cerébrale (Tableau N° 26).
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Tableau N°26 : Résultats des profils immunologiques comparés Sérums/ LCR

M7 M12

Sérum | LCR | Sérum | LCR

2|

1]
24
2|
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Discussion

La toxoplasmose est une affection cosmopolite tres répandue, généralement bénigne chez les
sujets immunocompétents, mais pouvant étre responsable de formes cliniques sévéres en fonction
du statut immunitaire de I'néte et des souches impliquées. Des formes graves peuvent étre
observées chez le feetus et chez les immunodéprimés. La séroprévalence de cette affection est
corrélée aux habitudes culinaires et a I’hygiéne de vie de la population [1].

Durant notre période d’étude nous avons recu 1111 patients adressés pour une sérologie
toxoplasmique et représentés par des gestantes, des patients suspects de toxoplasmose oculaire et
des patients immunodéprimés (sérologie VIH positive) suspects de toxoplasmose cérébrale.

Afin d’exploiter correctement nos résultats du point de vue épidémiologique et biologique
nous les aborderons en fonction de leur contexte. Nous commencerons par discuter les résultats
chez les femmes enceintes, suivis des résultats de suspicion de toxoplasmose oculaire et enfin par
les suspicions de toxoplasmose chez I’immunodéprimé.

La situation de la toxoplasmose en Algérie est méconnue. En effet, nous ne disposons pas de
données provenant ni d’enquétes ni de publications nous permettant d’avoir une idée sur cette
affection. Jusqu’a I’heure actuelle treés peu de travaux ont été réalisés et ce dans le cadre des
mémoires de fin d'étude (Résidanat) et de doctorat d'état en sciences médicales qui ont permis
d’avoir des chiffres mais qui ne sont pas représentatifs d’une situation nationale. De part cette
réalité¢ la toxoplasmose n’est pas une priorité ou un probleme de santé publique en Algérie.

A D’opposé en Europe et plus particuliérement en France, cette pathologie constitue un
probléme de santé publique régie par une législation qui a instaurée des dispositions légales dans
le cadre du bilan prénuptial TORCH (TORCH : Toxoplasmose, Rubéole, Cytomégalovirus,
Herpes) (décret du 17 mars 1978) pour la prévention de la toxoplasmose congénitale.

En 1978, le décret du 17 mars 1978 rend la sérologie de la toxoplasmose obligatoire pour la
délivrance du certificat prénuptial.

Le 27 décembre 1983 par le biais de la circulaire n° 605, il ya eu la diffusion a tous les
praticiens d’une note d’information sur les risques et les moyens de préventions (régles hygiéno-
diététiques) de la toxoplasmose congénitale.

En 1985, la sérologie est devenue obligatoire lors du premier examen prénatal, avant la fin du

troisieme mois de grossesse.
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En 1992, la surveillance sérologique mensuelle pendant toute la grossesse et une semaine
aprés I’accouchement pour les femmes séronégatives et ’application des reégles hygieéno
diététiques sont rendues obligatoires.

Suite a ces dispositions légales une réglementation sur la pratique de la sérologie
toxoplasmique a été appliquée (derniére version en date du 28/04/1995) et se résume comme
suit :

» Tous les examens devront préciser le seuil de positivité du réactif et éventuellement du lot

utilisé ;

» L’examen initial ou ’examen de suivi comporte 1'utilisation d’au moins 2 techniques
différentes décelant des Ac d’isotypes différents ;

» Un examen de contrdle est prévu en cas de taux limite ou de suspicion d’infection récente;

» A Tlissu de chaque examen, le biologiste doit apporter une conclusion au médecin
prescripteur sur la présence ou 1’absence d’Ac anti- toxoplasmique et sur I’ancienneté en
cas de séropositivité ; le biologiste propose les modalités du suivi sérologique éventuel ;

» En pratique, les deux isotypes qui doivent étre étudiés systématiquement sont les 1gG et
les IgM. En cas de taux limite (proche du seuil) des IgG, un prélevement de controle est
recommandé ; il doit étre étudié par des techniques complémentaires de titrage de facon a
permettre une conclusion définitive ;

» En cas de suspicion d’infection récente (présence d’IgM), un suivi sérologique est
recommandé et 1’utilisation de techniques complémentaires permettant de dater I’infection
est souvent nécessaire. Interpréter les résultats et dicter la conduite a tenir au
gynécologue et pédiatre

En Janvier 2008, les législateurs prennent conscience que cette politique de dépistage ne
prenait pas en considération, le nombre croissant de maternité hors mariage et donc un nombre
important de femmes non dépistées.

Dés lors, il a fallu prendre en compte 1’évolution de ces comportements sociaux et la
législation décide 1I’abondan du certificat prénuptial et inclut désormais le dépistage systématique
en début de grossesse.

Dans le reste du monde des attitudes différentes sont instaurées ainsi en Belgique et

Autriche le dépistage est trimestriel [3, 4] alors que en Scandinavie il est néonatal [8].

126



Discussion

En 2008, le groupe suisse qui travaille sur la toxoplasmose congénitale décide de 1’abandon
du dépistage de la toxoplasmose durant la grossesse mais maintient la surveillance
épidémiologique pendant quelques années a 1’aide de programmes mis en place a Bale et en
Lausanne. Enfin, ils estiment qu’étant donné la qualité de leur systéme de santé, ils peuvent
détecter la toxoplasmose congenitale symptomatique chez les enfants touchés sans imposer un
dépistage systématique. Ils sont conscients qu’un tel changement de paradigme nécessite un bon
accompagnement s’ils veulent éviter de plonger les femmes enceintes dans I’insécurité.

L’important est que les médecins expliquent clairement a leurs patientes les raisons motivant
I’abandon du dépistage de la toxoplasmose [234].

Cette législation en Europe bien que différente d’un pays a un autre a permis de connaitre la
situation épidémiologique de la toxoplasmose chez les femmes en age de procréer ce qui n’est
pas le cas au Maghreb.

En effet, la l1égislation au Maghreb et plus précisément au Maroc, en Tunisie et en Algérie
est similaire. Ainsi selon la loi du 3 novembre 1964 au Maroc et la loi du 3 novembre 1964 et
I’arrété du 28 juillet 1985 en Tunisie la sérologie toxoplasmique n’est pas demandée pour la
délivrance du certificat prénuptial. De méme en Algérie 1’ Article 7 bis de la loi N°84-11 du 9 juin
1984 portant code de la famille, n’accorde pas de la place a la sérologie toxoplasmose dans le
certificat prénuptial (annexeN°).

De plus la sérologie toxoplasmique lors du premier examen prénatal n’est pas systématique
dans ces trois pays et par conséquent les données de séroprévalence disponibles viennent
généralement de certaines enquétes épidémiologiques et du centre national de référence de la
toxoplasmose de I’IPA pour I’ Algérie.

Sur le nombre total d’accouchements enregistré durant notre période d’étude et qui est de
83550 (Rapports annuels de la direction de la santé de la wilaya d’Annaba 2006-2009),
seulement 1028 gestantes ont fait 1’objet d une sérologie toxoplasmique. Du fait de 1’absence de
législation et de recommandation, en matiere de toxoplasmose, peu de gestantes bénéficient
d’une prise en charge correcte de leurs grossesses, ce qui est retrouvé lors de notre étude malgré

un travail de sensibilisation antérieur a I’étude et a la centralisation de la prise en charge.
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En effet, parmi nos 1028 gestantes, 202 multipares, faisaient leurs sérologies pour la
premiére fois et ignoraient leurs statuts immunitaires et pour les primipares, 128 parmi elles n’ont
fait qu’une seule sérologie au cours de toute leur grossesse, ce qui témoigne encore une fois, de
I’absence de la sérologique toxoplasmique dans la prise en charge de la grossesse.

Notre étude a concernée 1028 gestantes dont 1’age moyen est de 28.5 ans + 5.3 avec des
extrémes de 18 ans et 56 ans, ce qui rejoint 1’é¢tude réalisée par Fakhfakh et al en 2013 en
Tunisie ou 1’dge moyen était de 29.4 ans avec des extrémes de 16 et 48 ans [235].

La prise en charge des 1028 gestantes lors de notre étude nous a permis de trouver les
données épidémiologiques suivantes. Ainsi sur les 1028 gestantes, 492 se sont révelées
séropositives, 536 séronégatives et 11 gestantes en faveur d’une toxoplasmose évolutive.

La séroprévalence de la toxoplasmose dans la wilaya d’Annaba est de 47.8 % (IC 95 % :
44.8-51.0) durant notre période d’étude (2006 a 2009). Cette séroprévalence est comparable a
celle trouvée par Fendri a Constantine (Nord-est Algérien) entre 1995 et 1996 [236] et celle
trouvée par chouchane a Sétif en 2013[237] soit une séroprévalence de 50.1 et 47.9%
respectivement. Au centre du pays, elle était de 57.7% en 1981 [238] et de 46.6 % en 2001
(données fournies par le centre de référence de la toxoplasmose, service de biologie parasitaire de
I’Institut Pasteur d’Algérie). A travers ces chiffres et ceux du centre national de référence de la
toxoplasmose de I’'IPA, la séroprévalence de la toxoplasmose en Algérie serait autour de 50 %, ce
qui differe Iégerement de celles trouvées au niveau d’autres pays du Maghreb.

En effet, en 2001 cette séroprévalence, au Nord de la Tunisie, était de 58.4 % [239]. A Sfax
Sellami et al en 2010, trouvent une séroprévalence de 39.3 %[240], alors que Ben abdallah et
al en 2013, dans une étude rétrospective qui a concerné 2070 gestantes entre 2007 et 2010
trouvent une séroprévalence de 46.60% [241].

Au Maroc et précisément dans la ville de Rabat en 2007, cette séroprévalence était de 50.6
% [239].

Cette Iégere différence entre les trois pays du Maghreb est probablement due a la taille de
I’échantillonnage et aux techniques séro-immunologiques utilisées, étant donné que nous
partageons avec la Tunisie et leMaroc les mémes habitudes culinaires, culturelles et religieuses.

En Afrique, Bamba et al en 2012 a Bobo Dioulasso au Burkina Faso, retrouvaient une
séroprévalence de 31% [242] , alors que Pangui et al en 2013 a Dakar lors d’une étude sur la

toxoplasmose en Afrique de 1’Ouest et du Centre ont trouvé une séroprévalence variant entre 18
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et 78%, avec des prévalences plus élevées en régions humides ce qui s’explique par la
conservation de la viabilité des oocystes de Toxoplasma gondii plus longtemps dans ces
conditions[243].

En Europe, la séroprévalence est variable, faible en Suede (25,7 %) et en Grece (29,5 %)
[244, 245] mais plus élevée en France (43,8 %) en 2003[18-20].

La séroprévalence de la toxoplasmose varie dans le temps également.

En effet, en France elle est passée de 54.3% en 1995 a 43.8 % en 2003 d’ou une baisse de
pres de 20 % en huit ans. Ceci confirme 1’intérét d’une 1égislation qui impose un programme de
dépistage de la toxoplasmose qui est un réel probleme de santé publique [18].

La séroprévalence de la toxoplasmose varie de facon croissante avec un autre facteur
épidémiologique a savoir 1’age. Cependant au cours de notre étude, elle passe de 53% a 41%
dans les tranches d’age 20 — 30 ans et 30 — 40 ans respectivement. Cette variation est due a
certains biais de représentativité du fait que la demande de I’examen sérologique n’est pas
systématique et pourraient également étre liées au mode d’échantillonnage (en grappe) tels que
le manque de diversité des femmes dans les grappes selon 1’4ge et le niveau socio-économique.

La variation de notre séropositivité en fonction de 1’age ne semble pas comparable a celle
d’El Mansouri et al, en 2007 au Maroc. En effet, elle est de 32,4% chez les gestantes de moins
de 20ans et autour de 52% chez celles ayant des ages compris entre 20 et 39 ans [239]. Cette
différence semble plutdt liée aux tranches d’age dont I’intervalle varie entre 20 et 30 ans pour
notre ¢tude et entre 20 et 39 ans pour 1’étude marocaine. Cependant, chez les femmes dont I’age
est supérieur a 40 ans, nos résultats se rejoignent avec un taux de positivité de 60% pour Annaba
et de 63,8 % pour le Maroc [239].

De méme, en France la prévalence de la toxoplasmose chez les femmes enceintes de
nationalité francaise augmentait avec 1’age [18], comme cela avait été observé en 1995 par
Ancelle et al. en 1996 [88].

Notre étude a permis de révéler également le nombre de gestantes séronégatives qui courent
le risque de contamination au cours de leurs grossesses et par consequent le risque de
contamination fcetale .Chez ces gestantes les messures prophylactiques s’imposent (Annexe N°
VIII)

En effet, sur les 1028 gestantes, 52.10% étaient non immunisées et 1,1 % présentaient une

toxoplasmose évolutive.
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Sellami et al. en 2010 ont rapporté 59.4% de seronégatives et 1,3% de toxoplasmose
évolutive. Cependant, le suivi sérologique n’a concerné que 31% des séronégatives ce qui incite a
étre prudent quant au calcul du risque de toxoplasmose congénitale [240].

L’¢tude de Ben abdallah et al en 2013 a montré que sur les 2070 gestantes, 49, 60% avaient
une sérologie négative et 79 parturientes, soit un taux de 3,8%, ont eu une primo-infection
toxoplasmique au cours de la grossesse [241].

Concernant nos 536 gestantes séronegatives, qui courent un risque de contamination,
seulement 52 parmi elles, soit 10%, ont fait 1’objet d’un suivi mensuel correct et seulement 17
d’entre elles ont fait un controle post accouchement comme il est recommandé. Ce dernier s’est
révélé négatif pour I’ensemble des gestantes.

La surveillance sérologique de la femme enceinte séronégative pour la toxoplasmose ne
doit pas s’arréter a I’accouchement, elle doit au contraire se poursuivre jusqu’au post-partum,
2 a 3 semaines aprés ’accouchement en raison de la phase de latence entre I’infection et la
réponse humorale spécifique, afin de déceler les séroconversions tardives et d’engager
précocement les mesures diagnostiques et thérapeutiques adaptées en cas d’infection congénitale.

L’importance du suivi sérologique durant les 9 mois de grossesse et le dépistage en post-
partum, est démontrée par Marx-chemla et al en 1990 qui rapportent deux cas de toxoplasmose
congénitale fortuitement diagnostiqués chez deux nouveau-nés agés de 12 et 35 jours dont les
meéres ne possédaient pas d'anticorps anti- toxoplasme décelables a leur naissance. Ces
observations initiales ont conduit a pratiquer a titre systématique, sur une période de 18 mois, un
contrdle immunologique supplémentaire 30 a 40 jours apres 1’accouchement de toute femme
restée séronégative. Ce contréle a permis de diagnostiquer 4 infections maternelles périnatales
avec contamination toxoplasmique démontrée chez 2 nouveau-nés [246].

Ben abdallah et al, en 2011 rapportent également une observation de toxoplasmose
congénitale diagnostiquée chez un nouveau né asymptomatique, dont la mére connue
séronégative avait été contaminée lors du 9*™ mois de grossesse. Cette observation incite a
respecter la pratique, apres I’accouchement, du dernier controle de sérologie toxoplasmique, chez
les femmes non immunisées. 1l semble 1égitime d’adopter ce protocole afin de dépister des
toxoplasmoses congénitales secondaires a des infestations maternelles survenant en toute fin de

grossesse [247].
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Le suivi sérologique des gestantes séronégatives nous a permis de diagnostiquer un cas de
séroconversion qui s’est produit au 6°™ mois de la grossesse. Ceci temoigne encore une fois de
I’intérét du suivi sérologique des gestantes séronégatives.

Devant ces resultats, le risque de contamination pour nos gestantes seronégatives, a eté
calculé. Ce risque est de 18 %° (1/532).

Lors de notre étude, sur I’ensemble des gestantes séropositives, 23 ont nécessité une datation
de la contamination par T. gondii par rapport a I’adge de la grossesse afin d’évaluer le risque de
toxoplasmose congénitale. En effet, ces 23 gestantes avaient soit une sérologie positive en 1gG
avec présence d’IgM ou des IgG a un taux élevé sans IgM faisant évoquer une toxoplasmose
évolutive. Devant ces résultats, un IA a été fait pour I’ensemble de ces patientes ce qui a permis
de les classer en 12 gestantes immunisées et 11 en faveur d’une toxoplasmose évolutive dont 8
périconceptionnelle.

Une sérologie faite avant la conception aurait permis de différer la grossesse et éviter un
traitement long, pendant toute la grossesse, et le stress d’une contamination feetale bien que le
risque soit tres faible en début de grossesse mais non nul. Cependant, cet indice d’avidité qui
nous permet de distinguer entre une contamination récente et une contamination ancienne n’est
pas toujours concluant. En effet, des auteurs ont signalé des gestantes qui maturent rapidement la
force de liaison Ag-Ac et sont ainsi considérées comme immunisées avec risque de
contamination feetale et inversement, d’autres ne maturent que lentement cette force de liaison et
sont par conséquent considérées comme présentant une toxoplasmose évolutive faisant 1’objet
d’un suivi et d’un traitement inutile.

Lors de notre é¢tude 1’'une de nos gestantes a maturé rapidement son IA qui est passé de 0.20
a2 mois de grossesse, lors de sa premiere sérologie, a 0.80 un mois aprés (3 mois de grossesse).

Il est important également de souligner qu’une infection maternelle acquise avant la
grossesse peut étre a I’origine de la survenue d’une toxoplasmose congénitale. Desmonts et al en
1990 decrivent cing cas de toxoplasmose congénitale survenue a la suite d’une infection
maternelle antérieure a la conception [248]. Ceci peut s’expliquer par la possibilité de
recontamination par une nouvelle souche ou par la réactivation des Kkystes acquis
antérieurement, la grossesse étant considérée comme un état d’immunodépression relatif [121].

En effet, des cas expérimentaux de réinfection par une nouvelle souche de toxoplasme ont été

décrits chez des souris immunisées contre une autre souche [249, 250]. De méme, Fortier et al,
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en1997 rapportent 04 cas de toxoplasmose congeénitale sévéeres survenues chez des nouveau-nes
de meres immunisées vis-a-vis du toxoplasme avant la grossesse [251].

Concernant le traitement, 8 gestantes sur 11 ont bénéficié d’un traitement correcte
(Spiramycine 3 millions 3Cp x 3). Cependant, pour les 3 autres gestantes, et bien que pour 2
d’entres elles le suivi a été fait jusqu'a 6 mois et 7 mois de grossesse respectivement, le
traitement n’a pas ét¢ instauré malgré notre insistance. Quant a la 3eme gestante, nous 1’avons
perdu de vue dés la 1% sérologie malgré le diagnostic d’une toxoplasmose évolutive.

Le suivi sérologique a été régulier pour 7 gestantes sur 11, bien que sur chaque résultat
sérologique le contréle mensuel est mentionné. Ce contr6le nous permet de surveiller
I’observance médicale de nos gestantes. En effet, le taux d’Ac anti Toxoplasma doit régresser
mensuellement sous traitement, et toute fenétre thérapeutique engendrera un rebond sérologique
ce qui est objectivé par le cas d’une de nos gestante. Cette gestante n’ayant pas pris son
traitement entre le 4™ et le 5°™ mois de grossesse a présenté au 6™ mois un taux d’Ac qui est
passé de 178 Ul/ml (a 4mois de grossesse) a 897 Ul/ml. Les fenétres thérapeutiques sont contre
indiquées afin d’éviter ’enkystement de T. gondii au niveau du placenta.

Concernant les 11 gestantes ayant présenté une toxoplasmose évolutive, 9 ont été suivies
jusqu'a I’accouchement et 7 d’entre elles seulement avaient bénéficié d’un diagnostic néo-natal
et d’un suivi post-natal. A Iaccouchement, les 7 placentas et les 7 sangs du cordon ont été
inoculés a la souris blanche et a dix jours de vie, une sérologie toxoplasmique par IFI (recherche
d’IgM chez le nouveau né), MEIA/ ELISA et WB chez la mere et le nouveau né ont été réalisé.
Les nouveaux nés a la naissance étaient cliniquement indemnes, par ailleurs tous les nouveaux
nés issus de mére ayant contracté la toxoplasmose (contamination conceptionnelle ou peri
conceptionnelle) ont présenté a Jio une sérologie toxoplasmique positive avec des taux variables
d’IgG entre 50 Ul/ml et 380 Ul/ml sans IgM. L’absence d’IgM a été confirmée en IFI chez
I’ensemble des nouveaux nés. Tous les WB avaient un profil identique a la maman, témoin d’un
transfert passif d’IgG et absence de néo synthése d’IgM. Par conséquent, aucun cas de
toxoplasmose congeénitale lors de notre étude.

A coté de I’évaluation de la séroprévalence toxoplasmique chez nos gestantes, nous nous
sommes intéressées aux facteurs de risque de leur contamination.

Le risque de contamination par Toxoplasma gondii est lié & un certain nombre de facteurs

que nous avons tenté¢ d’identifier et dont I’analyse statistique a montré que la consommation de
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viande mal cuite et la présence de chat dans I’entourage constituent les facteurs de risque
majeurs.

Le risque de contamination par la consommation de viande mal cuite existe donc malgré le
fait que dans nos habitudes culinaires nous consommons de la viande bien mijotée. Cependant,
beaucoup de femmes algériennes sont actives et déjeunent en dehors de leur foyer et  par
conséquent risquent de se contaminer par ingestion d’autres denrées alimentaires (sandwichs,
charcuterie, paté et cachir).

I1 faut souligner également le fait qu’il existe un autre facteur de risque qui pourrait étre a
I’origine de la contamination a savoir la manipulation d’ustensiles utilisés dans la préparation de
repas a partir d’aliments contaminés (viande crue).

Concernant la présence de chat retrouvée comme facteur de risque, il faut préciser que c’est
en fait le chaton non immunisé contre cette coccidiose qui est a I’origine de la dissémination des
oocystes et par conséquent de la contamination des végétaux comestibles (crudités, salades) et
des fruits, principalement la fraise difficile a laver.

A D’opposé, cette méme analyse pour la notion de jardinage n’a pas fait ressortir de
différence statistiquement significative (p = 0,19). La non-signification du test dans nos résultats,
n’élimine pas une association entre le jardinage et la survenue de toxoplasmose.

Il a été constaté par EI Mansouri et al, en 2007, que seulement 54 % des femmes ayant des
anticorps anti-toxoplasmiques ont un contact permanent avec la terre (jardinage, activités
agricoles), alors que 44,6 % de cette méme catégoriec de femmes n’ont pas ce contact. Cette
différence reste statistiquement significative (p < 0,01), ce qui pourrait faire du contact avec la
terre un facteur de risque dans 1’acquisition de la toxoplasmose.

Ancelle et al, en 1996, lors d’une étude cas-témoins réalisée au cours du premier trimestre
de 1995 retiennent 3 facteurs de risque a savoir la viande de mouton ou de beeuf consommée mal
cuite , I’hygiéne incorrecte pour le lavage des mains et les instruments de cuisine et la
consommation fréquente de crudités en dehors du domicile[88].

La toxoplasmose oculaire est I'une des causes la plus fréquente d'inflammation du segment
postérieur d'origine infectieuse bactérienne, fongique et parasitaire. L'eeil constitue le principal
organe cible des manifestations symptomatiques de I'infection, dont l'origine peut étre

congeénitale ou acquise [253].
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Les moyens diagnostics mis a disposition du clinicien ont beaucoup progressé au cours des
20 derniéres années permettant de confirmer le diagnostic de toxoplasmose dans I’immense
majorité des cas suspectés. Quel que soit le mode de contamination, la confirmation biologique
du diagnostic de toxoplasmose oculaire joue un réle important dans la prise en charge du patient,
notamment en cas de présentation atypique [254].

Le diagnostic biologique de la toxoplasmose oculaire repose sur la mise en évidence du
parasite et la détection d’une production intra oculaire d’AC anti T.gondii sur le prélevement
d’humeur aqueuse. Les techniques immunologiques mises en ceuvre imposent de comparer le
profil immunologique du sérum et de ’humeur aqueuse du patient afin de démontrer 1’intégrité
de la barriere hémato-rétinienne. En cas de lésions de cette derniére les Ac présents dans
I’humeur aqueuse peuvent étre d’origine sérique, dans ce cas seule la comparaison des profils
immunologiques entre le sérum et I’humeur aqueuse peut permettre une interprétation.

Par ailleurs, une sérologie sanguine négative exclut le diagnostic de la toxoplasmose oculaire
[255-257].

La situation de la toxoplasmose oculaire en Algérie est également méconnue vu le manque de
donnée pour estimer sa fréquence et de faire ressortir son implication dans les uvéites. Dans le
monde, elle constitue 1’étiologie la plus fréquente des uvéites postérieures [258].

En Tunisie, la toxoplasmose oculaire représente la troisiéme cause d’uvéite aprés la maladie
de Behget et 1"uvéite herpétique [259].

Au cours de notre étude nous avons traité 53 prélevements dont 11 couples sérums/HA
appartenant a 42 patients, 16 femmes et 26 hommes, adressés pour une sérologie toxoplasmique
dans le cadre d’un bilan étiologique et dont ’age se situe entre 3 et 61 ans. Nous remarquons que
toutes les tranches d’ages peuvent étre touchées, ce qui rejoint 1’étude de cheikh -Rouhou et al,
en 2001 portant sur 21 patients (11 femmes et 10 hommes) dont les &ges varient de 14 a 55
ans[260] et les résultats de Ben Yahia et al, en 2007 lors d’une étude rétrospective de 60 patients
(60 yeux) présentant une toxoplasmose oculaire active, 29 patients étaient de sexe masculin et 31
de sexe féminin avec un 4ge moyen de 25 ans et des extrémes de 12 — 48 ans[259].

Lors de notre étude, parmi les 42 sérums traités, 12 étaient négatifs et ne nécessitaient pas par
conséquent un prélévement de I’humeur aqueuse alors que 30 étaient positifs avec des taux
variables en 1gG entre 4 Ul/ml et 1739 Ul/ml et dont 02 présentaient des IgM, nécessitant une

ponction de la chambre antérieure pour confirmer ou infirmer I’étiologie toxoplasmique.
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Chikh —Rouhou et al, en 2001 sur la base d’une sérologic (ELISA - IFI) réalisée sur 21
sérums ont conclu @ une immunité ancienne sans aucune étude sur 1’humeur aqueuse [260].

L’¢étude de Benaissa en 2011, portant sur le diagnostic de la toxoplasmose oculaire et sa place
parmi les parasitoses et mycoses oculaire au CHU d’Annaba, sur 106 malades suspects de
toxoplasmose oculaire, 75% ont été retenus sur la base d’une sérologie positive au niveau du
sérum et / ou I’humeur aqueuse et seulement 17 malades sur 75 (22,7%) ont bénéficiés d’une
é¢tude complete du couple sérum / humeur aqueuse, ce qui a permis de confirmer 1’étiologie
toxoplasmique pour 9 d’entre eux[261].

Parmi les 30 patients dont la sérologie était positive dans notre étude, 11 seulement avaient
bénéfici¢ d’une ponction de la chambre antérieure alors qu’elle était indiquée dans 19 autres cas
mais non pratiquée. Parmi les 11 HA recues, 8 seulement avaient fait 1’objet d’une sérologie
toxoplasmique, les 3 autres étaient en quantité insuffisante. Les HA traitées ont montré des taux
d’IgG variables compris entre 1,1 Ul/ml et 45 Ul/ml. En plus de cette sérologie classique, les 8
HA ont été traitées par un western blot parallelement aux sérums respectivement.

Le WB IgG a montré pour 4 HA, soit un profil identique au sérum, en faveur d’un passage
passif des anticorps sériques au niveau de la chambre antérieure soit 1’absence de bande au
niveau de I’humeur aqueuse éliminant ainsi une toxoplasmose oculaire. Pour les 4 HA restantes
le WB IgG a montré un profil différent témoignant d’une synthese locale d’anticorps soit par la
présence d’une bande unique au niveau de I’humeur aqueuse ou par I’intensification de la couleur
d’au moins 3 bandes au niveau de cette derniére déja retrouvé au niveau du sérum ce qui
confirmait une toxoplasmose oculaire par une néosynthese locale d’1gG.

Ainsi, suite a notre démarche diagnostic et sur la base des résultats de la sérologie (sérum /
humeur aqueuse) et du Western Blot, on note que sur les 4 cas de toxoplasmoses oculaires
confirmées, 3 étaient d’origine congénitale. Il s’agit des patients n°6, n°10 et n°31. Ce qui plaide
en faveur de ’origine congénitale dont 1’age (I’adolescent et le jeune adulte), les résultats des
sérologies qui ont montré un taux ¢levé d’IgG en absence d’IgM témoin d’une réactivation et
un [A élevé en faveur d’une contamination ancienne. Ces patients ignoraient I’origine congénitale
de leur atteinte oculaire vue 1’absence de la notion de suivi ophtalmologique durant leur enfance.

Le 4°™ cas de toxoplasmose oculaire est d’origine acquise. Il s’agit de la patiente n°8 agée de

31 ans et dont les résultats serologiques étaient positifs en IgG et en IgM, avec une synthese

135



Discussion

importante d’IgG au niveau de ’humeur aqueuse (5.6 Ul/ml). La présence d’IgM était en faveur
d’une primo-infection ou d’une infection avec une autre souche.

Le 5°™ cas de toxoplasmose oculaire (Patient n° 40), est un adulte jeune agé de 24 ans dont
la sérologie toxoplasmique en IgG était revenue fortement positive, 1739 Ul/ml avec présence
d’IgM, en faveur d’une toxoplasmose oculaire acquise probable. Cependant, non confirmée, la
ponction de la chambre antérieure n’ayant pas été pratiquée.

Dans une série de 62 cas de toxoplasmoses oculaires, Brézin et al, en 2003 estime a 35% le
nombre de cas d’origine acquise [262].

Delair et al, en 2008 lors d’une étude rétrospective de 425 cas de toxoplasmose oculaire ont
montré que 100 cas, soit 23,5%, étaient d’origine acquises alors que 62, soit 14,6%, étaient
d’origine congénitale et 263 cas (61,9%) étaient d’origine inconnue [263].

L humeur aqueuse reste le prélévement de choix pour confirmer 1’étiologie toxoplasmique de
I’atteinte oculaire et le WB la meilleure méthode. En effet, 1’é¢tude de Garweg et al, en 2004
ont confirmé sur 46 cas de toxoplasmose oculaire diagnostiqués sur la base des données
cliniques, 98 % des cas par la détection d’IgG par Western Blot [264].

Nos résultats montrent que le diagnostic biologique est nécessaire dans la confirmation d’une
toxoplasmose oculaire et que la combinaison de techniques complémentaires s’ impose.

En effet, les Iésions choriorétiniennes observées au fond d’ceil ne sont pas typiques et
peuvent étre confondues avec des 1ésions dues a d’autres microorganismes [257, 265, 266].

Dans beaucoup de cas, les lésions rétiniennes peuvent étre absentes et 1’inflammation peut
siéger uniquement dans la chambre antérieure (uvéite antérieure) dans ce cas ni la clinique, ni
I’examen de fond d’ceil ne permettent de poser un diagnostic formel et I’apport de la biologie
devient alors indispensable [267, 268,256].

Le diagnostic biologique, doit associer une recherche du parasite dans I’humeur aqueuse par
PCR et une détermination d’anticorps locaux par des techniques qui comparent les profils
immunologiques entre le sérum et I’humeur aqueuse [269]. L’utilisation simultanée des
techniques ELISA, immunoblot et PCR permet d’atteindre une sensibilit¢ du diagnostic de
choriorétinite toxoplasmique de 83% [269, 270, 256].

Concernant les sujets séropositifs pour le VIH et suspects de toxoplasmose cérébrale , nous

avons traité 43 prélevements dont 02 couples sérums/LCR.
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Parmi les 41 sérums traités, 16 étaient négatifs et ne nécessitaient pas par conséquent un
prélevement du LCR. Cependant, ces patients sont sujets a risque d’une primo-infection grave et
nécessitent le respect des mesures hygiéno-diététiques, 1’eau reste un élément dominant, et des
contréles sérologiques réguliers (Tous les 3 mois).

Le reste de I’échantillonnage, au nombre de 235, était positif avec des taux variables en IgG.
Cependant sur les 25 patients, 02 seulement ont fait I’objet d’un prélévement de LCR lesquels
ont étés traités en parallele a leurs sérums respectivement en WB qui a montré un transfert passif
des Anticorps ce qui exclu une toxoplasmose cérébrale. Parmi les patients séropositifs vis-a-vis
du toxoplasme 04 présentaient des IgM.

A travers ces résultats, il en ressort que ces 04 patients avaient présentés une primo- infection
toxoplasmique ce qui témoigne de 1’absence des mesures hygiéno-diététiques chez ces patients.
Nos résultats nous ont permis également de faire ressortir 3 cas de réactivation (N°21, N°22 et
N°27) avec des taux variables d’IgG compris entre 300 et 960 Ul/ml. Néanmoins une
interprétation correcte de nos résultats s’avére impossible. En effet, pour une interprétation
correcte, il est indispensable d’avoir une fiche de renseignement bien documentée sur le tableau
clinique, le taux de CDy, le statut immunitaire antérieur vis-a-vis de la toxoplasmose et la
chimioprophylaxie éventuellement.

En effet, la notion d'une sérologie toxoplasmique positive et l'absence de prophylaxie primaire
(le cotrimoxazole), sont deux éléments complémentaires utiles au diagnostic.

Aucun de nos patients ne présentaient une fiche de renseignement compléte, et ce malgré notre
insistance au prés des cliniciens, et encore moins le taux de CD,4 dans les dossiers de tous nos
malades ce qui rend également impossible la comparaison de nos résultats avec ceux de la
littérature.

Beaucoup de travaux a travers le monde situent la séroprévalence de la toxoplasmose chez le
sujet VIH, de par sa variabilité selon les aires géographiques [271-275]. De méme que la
prévalence de la forme méningo-encephaletique, ce qui est démontré par 1’étude réalisée par
Millogo et al en 1999, sur 1828 patients infectés par le VIH admis dans le service de médecine
interne du centre hospitalier de Bobo-Dioulasso pour une période de 48 mois, 268 présentaient
des manifestations neurologiques parmi lesquels 25,4 % avaient une sérologie toxoplasmique
positive. Parmi eux, 12,5 % présentaient un tableau d’encéphalite et 47,5 %, un syndrome

d’hypertension intracranienne avec des signes neurologiques de localisation. Le traitement
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d’épreuve anti-toxoplasmique a permis une nette amélioration de la symptomatologie dans 60 %
des cas [276].

Dans une autre étude au Burkina Faso, la séroprévalence est estimée a 50% chez des patients
tuberculeux séropositifs au VIH en milieu urbain [276] alors qu’elle est estimée a 65,3 % au
Congo chez cette catégorie de patients [278].

La toxoplasmose cérébrale est une cause fréquente de déficits neurologiques focaux VIH /AIDS
[279-281].

Des études épidémiologiques ont montré que la toxoplasmose cérébrale est I'une des affections
opportunistes , la plus courante chez les patients sidéens, rapportée sur les 5 continents: I'Asie
(Inde, Malaisie et Thailande), en Europe (France, Royaume-Uni et Allemagne), Amérique du
Nord (USA), Amérique du Sud (Brésil et Mexique) et, recemment en Afrique du Sud [282,283].
Ainsi sa séroprévalence a été retrouvée variant entre 16 a 40% aux Etats-Unis et au Royaume-
Uni, 60% en Espagne, 50 a 80% au Brésil, de 75 a 90% en France [284], et inferieure a 20%
dans les pays asiatiques, dont I'Inde [285] et la Thailande [286,287].
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La toxoplasmose est une parasitose majeure de par sa fréquence et la diversiteé des atteintes
cliniques et des populations touchées. Elle représente une zoonose cosmopolite, avec une
séroprévalence variable d’un pays a 1’autre (de 7 a 80 %) et parfois a I’intérieur d’un méme pays.

La gravité de cette infection est liée au risque de transmission feetale du parasite en cas de
contamination en cours de grossesse, donnant naissance a des cas de toxoplasmose congénitale
avec des séquelles graves qui peuvent aller de la forme grave neurologique irréversible, voir
mortelle & la forme infra clinique susceptible de donner a distance des lésions oculaires pouvant
conduire a la cécité. Chez I’immunodéprimé I’infection résulte soit d'une primo-infection, soit
d’une réactivation des parasites contenus dans les kystes chez un sujet antérieurement infecte.

Cette gravité est aussi liée au risque différé de réactivation d’une infection antérieurement
acquise, sous I’effet d’une immunodépression. La France a pris dés 1978 un certain nombre de
dispositions réglementaires ayant pour objectif de dépister, par la sérologie, les femmes exposées
au risque d’infection par T. gondii et d’effectuer un suivi sérologique des femmes séronégatives
pendant toute la grossesse.

Ces femmes recoivent par ailleurs une information sur les mesures hygiéno-diététiques a
respecter pour réduire le risque de contamination.

La toxoplasmose oculaire est une étiologie fréquente de choriorétinite infectieuse et la
premiére cause d’uvéite postérieure en cas de toxoplasmose congénitale ou acquise.

Chez les patients immunodéprimés, un dépistage sérologique de la toxoplasmose est
recommand¢ et l’administration d’une chimioprophylaxie est préconisée chez les sujets
séropositifs pour la toxoplasmose en cas de déficit immunitaire trés prononce.

Malgré ces mesures, les formes graves de toxoplasmose (infection congénitale, toxoplasmose
cérébrale des immunodéprimeés et toxoplasmose oculaire) restent fréquentes et justifient la bonne
application des mesures de prévention de la contamination.

Plusieurs études épidémiologiques ont permis d’identifier les principaux facteurs de risque
d’acquisition de la toxoplasmose. Elles concordent sur I’existence d’un risque lié au manque
d’hygiéne des mains, la consommation de viande mal cuite et la consommation de crudités mal
lavées. En revanche, bien que le risque lié a la manipulation de la litiére soit bien identifié, la

possession d’un chat n’a pas été considérée comme un facteur de risque dans plusieurs études.
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Compte tenu de 1’absence de séroprévalence estimée dans une wilaya donnée en Algérie, la
situation epidémiologique de la toxoplasmose est méconnue.

Notre étude s’avére la premicre a déterminer cette prévalence plus particulierement chez les
femmes enceintes de la wilaya d’ Annaba.

Au terme de notre étude, les données obtenues nous ont permis d’avoir une meilleure
connaissance de la toxoplasmose dans la région d’Annaba. En effet, le nombre de cas
diagnostiqués dont les majoritaires sont au sein de la population des femmes enceintes suivi des
cas de toxoplasmose oculaire et chez les sujets immunodéprimés. De plus, I’utilisation de
méthodes diagnostiques spécifiques (ELISA) et complémentaires (IFL, IA, le WB et I’inoculation
a la souris) nous a permis d’une part d’estimer la séroprévalence de la toxoplasmose chez les
différentes populations a risques, plus particuliérement chez la femme enceinte et qui est de 47,8
% (IC 95 % : 44,8-51,0), de définir les cas de toxoplasmoses évolutives et de séroconversion et
de faire ressortir I’importance de la datation de la contamination par la pratique de I’indice
d’avidité et du suivi sérologique chez les séronégatives dans la conduite a suivre dans la prise en
charge sérologique , parasitologique et thérapeutique au cours de la grossesse et d’autre part de
pouvoir dépister les enfants a risque qui doivent étre pris en charge. De plus nos résultats nous
ont permis également d’identifier les facteurs de risque li¢ a la contamination chez cette méme
population de femme enceinte.

A travers nos résultats nous avons également fait ressortir sur des cas de toxoplasmoses
oculaires confirmées, des toxoplasmoses d’origine congénitale (L’adolescent et le jeune adulte),
un cas de toxoplasmose acquise et des cas témoins d’une réactivation.

De plus a travers nos résultats et chez les patients immunodéprimés nous avons fait ressortir
des cas de réactivation, des cas ou le taux d’IgG était faible en faveur d’une immunité
antérieure et qui seraient interprétés differemment selon une fiche de renseignement bien
documentée.

Notre étude nous a permis de noter les difficultés sur le plan pratique (sensibilisations des
cliniciens concernés, informations des populations a risques et leurs prise en charge).

La toxoplasmose reste une affection particulierement grave lorsqu’elle survient au cours de la
grossesse ou lors d’une immunodépression(VIH).

De ce fait pour une réelle connaissance de cette pathologie tant sur le plan épidémiologique a

savoir séroprévalence chez divers population, femme enceinte et immunodéprimé
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particulierement, que sur le plan clinique , une prévention est essentielle pour les femmes
enceintes non immunes et aux sujets immunodéprimés, elle repose sur des régles hygiéno-
diététiques a fin d’éviter le risque de séroconversion.

Une surveillance sérologique des femmes enceintes (dépistage et suivi serologique) permettrait
de dépister le plus précocement possible les séroconversions et les toxoplasmoses évolutives afin
de prendre en charge les enfants contaminés. Cette prévention s’applique également aux
immunodéprimeés VIH positif, elle repose sur une chimio- prophylaxie qui permet de neutraliser
toute reprise évolutive. Un réel programme de prévention s’impose et pour cela il faudra la mise
en place d’un consensus national axé sur le sérodiagnostic de la toxoplasmose chez la femme
enceinte et chez I’'immunodéprimé ou chez cette derniere le sérodiagnostic de la toxoplasmose
doit figurer dans le certificat prénuptial , avant la fin du premier trimestre de la grossesse et la
conduite a tenir sera dictée par le biologiste au clinicien prescripteur, pour une meilleure prise en

charge de la toxoplasmose au cours de la grossesse.
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Annexe N° 11

Masque de saisie
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Annexe N° 111
Composition du coffret Platelia Toxo 1gG, Bio-Rad pour ELISA indirecte

— Une microplaque de 96 puits sécables sensibilisés avec [’antigéne soluble de
Toxoplasma gondii.

—  Solution de lavage concentrée 10 fois ,100ml. (Tampon tris NaCl pH = 7.4, 1% Tween. Conservateur :
<0.01%Thimerosal.

— Etalon 0 : sérum humain non réactif pour les IgG anti-T.gondii et négatif en Ag HBs et en AC anti-
HIV1et anti -HIV2et anti-HCV. Conservateur : <0.01%Thimerosal.

— Etalon 6 Ul/ml: Tampon TRIS-NaCIl( pH 8+ 0.2 ), sérum humain réactif pour les 1gG anti-T.gondii
négatif en Ag HBs et en AC anti- HIV1et anti -HIV2et anti-HCV, albumine bovine , glycérol, E102 et E
122 .conservateur : <0.01%Thimerosal et < 0.5 % proclin.

— Etalon 60 Ul/ml: Tampon TRIS-NaCI( pH 8+ 0.2 ), sérum humain réactif pour les 1gG anti-T.gondii
négatif en Ag HBs et en AC anti- HIV1et anti -HIV2et anti-HCV, albumine bovine , glycérol, E102 et E
122 .conservateur : <0.01%Thimerosal et < 0.5 % proclin.

— Etalon 240 Ul/ml Tampon TRIS-NaCl( pH 8% 0.2 ), sérum humain réactif pour les 1gG anti-T.gondii
négatif en Ag HBs et en AC anti- HIV1et anti -HIV2et anti-HCV, albumine bovine , glycérol, E102 et E
122 .conservateur : <0.01%Thimerosal et < 0.5 % proclin.

— Conjugué Ac monoclonal d'origine murine anti-chaines gamma humaines couplé a la peroxydase présenté
sous une forme liquide concentré 50 fois.

— Diluant prét a I'emploi pour le sérum et le conjugué.

—  Tampon pour substrat de la peroxydase (solution préte a I'emploi d'acide cl de citrate de sodium 0.05 MpA
5.6 contenant 0.03 % d'eau oxygénée et 0.01 % de merthiolate de sodium.

— chromogeéne : solution contenant de la tetramethyl benzidine (TMB).

— solution d'arrét d'acide sulfurique 1N.

— Films adhésifs
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Composition du coffret Platelia Toxo IgM, Bio-Rad pour ELISA.

Une microplaque de 96 puits sécables sensibilisés avec [’antigéne soluble de
Toxoplasma gondii.

Solution de lavage concentrée 10 fois, 100ml. (Tampon tris NaCl pH = 7.4, 1% Tween. Conservateur :
<0.01%Thimerosal.

Etalon 0 : sérum humain non réactif pour les IgG anti-T.gondii et négatif en Ag HBs et en AC anti- HIV1
et anti -HIV2 et anti-HCV. Conservateur : <0.01%Thimerosal.

Contréle non réactif : Tampon TRIS-NaCl (pH 8 + 0,2, 1 flacon Control glycérol,
albumine bovine, E 102 et E 122 1ml Conservateur : < 0,5% Proclin®.

Contrdle Valeur-Seuil : Control Sérum humain faiblement IgM réactif vis-a-vis des Ag
1 ml de T. gondii et négatif en Ag HBs et en anticorps anti-HIV 1, anti-HIV 2 et anti-
HCV Conservateur : < 0,01% Thimerosal.

Contrdle positif : Tampon TRIS-NaCl (pH 8 £ 0,2), 1 sérum humain IgM réactif vis-a-
vis 1 ml des Ag de T. gondii et négatif en antigene HBs et en anticorps anti-HIV1, anti-
HIV2 et anti-HCV, albumine bovine, glycérol, E102 et E122 Conservateur : < 0,01%
Thimerosal et < 0,5% Proclin®.

Antigéne T. gondii : Antigéne T. gondii sous forme lyophilisée. gs 7 ml Conjugué :
Anticorps monoclonal d’origine murine 1 flacon (50x) anti-T. gondii (P30) couplé a la
peroxydase ; 0,4 ml présenté sous une forme liquide concentrée 50 fois.

Diluant pour échantillon et conjugué prét a ’emploi : TRIS-NaCl (pH 7,7 + 0,15),
albumine bovine, 80 ml 0,1% de Tween® 20 et rouge de phénol Conservateur : < 0,01%
Thimerosal.

Tampon substrat : Solution d’acide citrique et 1 flacon Substrate d’acétate de sodium
pH 4,0, 60 ml Buffer contenant 0,015% d’H202 et 4% de DMSO.

Chromogéne : Solution contenant de la tetramethyl benzidine (TMB) 5 ml

Solution d’arrét : Solution d’acide sulfurique 1N 28 ml

Films adhésifs

184



Annexe N° IV
Composition des coffrets AXSYM Toxo IgG et IgM (9K09-40) par MEIA
Le coffret contient 100 tests.

Un flacon (7.8 ml) de microparticules recouvertes de T.gondii dans du tampon TRIS contenant
des stabilisants de protéines .Conservateurs : agents antimicrobiens.

Un flacon (9.6 ml/ 9.5ml) de conjugué d’anticorps anti-lgG / anti-lgM humaines (chévre) :
phosphatase alcaline dans du tampon TRIS contenant des stabilisants de protéines.
Concentration minimale : 0.2ug / ml/0.3ug/ml .Conservateur : azide de sodium.

Un flacon (25.8 ml/25.7 ml) de diluant de dosage dans du tampon TRIS contenant des
stabilisants de protéines .Conservateurs : agents antimicrobiens.

Un flacon (26.0ml) de tampon Citrate de neutralisation du facteur rhumatoide. Conservateurs :
agents antimicrobiens .Ce réactif est utilisé uniqguement pour dosage des IgM.

Calibrateurs
AXSYM Toxo IgG calibrators (9k08-01)

Les calibrateurs sont fabriqués par dilution et correspondent au 2° Standard international de
I’Organisation Mondial de la Santé (OMS) relatif a I’immunoglobuline anti- T. gondii & chaque
niveau de concentration.

Un flacon (3ml) AXSYM Toxo 1gG calibrator (A) préparé dans du plasma humain recalcifié,
non réactif pour I’AgHBs , ’ARN VIH-1 ou I’Ag VIH-1 et pour les anticorps anti-VHC , anti
—VIH-1/VIH-2 et les anticorps IgG anti-T.gondii.

Cing flacon (3ml chacun) AXSYM Toxo IgG calibrator (B-F) préparés dans du plasma humain
recalcifié, réactif pour I’anticorps IgG anti-T.gondii et non réactif pour I’AgHBs , I’ARN VIH-
1 oul’Ag VIH-1 et pour les anticorps anti-VHC , anti -VIH-1/VIH-2.

Calibrateur indice AXSYM Toxo IgM (9k09-40)
Index cal

un flacon (3ml) de calibrateur indice AXSYM Toxo IgM préparé dans du plasma humain
recalcifie, réactif pour I’anticorps IgM anti-T.gondii et non réactif pour I’AgHBs, I’Ag VIH-
lou ’ARN VIH-1 et pour les anticorps anti-VHC, anti —VIH-1/VIH-2.Conservateur ;:azide de
sodium.
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Les controles

Le contrdle négatif AXSYM Toxo 1gG préparé dans du plasma humain recalcifié, non réactif
pour ’AgHBs, ’ARN VIH-1 ou I’Ag VIH-1 et pour les anticorps anti-VHC, anti —-VIH-1/VIH-
2 et les anticorps IgG anti-T.gondii.

Le contrdle positif AXSYM Toxo IgM préparé dans du plasma humain recalcifié, réactif pour
I’anticorps IgG anti-T.gondii et non réactif pour ’AgHBs , ’ARN VIH-1 ou I’Ag VIH-1 et
pour les anticorps anti-VHC, anti —-VIH-1/VIH-2.

Le contréle négatif AXSYM Toxo IgM prépare dans du plasma humain recalcifie, non réactif
pour I’AgHBs , I’Ag VIH-1 ou ’ARN VIH-1 et pour les anticorps anti-VHC , anti —VIH-
1/VIH-2 et les anticorps IgM anti-T.gondii.

Le contrdle positif AXSYM Toxo IgM préparé dans du plasma humain recalcifié, réactif pour
I’anticorps IgM anti-T.gondii et non réactif pour I’AgHBs, I’Ag VIH-1ou ’ARN VIH-1 et pour
les anticorps anti-VHC, anti —-VIH-1/VIH-2.Conservateur ; azide de sodium.

Autres réactifs

Solution 1(MUP) 4 flacons (230ml chacun) de solution (MUP) contenant du phosphate de
méthyl-4-ombelliféryl a 1.2mmol/l dans du tampon AMP .Conservateur :azide de sodium.

Solution 3 matrix cell wash (solution de lavage pour matrices) 4 bidons (1000 ml chacun) de
solution 3 contenant du chlorure de sodium a 0.3mol/l dans du tampon TRIS a 0.05 mol/l
.Conservateurs : azide de sodium et agents antimicrobiens.

Solution 4 line diluent 1 bidon (101) de solution 4 (diluant) contenant du tmpon phosphate a 0.1
mol/l. Conservateurs : azide de sodium et agents antimicrobiens.

Probe cleaning solution 2 flacons (220 ml chacun) de solution de lavage des aiguilles AXSYM
contenant de I’hydroxyde d’ammonium tétra-éthylique (TEAH) 0 2u%.
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Annexe N° V

Mesure de ’avidité PAR ELISA (RADIM, Réf KITGA. Toxoplasmose .EIAWELL)
Composition du coffret

— Microplaque de 96 puits sécables sensibilisés avec 1’antigéne Toxoplasma. Les puits non
utilisés doivent étre remis dans leur emballage

— Contréle de faible avidité: sérum humain avec des anticorps anti-Toxoplasma IgG de
faible avidité. Poudre et de couleur rouge. Conservateur: NaN3 (<0,1%). Au moment de

I'utilisation, reconstituer le contenu du flacon avec 2 ml d'eau distillée H20. Apreés
reconstitution, conserver pendant 2 mois a- 28°C

— Contr6le de forte avidité: sérum humain avec des anticorps anti-Toxoplasma 1gG de
forte avidité. Poudre et de couleur bleue. Conservateur: NaN3 (<0,1%). Au moment de
I'utilisation, reconstituer le contenu du flacon avec 2 ml d'eau distillée H20. Apres
reconstitution, conserver pendant 2 mois a -28°C

— Le réactif de dissociation : 10 ml d'urée dans un tampon. Prét a I'emploi.

— Conjugué enzymatique: 14 ml d'anticorps monoclonal (souris) anti-lgG humaine
conjugué a la peroxydase de raifort (HRPO). Prét a I'emploi et de couleur rose.

— Tampon de lavage (concentré): 50 ml de PBS-Tween 20.
— Diluant de I'échantillon (concentré): 20 ml de diluant.

— Chromogene: 15 mlde tétraméthylbenzidine (TMB) dans tampon citrate-phosphate, le
DMSO et H202. Prét a I'emploi.

— Solution d’arrét : 14 ml de 1N H2SOA4. Prét a I'emploi.

— Films adhésifs
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Annexe N° VI

Composition du coffret Western Blot I1gG et IgM (WB) (LD BIO diagnostic western Blot
1gG, IgM Réf TOP-WB 96 GM).

— Une pochette de 24, (12 ou 4x24) bandelettes sensibilisées (Bandelettes de nitrocellulose
avec trait de positionnement, numérotées et prédécoupées mais attachées par leur
extrémité supérieure a la souche. Les bandelettes ont été sensibilisées par électro-
transfert d'antigenes (lysat de tachyzoites de Toxoplasma gondii souche RH Sabin,
cultivés sur la souris) séparés par électrophorése sur gel de polyacrylamide.

— Un flacon contenant 30 (16, 120) ml de diluant échantillons (Prét a I'emploi) Solution
tampon + surfactant + NaN3 (inf. 0.1%).

— Un flacon contenant 60 (30, 240) ml de tampon de lavage concentre 10fois (A diluer 10
fois dans de I'eau distillée) .Solution tampon + surfactant + NaN3 (inf. 0.1%).

— Un flacon contenant 30 (16, 60) ml de conjugue anti —IgG (Prét a I'emploi).Solution
tampon + sérum polyclonal de chévre anti-lgG humaines conjugué a la phosphatase
alcaline + NaN3 (inf. 0.1%) + stabilisants.

— Un flacon contenant 16 (8, 60) ml de conjugue anti-IgM (Prét a I'emploi).Solution
tampon + sérum polyclonal de chévre anti-lgM humaines conjugué a la phosphatase
alcaline + NaN3 (inf. 0.1%) + stabilisants.

— Un flacon contenant 30 (16, 120) ml de substrat (Prét a I'emploi).Solution tampon +
NBT + BCIP + stabilisants.

— Standards colorés (protéines recombinantes) situés dans la pochette a droite des
bandelettes permettant d'estimer de haut en bas la distance de migration et correspondant
aux Poids Moléculaires suivants(kDa) : Bleu : 250, Bleu : 150, Bleu : 100, Rose : 75,
Bleu : 50, Vert : 37, Rose : 25, bleu : 20, bleu : 15.

— Le coffret contient également, a titre d’exemple, la reproduction scanner de profils
comparés mere-enfant
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ANNEXE N° VII

CERTIFICAT MEDICAL PRENUPTIAL

(Etabli en application des dispositions de 1’article 7 bis de la loi n°84-11 du 9 juin 1984 portant code de
la famille)
Je soussigné, Docteur

Etablis le présent certificat aprés avoir procédé a un examen clinique complet et pris connaissance
des résultats des examens suivants :

-Groupe sanguin ABO +

RINESUS. ..

Déclare en outre, avoir :

- informé 1’intéressé(e) des résultats des examens cliniques et des actions de nature a prévenir ou a
réduire le risque pour lui (elle), son conjoint ou sa descendance;

- attiré 1’attention de la future épouse des risques d’une éventuelle rubéole qui peut étre contractée au
cours de la grossesse ;

- insisté sur les facteurs de risques pour certaines maladies.

Ce certificat est délivré a I’intéressé(e), en mains propres, pour servir et valoir ce que de droit.

189



Annexe N°VIII

- © - Institut Pasteur d’ Algérie
n . ’ 2 5
€J Service de biologie parasitaire
Centre national de référence toxoplasmose
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¥" Se laver les mains aprés contact avec les chats, chbill ol Alla L cpadi Al v

{ Eviter le contact avec la terre (jardinage). o dadnes 4
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Résumé

Position du probléme. — Le but de I’étude est d’estimer la séroprévalence de la toxoplasmose
chez la femme enceinte, d’identifier les facteurs de risque liés a la contamination, d’estimer la
prévalence de la toxoplasmose chez I’immunodéprimé (HIV+) et de situer I’étiologie

toxoplasmique parmi les choriorétinités dans la wilaya d’ Annaba.

Méthodes. — 1l s’agit d’une étude transversale a visée analytique. L’étude a été réalisée entre
le laboratoire de Parasitologie Mycologie de la faculté de médecine d’Annaba et le Laboratoire
de Biologie Parasitaire de I’institut Pasteur d’Algérie, sur une période de quatre ans allant de
Janvier 2006 a Décembre 2009. Nous avons recu 1111 patients adressés pour une sérologie
toxoplasmique et représentés par des gestantes, des patients suspects de toxoplasmose oculaire
et des patients immunodéprimés (sérologie VIH positive) suspects de toxoplasmose cérébrale.
Les différents prélevements sont représentés par les échantillons suivant :

1- Sang veineux sur tubes sec :

» 2254 prélévements concernent1028 gestantes;

» 14 prélevements chez 07 nouveaux nés;

> 53 prélevements ont été réalisés chez 42 patients suspects de toxoplasmose oculaire
dont 11 couples sérum/ humeur aqueuse(HA) ;

> 43 prélévements ont été realisés dont 02 couples sérum/ liquide céphalorachidien(LCR)
chez 41 patients immunodéprimés (sérologie VIH positive);

2 - Sang du cordon ombilical : 07

3 - Placenta entier : 07

4 -Humeur aqueuse (HA) :10

5- Liquide céphalorachidien (LCR) : 02

La sérologie pour tous les prélévements a été mesurée par la recherche d’immunoglobulines G et

M, par la méthode ELISA et la methode de Microparticule-Enzym-Immuno-Assay (MEIA). La

datation de la contamination toxoplasmique par rapport a 1’age de la grossesse a été réalisée par le

test d’avidité (IA). La recherche du parasite a été faite par inoculation du placenta et le sang du

cordon & la souris blanche.
L’étude des profils sérologiques comparés Mere-Enfant, HA-Sérum et LCR —Sérum a été
faite par Western Blot (WB) IgG et IgM.
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La recherche de facteurs de risque chez la femme enceinte liés a la contamination a été faite
par I’analyse des indicateurs directs (viande mal cuite) et indirects (présence de chat dans
I’entourage, notion de jardinage) d’exposition au parasite.

Reésultats. — Les examens sérologiques ont permis de trouver une seroprévalence de 47.8 %
(IC 95 % : 44,8-51,0) de gestantes immunisées, 52.10 % étaient séronégatives, non
immunisées,et 1,1 % (IC 95 % : 0,6-1,8) présentaient une toxoplasmose évolutive.

Ainsi I’exploitation des résultats de notre étude, concernant les gestantes et en plus du calcul
de la séroprévalence, nous a permis de calculer le risque de contamination pour les femmes en
age de procréer et pour toutes les séronégatives. Ce risque est de 1,16% (12/1028) et 18%o
(1/532) respectivement. Le risque d’atteinte foetale chez les femmes enceintes et la fréquence

de la toxoplasmose congénitale sur la période d’étude sont nulles.

Les facteurs de risque de contamination identifiés étaient la consommation de viande mal
cuite et la présence de chat dans 1’entourage.

L’examen sérologique des 42 sérums appartenant au 42 patients suspects de choriorétinites
toxoplasmique a montré que 30 étaient positifs avec des taux variables en I1gG entre 4 Ul/ml
et 1739 Ul/ml dont 02 présentaient des IgM. Cependant, sur les 30 patients, 11 seulement
avaient bénéficié d’une ponction de la chambre antérieure et seulement 8 HA avaient fait 1’objet
d’une sérologie toxoplasmique dont les taux en IgG étaient compris entre 1,1 Ul/ml et 45
Ul/ml. Le WB avait été fait pour les 8 couples sérum/ HA, dont 4 étaient en faveur d’une
toxoplasmose oculaire. Notre étude a montré également que sur les 4 cas de toxoplasmose
oculaire confirmés, 3 étaient d’origine congénitaleet un cas d’origine acquise. Ces patients
ignoraient 1’origine congénitale de leur atteinte oculaire vue 1’absence de la notion de suivi
ophtalmologique durant leur enfance.

Le traitement de 43 prélevements de patients VIH positifs suspects de toxoplasmose
cérébrale a montré que 25 étaient positifs avec des taux variables en 1gG entre 12 Ul/ml et
24000 Ul/ml et dont 04 présentaient des IgM. Cependant sur les 25 patients, 02 seulement
avaient bénéficié d’une ponction lombaire.

A travers ces résultats, il en ressort que 04 patients avaient présentés une primo- infection
toxoplasmique ce qui témoigne de I’absence des mesures hygiéno-diététiques chez ces derniers.

Notre étude nous a permis également de faire ressortir 3 cas de réactivation.
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