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INTRODUCTION

L’agent pathogéne Toxoplasma gondii, parasite protozoaire, est responsable de la
toxoplasmose, zoonose cosmopolite. Habituellement sans gravité pour l'adulte
immunocompétent, cette infection peut se montrer redoutable en cas d’atteinte de
sujets a risque. En cas d’atteinte feetale, elle est appelée toxoplasmose congénitale.

La toxoplasmose congénitale touche les enfants nés dans un contexte de séroconversion
maternelle toxoplasmique au cours de la grossesse. Le risque de contamination feetale
apres séroconversion est d’environ 30 % (1) mais il varie avec la date de l'infection
maternelle, en augmentant régulierement du début a la fin de la grossesse. Elle peut
alors étre responsable de complications séveres, cérébrales, oculaires ou encore
viscérales.

Le programme de prévention, détection et prise en charge thérapeutique de la
toxoplasmose congénitale est bien codifié en France. Depuis 1992 (décret 92-114 du 14
février 1992) un suivi sérologique mensuel des femmes enceintes non immunisées vis-a-
vis de T. gondii est recommandé ainsi que le respect de mesures hygiéno-diététiques. En
cas de séroconversion toxoplasmique pergravidique, la prise en charge du couple
mere/enfant est axée sur une chimioprophylaxie secondaire pour prévenir la
transmission materno-feetale mais surtout sur la recherche d'une atteinte fcetale
confirmant ou non le diagnostic de toxoplasmose congénitale.

Actuellement, les méthodes diagnostiques de la toxoplasmose congénitale sont
nombreuses et reposent essentiellement sur un faisceau d’arguments cliniques,
biologiques et radiologiques. Le diagnostic biologique se focalise sur la recherche de
T. gondii chez le feetus en per partum ou chez l'enfant en période néonatale. Cette
recherche se fait par la mise en évidence du parasite de fagon directe au sein du liquide
amniotique ou du placenta par exemple, ou de facon indirecte, par étude de la réaction
immunitaire de I’enfant a la naissance.

L’objectif de cette these est d’optimiser le diagnostic de toxoplasmose congénitale en
période néonatale au CHU de Nantes, en se focalisant sur deux axes principaux.

Le premier axe s’intéresse a I’'étude des placentas. Elle se fait actuellement par analyse
de sérum de souris, 4 semaines apres l'inoculation d'un lysat de placenta. A partir d’'une
cohorte rétrospective, le travail de these de Coralie GUYONNAUD (2) a permis de mettre
au point un protocole d’analyse des placentas par qPCR et de montrer I'apport de la
biologie moléculaire dans l'aide au diagnostic de la toxoplasmose congénitale. Notre
objectif a eété de valider les conclusions de ce travail, par une étude prospective afin de
supprimer définitivement la technique d’inoculation a la souris.

Le second axe se porte sur 'étude de la réponse immunitaire en période néonatale de
I'enfant suspecté d’étre atteint de toxoplasmose congénitale. Plusieurs techniques sont
utilisées actuellement a cette fin, notamment la recherche d’IgM par technique ISAGA et
les profils comparés immunologiques mere/enfant. Le but de notre travail a été
d’optimiser la place du profil comparé IgM par rapport au dosage des IgM par technique
ISAGA.
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Apres une premiére partie portant sur une revue bibliographique des connaissances
actuelles sur la toxoplasmose et son agent causal, nous exposerons le travail

expérimental mené dans le but d’optimiser le diagnostic biologique de toxoplasmose
congénitale dans le laboratoire de Parasitologie du CHU de Nantes.
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I. LE PARASITE TOXOPLASMA GONDII

Découvert en 1908, Toxoplasma gondii est un parasite ubiquitaire protozoaire,
responsable de la toxoplasmose, zoonose cosmopolite fréquente pouvant toucher aussi
bien les mammiferes a sang chaud que les oiseaux (3).

A. Historique

C'est en 1908, chez un rongeur, le Ctenodactylus gundi (Figure 1-1) que
Toxoplasma gondii fut observé pour la premiere fois a Tunis par Nicolle et Manceaux. Ils
le nommerent un an plus tard T. gondii en raison de sa morphologie : « toxo » signifiant
arc et « plasma » signifiant forme en grec (4).

Figure I-1: Ctenodactylus gundi (Banque d’image Sysbio de I'université de Lille)

Ce n’est que 30 ans apres, en 1937 et 1939 que le protozoaire a respectivement été isolé
chez un animal (5) puis chez un humain (6) avant que ces deux protozoaires soient
reconnus comme identique, et possédant un role pathogene propre.

Les études sur T. gondii continuerent, avec plus récemment l'achévement de la
cartographie complete du génome de T. gondii en 2005 (7). L’analyse (8) de 275 isolats
provenant de gallinacés domestiques tout autour du monde a aussi mis en évidence
récemment sa grande variabilité génétique.

B. Taxonomie

Toxoplasma  gondii est un parasite protozoaire, appartenant a
I'’embranchement Apicomplexa (9).

Les apicomplexes sont des parasites intracellulaires obligatoires, comprenant
notamment les genres Plasmodium, Eimeria ou encore Theileria, responsables
respectivement du paludisme, de coccidioses animales et de la theilériose. Hammondia
hammondi reste certainement I'apicomplexe le plus proche de T. gondii, cependant
responsable d’aucune infection chez ’'Homme (10).

Comme ces parasites, T. gondii est caractérisé par la présence d'un complexe apical
(comprenant un conoide, et deux organites de sécrétion, les micronemes et les
rhoptries) permettant 'entrée du parasite au sein de la cellule hote par I'intermédiaire
des antigeénes de surface (11).

A noter que T. gondii est la seule espece du genre Toxoplasma (Tableau I-1).
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Regne Protozoaires
Embranchement Apicomplexa
Classe Conoidasida
Ordre / Sous ordre Eucoccidiorida / Eimeriorina
Famille / Sous famille | Sarcocystidae / Toxoplasmatin
Genre Toxoplasma
Espece Toxoplasma gondii

Tableau I-1 : Classification taxonomique simplifiée de T. gondii (12)

C. Stades parasitaires

Il existe trois stades infectieux parasitaires de T. gondii : les tachyzoites, les bradyzoites
au sein des kystes tissulaires, et les sporozoites dans les oocystes (4,9). Ces stades
différent tres peu les uns des autres, tant sur le plan morphologique que structurel
(Figure I-2). Ce sont leurs organites intracellulaires et leur ultra structure, qui donnent a
chaque stade ses caractéristiques spécifiques (13).
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Figure I-2 : Ultrastructure d'un tachyzoite (a gauche) d'un bradyzoite (au centre)
et d'un sporozoite (a droite) de T. gondii (13)

1. Tachyzoites

Appelés aussi trophozoites, ou endozoites, il s’agit du stade ou le parasite a été décrit
pour la premiere fois par Nicolle et Manceaux en 1908 (4). C’est la forme végétative de
dissémination a division rapide (du grec «tachy» = rapide). Sa forme est arquée,
lunaire, de 6 a 8 um de long et 3 a 4 pm de large (Figure I-3).

Leur structure est caractérisée par une extrémité antérieure pointue, dite conoidale, et
une extrémité postérieure arrondie. Le noyau est volontiers central (Figure I-2) et le
cytoplasme contient de multiples organites (réticulum endoplasmique, granules denses,
systéeme microtubulaire, rhoptries etc.) dont le réle reste parfois encore inconnu (13).

Forme intracellulaire stricte, il peut envahir l'’ensemble des cellules des animaux
homéothermes, notamment les monocytes/macrophages, dans lesquels il se divise par
endodyogénese au sein d’'une vacuole parasitophore (14).
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Le stade infectant tachyzoite est celui qui est responsable de la dissémination de
I'infection au sein de 'organisme hote, le plus souvent au cours de la phase aigiie de
I'infection (15). Celle-ci survient soit apres ingestion des autres formes infestantes, ou
tres exceptionnellement directement apres ingestion de tachyzoites (16).

Il est a 'origine de I'ensemble des infections des organes, y compris celle du placenta
chez une femme enceinte. Il s’agit donc du stade pouvant étre a l'origine de la
transmission materno-feetale et de la toxoplasmose congénitale (9).

Figure I-3 : Tachyzoite sur frottis (téte de fleche)
et division nucléaire en cours (fleche) (17)

2. Bradyzoites

Il s’agit de la forme tissulaire, a division lente (du grec « brady » = lent) résultant de
’évolution des tachyzoites. Ils mesurent environ 7 um par 1,5 um (13) et ne different
que peu des tachyzoites (Figure I-2). Ils possédent cependant des granules « Periodic
Acid Schiff » positives a la coloration PAS (Figure [-4), de nombreuses granules
d’amylopectines et un noyau en position terminale (18).

Appelée aussi cystozoite, cette forme parasitaire se trouve au sein de kystes tissulaires
(Figure 1-4) préférentiellement situés dans le tissu cérébral, musculaire et rétinien. Les
kystes se développent dans les cellules hotes et peuvent contenir plusieurs milliers de
bradyzoites, le nombre de bradyzoites augmentant avec 1'age du kyste. Ils peuvent
atteindre plus de 100 pm, avec une morphologie plus ou moins longue selon leur
localisation (forme longue dans le tissu musculaire et forme sphérique dans le tissu
cérébral). Ces Kkystes persistent dans l'organisme apres une primo-infection, les
bradyzoites peuvent donc étre retrouvés au cours des stades d’infection chronique
(4,15).
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Figure I-4 : Kystes de T. gondii aprés coloration argentique et Giemsa (a gauche) ou colorations PAS (a droite)
montrant la paroi du kyste (téte de fleche) et les bradyzoites (fleche) (17)

La caractéristique majeure de ce stade a été mise en évidence dans les années 1960 par
Jacobs, Remington et Melton. Ils ont montré que la paroi du kyste est détruite par la
trypsine ou pepsine, mais que les bradyzoites sont eux résistants a la digestion par les
sucs gastriques, a la différence des tachyzoites qui sont rapidement détruits par ces
derniers. Il existe donc un réle de transmission par les Kkystes, dits infectants apres
ingestion (19). Leur pouvoir infectant est reconnu comme étant bien plus important que
celui des tachyzoites (20).

3. Sporozoites

Les sporozoites représentent la forme environnementale du parasite, contenue dans les
oocystes matures, dits sporulés. Morphologiquement proche du tachyzoite (Figure 1-2),
ils sont le résultat de la reproduction sexuée qui a lieu chez I’h6te définitif (les félidés) a
partir des autres stades parasitaires, notamment apres ingestion de kystes tissulaires.

Morphologiquement, les oocystes non sporulés (Figure I-5) sont sphériques, et
mesurent entre 10 et 12 pm de diametre. Apres leur excrétion dans les déjections des
félidés et une maturation de 1 a 5 jours dans le milieu extérieur, ils deviennent des
oocystes sporulés et donc infestant.

Figure I-5 : Oocyste non sporulé a I'état frais (17)

Les oocystes sporulés (Figure 1-6) ont une forme subsphérique voir ellipsoidale, et
mesurent pres de 12 uym de diametre. Chacun de ces oocystes contient 2 sporocystes,
contenant eux-mémes 4 sporozoites a I'issue de multiples divisions nucléaires (21).
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Figure I-6 : Oocyste sporulé en microscopie électronique.
Membrane extérieure (grande fleche) enveloppant deux sporocystes (téte de fleche)
enfermant 4 sporozoites (petites fleches) (13)

Leur paroi est résistante aux sucs gastriques, ce qui leur donne un pouvoir infestant par
voie orale (22).

D. Cycle parasitaire
1. Généralités

Le cycle parasitaire de T. gondii se déroule chez un hote définitif d’'une part, les félidés
dont le chat, qui héberge la reproduction sexuée du parasite et un hote intermédiaire
d’autre part, les animaux a sang chaud, dits homéothermes, qui eux hébergent la
reproduction asexuée (23). La particularité de ce cycle est la possibilité de transmission
du parasite par carnivorisme entres hotes intermédiaires sans intervention de I'hote
définitif, par un processus de multiplication asexuée (24).

C'est en 1970, a la suite de la découverte du cycle de T. gondii, que les modes de
contamination de la toxoplasmose ont enfin pu étre compris (Figure 1-7) (4,17).
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Figure I-7 : Cycle parasitaire et modes de contamination de T. gondii (9)
2.  Chezles hotes intermédiaires
a) Contamination

(1) A partir des sporozoites

Les sporozoites contenus dans les oocystes ingérés par les hotes intermédiaires, se
retrouvent dans les entérocytes de l'intestin gréle environ 30 minutes apres leur
ingestion (25). La plupart d’entre eux ont formé une vacuole parasitophore. Ils
pénetrent secondairement la lamina propria intestinale, et évoluent alors en tachyzoites
qui envahiront et infecteront a leur tour les cellules endothéliales puis les cellules
sanguines (26). Ce processus dure en moyenne 2 a 3 jours et peut aboutir a I'infection de
multiples organes, selon le statut immunitaire du patient (15).

(2) A partir des bradyzoites

L’ingestion de bradyzoites, via les kystes tissulaires, par les hotes intermédiaires, est
moins pathogeéne que l'ingestion d’oocystes (27). Une fois ingérés, ils évoluent en

19



tachyzoites dans la lamina propria de I'intestin gréle, qui envahissent alors les organes,
par dissémination. La parasitémie est alors détectable, au bout de 24h en moyenne, et
des kystes tissulaires sont formés en 5-6 jours (15).

b)  Evolution des tachyzoites

Les tachyzoites sont capables d’envahir toutes cellules nucléées par phagocytose ou par
fusion de leur membrane cellulaire (paroi externe) avec celle de la cellule hote, les
monocytes/macrophages habituellement. Apreés leur pénétration, ils prennent une
forme ovoide et se nichent dans une vacuole parasitophore (13). Au sein de celle-ci, ils
survivent et se multiplient librement car a l'abri des lysosomes et de l'acidité de la
cellule héte (28). Leur multiplication par endodyogénese puis leur différenciation en
bradyzoites au sein de cette vacuole, conduit a la formation de kystes, créés a partir des
composants externes de cette vacuole. Cette différenciation est corrélée dans le temps a
I'apparition de I'immunité protectrice de 1'héte. Les bradyzoites, contenus dans les
kystes vont ensuite persister dans I'organisme de I’héte (29).

3. Chez I'hote définitif

Dubey (15,20,25,30) a permis de connaitre avec précision le cycle parasitaire au sein de
I'hote définitif, les félidés.

Comme dit précédemment, l'infection des hotes définitifs se fait principalement apres
ingestion de kystes tissulaires, plus rarement apres ingestion d’oocystes voire de
tachyzoites. Dans 2 études de 1996, on retrouve des oocystes dans les excréments des
chats dans seulement 30% des cas apres ingestion d’oocystes ou de tachyzoites, mais
dans prés de 100% des cas aprés ingestion de bradyzoites contenus dans les kystes
(34,35). Apres l'ingestion de kystes par I'hote définitif au cours d'un repas (petits
mammiferes, souris) la paroi de celui-ci est rompue par les enzymes gastriques. Il y a
alors libération de bradyzoites, qui pénetrent les cellules entéro-épithéliales. S’en suit la
reproduction asexuée de T. gondii (Figure I-8) qui comprend cinq stades successifs
morphologiques (de A a E) et dure de 3 a 15 jours avant de conduire a la gamétogénese.
Le stade A correspond a des tachyzoites; les stades B a E correspondent a des
schizontes contenant des mérozoites (31).
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Figure I-8 : Huit stades de la reproduction asexuée (31-33)

Au cours de la gamétogenese, les mérozoites se différencient en gamétocytes males et
femelles. Les gamétocytes se divisent de nombreuses fois pour devenir des
microgametes males doués de motilité ou des macrogametes femelles.

Pendant la reproduction sexuée, un microgamete male va féconder un macrogamete
femelle, permettant la formation d’'un zygote, futur oocyste. Cet oocyste est libéré de la
cellule intestinale, puis excrété, non sporulé, dans les déjections de I'hote définitif (33).
L’émission de ces oocystes se fait habituellement 3 a 10 jours apres I'ingestion de kystes.

4. Devenir des Kkystes tissulaires

La présence de kystes tissulaires est a 'origine de la phase chronique de I'infection mais
ils sont formés dés la phase aigiie : 2-3 jours apres injection parentérale de tachyzoites,
5-6 jours apres ingestion de bradyzoites, et 6-7 jours apres ingestion d’oocystes (25,27).
Leur localisation et leur nombre dépendent a la fois de I'hote et de la souche de T. gondii.
On en retrouve davantage au niveau cérébral chez les petits mammiferes, et plus au
niveau viscéral et musculaire chez les mammiferes plus grands (homme, mouton, chat
etc.) (13,36).

Présent au sein de ces divers tissus, ces kystes y restent probablement durant toute la
vie de I'h6te (20). Au cours de cette vie, des réactivations peuvent s’opérer avec plus ou
moins de manifestations cliniques selon le statut immunitaire de I'’h6te. Le mécanisme
de cette réactivation reste cependant encore inconnu (15).
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II. LA TOXOPLASMOSE

La toxoplasmose est une zoonose cosmopolite, induite par l'infection d’'un hote par le
parasite Toxoplasma gondii. 1l s’agit la plupart du temps d’'une maladie bénigne, mais qui
peut dans certains cas, avoir de graves conséquences, potentiellement fatales chez des
sujets a risques.

A. Mode de contamination de ’'Homme

Les modes de transmission de la toxoplasmose ont été mis en évidence a partir des
années 1970 (4,17).

L’'ingestion d’eau ou de nourriture contaminées par des oocystes environnementaux
émis par les chats, et I'ingestion de viande mal cuite contenant des bradyzoites au sein
des kystes tissulaires, sont les deux modes de contamination les plus fréquents (hors
toxoplasmose congénitale). Les proportions relatives a ces deux modes de
contamination restent inconnues et dépendent de nombreux facteurs (type de
population, géographie etc.) (9).

1. A partir des Kystes tissulaires

Deux origines d’infection a partir des Kkystes tissulaires sont reconnues: la
consommation de viandes peu ou mal cuites, et la transplantation d’organe solide.

a) Par consommation de viande

La consommation de viande insuffisamment cuite, issue de tout animal homéotherme
infecté par T. gondii, est a risque de transmission du parasite chez 'Homme. Ce risque
dépend du pays et des habitudes alimentaires. Dans une étude de 2009 menée aux
Etats-Unis, le risque est reconnu plus élevé aprés consommation de viande d’agneau
(Odds ratio corrigé (ORc) 8,39 ; risque attribué (RA) 20%), de viande de beeuf crue (ORc
6,67 ; RA 7%), de toute viande séchée ou fumée localement (ORc 1,97 ; RA 22%) (37).

Il semblerait d’apres plusieurs études que le risque reste cependant faible pour le beeuf,
le porc et le poulet dans les pays industrialisés, sans doute grace au traitement et a la
surveillance des viandes avant leur commercialisation, réduisant la viabilité des kystes
tissulaires. Il n’en est par contre pas toujours le cas dans les pays ou le mouton et
I'agneau sont les viandes les plus consommées (38,39).

Différents moyens ont été reconnus efficaces dans la destruction des kystes tissulaires.
Une congélation a -12°C pendant au minimum 3 jours (ou plus en fonction de I'épaisseur
de viande) (19) ainsi qu’une cuisson a 67°C (4 min a 60°C, ou 10 min a 50°C) (40) sont
jugées comme indispensables pour détruire le parasite afin de réduire le risque de
contamination. D’autres moyens ont aussi été mis en évidence, mais difficilement
applicables pour une consommation humaine quotidienne (irradiation gamma, injection
de potassium, ou lactate de sodium etc.) (9).

b) Apres greffe d’organe solide

Dans des cas plus restreints, il existe un risque de transmission du parasite en cas de
transplantation d'un organe solide envahi par des kystes, a un receveur non immuniseé.
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Ce risque est dépendant de 'organe transplanté, plus ou moins sujet a étre envahi par
des kystes tissulaires. La greffe cardiaque est par exemple davantage a risque que les
greffes pulmonaires, hépatiques ou rénales (41).

Cependant, l'incidence est tres variable, de 9 a 56% selon les études, car elle dépend de
la prévalence de la toxoplasmose dans le pays en question, et surtout des habitudes
thérapeutiques en vigueur (présence ou non de chimioprophylaxie post greffe) (42).

2. A partir des oocystes

La durée et la prévalence d’excrétion des oocystes non infectants par les félidés, sont
faibles. Cette excrétion conduit cependant a I'’émission de plusieurs milliers d’oocystes
non sporulés devenant infectants en moins de 4 jours dans certaines litieres, et pouvant
rester viables pendant pres de 15 jours avant leur sporulation. La sporulation peut étre
évitée par une congélation a -6°C pendant 7 jours ou apres exposition a 37°C une
journée (43).

Une fois sporulés, ces oocystes sont tres résistants dans le milieu extérieur, et peuvent
survivre pendant plus d’'un an dans des conditions idéales de température et d’humidité.
Les conditions climatiques d'un pays sont I'un des facteurs prédominants influencant la
résistance et la survie des oocystes sporulés dans le milieu extérieur. Il a d’ailleurs été
montré en Colombie une augmentation de l'incidence de la toxoplasmose congénitale au
cours de la saison des pluies (temps chaud et humide) (44). En laboratoire, certains
oocystes sporulés ont méme été conservés pendant 54 mois a 4°C, et pendant 106 jours
a -10°C. IIs sont cependant détruits apres 1 a 2 minutes a 55-60°C, mais la congélation
n’a aucun effet sur eux, méme a -20°C. Leur paroi les rend résistants aux désinfectants
usuels (eau de Javel) et aux sucs gastriques (22).

La contamination par les oocystes peut toucher I'’eau, mais aussi le sol, les fruits ou les
végétaux tous confondus.

a) Paringestion d’eau contaminée

Dans l'eau, les oocystes peuvent rester viables de longues périodes et résister a de
basses comme de hautes températures. De méme, ils ne sont pas détruits par les
produits utilisés dans les usines de traitements des eaux de consommation, notamment
I'ozone et la chloration, mais ils restent sensibles aux traitements par les UVs (45).
Plusieurs épidémies par ingestion d’eau contaminée ont été rapportées, le plus souvent
concomitantes a une saison des pluies dans des pays avec climat tropical (Brésil,
Colombie, Inde) (9).

En France, les eaux contaminées par des oocystes peuvent étre retrouvées au niveau de
puits peu profonds d’exploitations agricoles avec hygiéne médiocre (46). Une
corrélation positive a été observée entre la consommation de ces eaux non bouillies et la
présence d’'une population immunisée pour la toxoplasmose.

Les mollusques et crustacés sont quant a eux reconnus comme des filtres naturels,
concentrant les oocystes de T. gondii, et sont ainsi déconseillés pendant la grossesse
(37).
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b) Paringestion de Iégumes et fruits contaminés

Une étude européenne rapporte qu’'entre 6 et 17% des infections toxoplasmiques sont
dues a l'ingestion de végétaux et fruits en contact avec le sol (47), pourcentage
volontiers augmenté chez les enfants (32). Bien que peu de données soient disponibles,
il semble que I'eau et le sol contaminés puissent servir de vecteurs pour le transfert
d’oocystes a la surface des légumes et des fruits destinés a la consommation.
Effectivement, il a été montré un risque d'infection accru en cas de consommation de
légumes ou fruits exportés, non lavés, notamment chez les femmes enceintes (9) et en
cas de consommation de salades prétes a consommer (48).

3. A partir des tachyzoites

D’un point de vue épidémiologique, ce mode de contamination est le moins fréquent.
Cela s’explique par la fragilité de ce stade infectant, qui est facilement détruit par les
enzymes digestives (en moins de 10 minutes) et dans le milieu extérieur. On sait par
exemple qu'il est détruit par 'eau pure, mais qu’il peut persister plusieurs jours dans
des liquides physiologiques comme le lait non pasteurisé a 4°C (24).

a) Par transmission materno-feetale

Les tachyzoites sont la forme infectante du parasite responsable de la toxoplasmose
congénitale, par transmission verticale. Lors d'une infection aigué chez la femme
enceinte, la phase de dissémination conduit a I'invasion de différents organes par les
tachyzoites, notamment le placenta. C'est par I'intermédiaire de celui-ci que le parasite
gagnera le foetus. La fréquence de la transmission verticale du parasite au feetus est
d’autant plus haute que I'age gestationnel est élevé (49).

b) Par consommation de lait non pasteurisé

Il a été décrit des cas de toxoplasmose acquise apres consommation de lait de chevre
non pasteurisé (12) faisant de cette forme parasitaire un facteur de risque d’infection,
toutefois tres peu fréquent (37).

A noter qu’'une infection par l'allaitement maternel est suspectée mais n’a jamais été
prouvée (51).

c) Par injection parentérale

Il a aussi été décrit des cas d’infection dus a une contamination par injection, lors
d’accidents d’exposition au sang par exemple. Cela est possible seulement au moment de
la phase aigiie de I'infection, ou une parasitémie est détectable. La durée de cette phase
de dissémination dépend a la fois de la souche et de la réponse immune de I'hote,
pouvant aller jusqu’a 5 semaines apres l'infection (50).
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B. Présentation clinique
1. Toxoplasmose de 'immunocompétent

Dans plus de 80% des cas, la primo-infection a T. gondii reste asymptomatique chez les
patients immunocompétents en Europe et en Amérique du Nord (52).

Les 20% restants présentent habituellement un tableau peu spécifique, alliant des
polyadénopathies, notamment cervicales, a un syndrome pseudo-grippal (asthénie,
fievre, myalgies diffuses) pouvant durer plusieurs semaines. Il s’agit d'une clinique assez
semblable a la mononucléose infectieuse, surtout en cas de monocytose associée sur le
bilan sanguin.

Plus rarement, des cas atypiques, notamment de localisation oculaire a type de
choriorétinite au cours d’'une primo-infection ont été rapportés (53,54). Ces différentes
manifestations cliniques sont directement en lien avec le génotype de la souche de
T. gondii. Le génotype de type Il (Europe de I'Ouest et Amérique du Nord) est connu
pour avoir des conséquences cliniques moindres (55) que d’autres génotypes situés
notamment en Amérique du Sud (56,57). Ainsi, des infections oculaires sévéres, ont été
rapportées au Brésil, en Colombie ou au Canada, ou certaines souches ont été décrites
comme particulierement virulentes (58).

Plus rarement encore, des toxoplasmoses disséminées, atteignant les poumons, le
systeme nerveux central ou le cceur ont été rapportées et enregistrées en France au CNR
de la toxoplasmose. Le génotype venait pour la plupart d’'une souche circulant en
Guyane Francaise (57).

2. Toxoplasmose de 'immunodéprimé

Contrairement a la clinique peu bruyante de la primo-infection chez les
immunocompétents, l'infection a T. gondii chez des patients immunodéprimés est
toujours menacante, que ce soit apres une primo-infection ou en cas de réactivation. Les
manifestations sont en lien direct avec le statut immunitaire de I'hote. Les deux terrains
sous-jacents principaux a risque de toxoplasmose grave sont I'infection par le VIH et le
traitement par molécules immunosuppressives (9).

Ce risque est plus important apres la réactivation par rupture d’un kyste déja présent
que lors de l'acquisition de novo de la toxoplasmose. Comme déja vu, chez des patients
transplantés d’organe solide, il peut aussi se produire une primo-infection a partir du
greffon en cas de mismatch donneur/receveur (59,60).

L’'incidence de la maladie est le plus souvent corrélée a la profondeur de
I'immunodépression et la présentation clinique est plutét liée au type
d'immunodépression. Par exemple, le risque de toxoplasmose cérébrale est augmenté en
cas de lymphocytes CD4 < 100/mm?3 chez le patient séropositif pour le VIH, alors que le
risque de réactivation est plus fréquent chez les patients ayant bénéficié d'une greffe de
cellules souches hématopoiétiques (61).
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a) Encéphalite

L’encéphalite toxoplasmique est de loin la manifestation clinique principale de la
toxoplasmose chez les patients immunodéprimés, notamment les patients atteints du
SIDA. Cliniquement, elle se présente sous la forme d'un tableau associant asthénie,
céphalées, déficit moteur ou sensitif, atteinte cognitive dans un contexte de fievre (62).
Le diagnostic par scanner et IRM, révele une image caractéristique d’abces: 1ésion
arrondie, avec rehaussement périphérique en cocarde apres injection de produit de
contraste (Figure II-1). Plus rarement, aucune image n’est visualisée (63).

Son incidence a fortement diminuée depuis la mise en place des thérapies
antirétrovirales (64).

Figure II-1 : Toxoplasmose cérébrale - IRM avec injection (Hopital Saint Louis, Collection J. Frija)

b)  Autres atteintes

En dehors de I'’encéphalite, I'infection toxoplasmique chez les immunodéprimés peut
toucher un organe isolé ou un ensemble d’organes ; on parlera alors de toxoplasmose
disséminée. La toxoplasmose disséminée touchera davantage les patients transplantés,
ayant une dissémination du parasite tres rapide (60).

Les sites préférentiels sont les yeux (choriorétinite sourde, sans autre signe associé) ; les
poumons a l'origine de pneumopathies interstitielles de pronostic tres péjoratif; et le
ceeur (myocardite) (65). Ils peuvent volontiers s’associer les uns aux autres.

Il a aussi été décrit des atteintes plus rares du foie, du rein, de la rate, du pancréas, de la
peau, etc. (66).

3. Toxoplasmose oculaire

Les atteintes oculaires secondaires a une infection toxoplasmique ont pendant
longtemps été considérées comme exceptionnelles chez 'immunocompétent, car le plus
souvent rattachées aux toxoplasmoses de Il'immunodéprimé, et surtout a la
toxoplasmose congénitale (24).
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Chez l'immunocompétent, il peut s’agir d’infections contemporaines de la
contamination, mais elles sont surtout secondaires a une réactivation locale de kystes
issus de la primo-infection (67).

Chez les patients immunodéprimés, patients atteints du SIDA la majorité du temps, la
fréquence de la localisation oculaire arrive en deuxieme place apres la localisation
cérébrale, qui y est alors souvent associée (68). Les lésions cliniques sont
essentiellement de type choriorétinites unifocales ou multifocales, ou bien encore
diffuses et/ou bilatérales (Figure II-2). Elles se distinguent des atteintes oculaires des
patients immunocompétents par leur extension, leur aspect plus nettement
hémorragique (di a une réaction inflammatoire moins intense) et leur caractere
récidivant. L’association a une uvéite, le plus souvent antérieure est courante (69). La
toxoplasmose est d’ailleurs la premiere cause d'uvéite d’origine infectieuse en France,
tant chez I'adulte que chez I'’enfant (70).

Figure II-2 : Choriorétinite (Université de Lyon, Collection F. Peyron)

En cas de toxoplasmose congénitale, la localisation oculaire est I'une des plus
fréquentes. Les caractéristiques principales de cette atteinte congénitale sont
développées ci-dessous.

4. Toxoplasmose congénitale

La toxoplasmose congénitale (TC) s’acquiert au cours de la vie feetale par transmission
verticale, dite materno-feetale. Le placenta jouant un réle plus efficace de barriére en
début de grossesse qu’a la fin, la transmission du parasite est plus fréquente en fin de
grossesse qu’en début. Cependant, les conséquences cliniques de la séroconversion
toxoplasmique en cours de grossesse sont d’'une gravité inversement proportionnelle a
I'avancée de celle-ci (71).

Le diagnostic clinique de TC est heureusement tres rare en France, le dépistage
systématique étant maintenant de rigueur. Cependant, on admet que classiquement, en
cas de TC avec présence de signes cliniques, ces derniers regroupent l'atteinte plus ou
moins concomitante de choriorétinite (Figure II-2), d’hydrocéphalie (Figure II-3) et de
calcifications intracraniennes. Mais la maladie peut se présenter de facon tres
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hétérogene, étant capable d’atteindre tous les organes (72). La classification des signes
cliniques de la TC faite par Desmonts en 1974, sépare ces manifestations en 4 groupes
distincts : I'atteinte neurologique (comprenant I'atteinte oculaire), 'atteinte généralisée,
'atteinte modérée, et I'atteinte infra clinique (49).

Le potentiel évolutif imprévisible de la TC est aussi 'une de ses caractéristiques, d’ou la
nécessité d’'une surveillance réguliére et a vie (73).

Figure II-3 : Dilatation ventriculaire en échographie (Université de Lyon, Collection F. Peyron)

a) Aupremier trimestre

Au cours du début de grossesse, le risque de passage transplacentaire du parasite est
inférieur a 10% (71). Cependant, les conséquences cliniques peuvent étre majeures,
voire l1étales dans certains cas. Les atteintes se concentrent au niveau du tissu cérébral
ciblant la substance blanche par nécrose focale et inflammation locale sévere. Les
manifestations rassemblent microcéphalie, épilepsie, surdité, déficits mentaux ou
psychomoteurs, pouvant aller jusqu’a la mort feetale in utero dans certains cas (74).
L’atteinte ophtalmique est elle aussi plus sévere, alliant microphtalmie, inflammation
sévere du nerf optique, strabisme, nécrose rétinienne, avec parfois comme conséquence
une perte totale de la vue en cas d’atteinte de la macula (67).

b) Audeuxieme trimestre

Avec 30% de risque de passage transplacentaire du parasite (71), les manifestations
cliniques de toxoplasmose congénitale sont de sévérité variable : épilepsie, anémie,
anomalies hépatiques, pneumonie ou encore choriorétinite. Elles sont détectées par
échographie sur hyperéchogénécité mésentérique, hépatosplénomégalie ou
calcifications intracérébrales. Plusieurs études ont pu évaluer qu’entre 20 et 30% des
lésions intracraniennes détectées a la naissance évoluent en atteintes neurologiques
graves, pouvant aller jusqu’au déces de I'enfant (75,76).

La choriorétinite (Figure II-2) est I'une des manifestations les plus courantes de la
toxoplasmose congénitale. Elle peut se manifester a tout moment de la vie de I'enfant
(77), raison pour laquelle il existe une surveillance réguliere du nouveau-né durant la
premiere année puis durant toute sa vie. En présence d’'un traitement postnatal, la
sévérité des lésions reste cependant variable notamment selon le génotype de la souche
isolée. Par exemple, les nouveau-nés atteints de toxoplasmoses congénitales au Brésil
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ont plus de risque de développer des manifestations cliniques oculaires, plus séveres
que les enfants atteints de toxoplasmose congénitale en Europe (78).

c) Au troisieme trimestre

Il existe un risque de passage transplacentaire d’environ 60-70% au cours du troisieme
trimestre de grossesse, et ce risque augmente a mesure que I'on s’approche du terme de
la grossesse (71). Cependant ce risque est a mettre en parallele avec la présence de
séquelles. En effet, seulement 20% des enfants infectés présenteront des manifestations
cliniques, habituellement moins prononcées que celles du premier ou du deuxiéme
trimestre (79)

Dans une méta-analyse de 2007 (80), il a clairement été montré un lien entre la
diminution des l1ésions intracraniennes a mesure que I'age gestationnel était tardif lors
de la séroconversion. Au contraire, dans le cas des manifestations oculaires de type
choriorétinites, ce lien n’a pas été mis en évidence (Figure I1-4).

Figure II-4 - Risque de manifestations cliniques chez les enfants atteints de toxoplasmose congénitale en
fonction de 1'dge gestationnel au moment de la séroconversion (81)
Lésions intracraniennes en haut et 1ésions oculaires en bas.
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d) Cas particuliers

La plupart des toxoplasmoses congénitales sont le résultat d’'une infection de novo, dite
primo-infection d’'une femme séronégative en début de grossesse.

Toutefois, il existe de rares cas d’'infections congénitales secondaires a une réinfestation
par le parasite, le plus souvent par une souche de génotype différent, pour laquelle la
femme n’est pas encore immunisée, et qui est d’ailleurs le plus souvent plus agressive.
C’est la raison pour laquelle les populations « a risque » doivent respecter les regles de
prévention, notamment les femmes voyageant dans des pays présentant des souches
atypiques, les femmes séropositives au VIH, etc. (82).

Il existe de rares cas de toxoplasmose congénitale secondaire a une primo-infection
maternelle survenue dans les 2 mois précédant la conception. Le plus souvent, c’était en
lien avec un systéme immunitaire maternel pathologique.

Pour finir, certaines transmissions de parasites peuvent étre « retardées ». En effet, des
nouveau-nés de mere ayant eu une séroconversion en période péri-conceptionnelle ont
déja été diagnostiqués positifs en toxoplasmose congénitale en post partum, alors méme
que les prélevements de liquide amniotique et les imageries restaient négatifs au cours
de la grossesse. Cela suggere deux hypotheses: des performances diagnostiques des
tests prénataux moindres que ceux néonataux (83), ou une possible « séquestration » du
parasite au sein du placenta avant sa transmission feetale en fin de grossesse (84).

C. Epidémiologie

Environ un tiers de la population mondiale est infectée par T. gondii (1). Les habitudes
alimentaires, le niveau socio-économique et le climat influencent le mode de
contamination ainsi que la séroprévalence de la toxoplasmose. La prévalence est tres
faible dans les régions chaudes et séches (Sahel), faible en Amérique du Nord et en
Europe du Nord et Asie, et trés élevée dans les régions chaudes et humides (85).

Dans une étude européenne portant sur la recherche des facteurs de risque de
séroconversion pour la toxoplasmose au cours de la grossesse, entre 6 et 17% des
infections toxoplasmiques sont dues a la consommation des végétaux et fruits en contact
avec le sol, et entre 30 et 63% par la consommation de viandes insuffisamment cuites
(47).

En France, le Centre National de Référence de la toxoplasmose recense chaque année, les
données épidémiologiques en rapport a la fois avec la toxoplasmose de 'adulte, mais
aussi la toxoplasmose congénitale et les autres informations s’y rapportant (politique
d’évaluation, de dépistage, de diagnostic etc.). C’est ainsi que 'on sait que la prévalence
de la toxoplasmose est en nette diminution depuis les années 1960. Elle est estimée
aujourd’hui entre 30 et 50% selon les habitudes alimentaires régionales. Chez les
femmes enceintes, elle est passée de 84 % en 1960 a 37 % en 2010 ; la derniere enquéte
nationale périnatale (ENP) a confirmé une prévalence moyenne de 31,3% en 2017 et a
prévu une prévalence de 26,9% en 2020. .
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Depuis 2006, un réseau de surveillance des toxoplasmoses congénitales (réseau
Toxosurv) a été créé a l'initiative de I'InVS et du Péle Epidémiologique du CNR. Il a été
créé afin d’évaluer I'impact du programme national de prévention de la toxoplasmose
congénitale mis en place en 1978. Il se base sur les notifications des cas de
toxoplasmoses congénitales diagnostiquées sur le territoire national par les laboratoires
du réseau Toxosurv (36 laboratoires spécialisés dont Nantes fait partie, et
13 laboratoires polyvalents). On peut évaluer ainsi la prévalence globale de la TC autour
de 2 a 3,2 cas pour 10 000 naissances, ce qui est tres stable depuis 10 ans. Cela
correspond a environ 250 cas de toxoplasmose congénitale notifiés chaque année au
CNR. La l1étalité liée a la TC est de 2,6% et sa morbidité globale représente 8,6%, chiffres
restant eux aussi tres stables.

Devant la diminution du nombre de toxoplasmoses congénitales ces dernieres années, la
baisse de la séroprévalence chez les femmes en age de procréer, et la diminution de
I'incidence de la toxoplasmose chez ces femmes, un projet de réévaluation du
programme de dépistage de la toxoplasmose congénitale est en cours de rédaction.
Celui-ci est appuyé par les données d’efficacité obtenues par l'essai thérapeutique
randomisé (PHRC National, Toxogest) et par le CNGOF (College National des
Gynécologues et Obstétriciens Francais), et a pour but d’éviter le surcolt éventuel des
dépenses en lien avec le contrdle sérologique mensuel des femmes enceintes
séronégatives. L’avis tres récent du CNGOF maintient toutefois I'intérét d’'un programme
de prévention de la toxoplasmose chez la femme enceinte (86).

D. Méthodes de diagnostic biologique
1.  Généralités

Plusieurs techniques diagnostiques existent pour mettre en évidence une infection par
T. gondii. Celles-ci peuvent étre séparées en deux types :

- Les techniques de diagnostic indirect sont a ce jour les plus répandues, et
utilisées en routine au laboratoire. Le but de celles-ci est de mettre en évidence la
réponse immunitaire en lien avec l'infection, par I'intermédiaire de la présence
ou de I'absence d’anticorps spécifiques.

- Les techniques de diagnostic direct visent a mettre en évidence le parasite
lui-méme, ses antigenes ou son matériel génétique.

Il est indispensable de mettre en parallele le statut immunitaire de chaque patient pour
évaluer I'apport diagnostic de chacune de ces techniques.

Nous allons dans cette partie nous focaliser sur 'ensemble de ces 2 groupes, en prenant
pour référence principale une revue bibliographique de 2015, écrite par Liu (87).

2. Diagnostic indirect

Toutes ces méthodes diagnostiques reposent sur un diagnostic dit sérologique. Cela
signifie que 'on travaille a partir du sérum du patient suspect de toxoplasmose pour
rechercher les anticorps spécifiques de cette infection. Différents tests, développés
ci-apres, ont été créés pour rechercher certains types d’anticorps préférentiellement. La
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plupart du temps, une association de ces tests est nécessaire afin de bien dater
I'infection en cours (88).

Ces méthodes gardent une place centrale dans I'arsenal diagnostique de la toxoplasmose
et leurs indications sont larges. Elles ont toutes pour but de déterminer le statut
immunitaire des patients : les femmes enceintes, les patients présentant une uvéite ou
une choriorétinite, ou les patients donneurs et receveurs d’organes. Aussi, elles sont
utiles pour éliminer des diagnostics différentiels d'une suspicion clinique de
séroconversion toxoplasmique, tels que les primo-infections CMV, VIH ou EBV. En cas de
positivité de ces tests, une étude plus approfondie de la réponse immunitaire (tests dits
complémentaires, analyse de sérums successifs) permet également de dater l'infection.

Le diagnostic indirect repose donc sur I'étude des acteurs de la réaction immunitaire de
I'’h6te apres infection par T. gondii. Pour interpréter correctement les résultats de
chacun des tests, une connaissance parfaite de la réaction immunitaire « normale » d’'un
hote immunocompétent est requise.

a) Cinétique et détection des anticorps

Figure II-5 : Cinétique des anticorps (9)

Comme visualisé sur la Figure 1I-5, différents isotypes d'immunoglobulines (IgM, IgA et
IgG) sont produits a la suite d'une infection par T. gondii (9,88).

- Les IgM sont synthétisés et détectables dans le sérum environ une semaine apres
I'infection. Ils atteignent un plateau autour de 1 mois pour rester présents
pendant quelques mois (en moyenne 6-7 mois) voire plusieurs années pour
certains cas. IIs peuvent cependant exceptionnellement ne persister que 3 mois,
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voire ne pas étre détectables par les techniques usuelles, rendant donc des
résultats faussement négatifs. Les techniques utilisées, bien que peu spécifiques,
sont essentiellement les tests ELISA (Enzyme-Linked Immunobsorbent Assay)
I'IFA (Immunofluorescent Assay) et ISAGA (Immuno-Sorbent Agglutination
Assay). Du fait de leur persistance a distance de la primo-infection, et du manque
de spécificité des techniques de révélation, les IgM ne peuvent pas étre
déterminants pour diagnostiquer une infection aigué.

- Tout comme les IgM, les IgA sont synthétisés et détectables des la phase aigiie,
environ une semaine apres l'infection. Ils restent cependant présents pendant
une période plus longue, en moyenne 9 mois, les rendant moins spécifiques que
les IgM en tant que marqueur d’infection récente (89). Néanmoins, grace a des
techniques extrémement sensibles, ils se sont révélés étre un outil indispensable
au diagnostic de toxoplasmose congénitale chez le foetus et le nouveau-né, alors
méme que les IgM restent négatifs (90). De méme ils sont d’'une grande utilité
dans le cadre des diagnostics de réactivation, ayant alors de taux trés hauts. Leur
mise en évidence repose essentiellement sur les tests ELISA et ISAGA.

- Les IgG sont les témoins d'une infection, actuelle ou passée, et ne donnent ainsi
aucune information sur l'ancienneté de celle-ci. Surtout, leur détection dépend
des techniques utilisées. Celles utilisant les antigénes de membrane (IF,
agglutination modifiée) ou le parasite entier (Dye test) ont une capacité de
détection tres bonne et précoce, mais celle-ci devient plus médiocre et plus
tardive pour les techniques de type ELISA, ou au cours du test d’avidité. Ils
apparaissent environ 1 a 3 semaines aprés les IgM, restant en plateau
pendant 2-3 mois pour diminuer plus ou moins rapidement. Ils restent toujours
détectables a des taux tres différents d’un patient a I'autre, et d’'une technique a
'autre.

- Les IgE (non présents sur cette figure) sont détectables par la méthode ELISA. Ils
sont un bon reflet d'une infection de I'adulte en cours, ou d’'une toxoplasmose
congénitale avec ou sans choriorétinite. Ils apparaissent durant une période trés
breve, et sont donc témoin d'une infection récemment contractée. Ces anticorps
ne sont cependant pas recherchés en routine.

Dans le cadre des séroconversions en cours de grossesse, il est important de savoir que
contrairement aux IgG, qui passent la barriere placentaire, les anticorps de type IgM et
IgA ne peuvent traverser cette derniere.

b) Dye test: test de lyse des toxoplasmes vivants

Cette méthode, mise au point par Sabin et Feldman en 1948 est aujourd’hui encore
considérée comme le gold standard dans le diagnostic sérologique de la
toxoplasmose (91). Elle nécessite cependant une expertise technique élevée (maintien
des toxoplasmes vivants).

Le principe repose sur la mise en contact du sérum du patient avec des tachyzoites

vivants de T. gondii et leur observation au microscope classique, apres addition de bleu
de méthylene, ou en contraste de phase. En cas de présence d’anticorps anti-toxoplasme,
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la lyse des toxoplasmes vivants par les anticorps anti T. gondii est visualisée en présence
de complément humain frais. Les toxoplasmes perdent alors leur réfringence.

Ce test reste un test de référence bien qu’'onéreux et non automatisable. Il est
extrémement sensible, spécifique et permet donc une réponse rapide, en détectant
I'infection entre 10 et 15 jours post contamination.

c) Testd’agglutination directe

Ce test a été décrit pour la premiere fois par Fulton et Turk en 1959 (92). Ici, des
tachyzoites sont fixés par formol et sont ajoutés dans des puits puis mis en présence du
sérum a analyser plus ou moins dilué. En cas de positivité, il se produit une agglutination
en voile, contrairement a une réaction négative qui montre un point central et compact
de tachyzoites regroupés dans le fond du puits (Figure II-6).

Figure II-6 : Exemple d'interprétation d'un test d'agglutination négatif (a gauche),
positif (au centre) et douteux (a droite) (Banque d’image Getty)

Cette méthode initiale a été améliorée par I'ajout systématique de 2-mercaptoéthanol
afin d’éliminer les IgM de surface non spécifiques de T. gondii.

Pour sensibiliser la détection des IgG au stade aigu de l'infection, la préparation des
antigenes peut étre faite avec de 1'acétone et non du formol. Il s’agit d’'une technique
utilisée dans certains cas d’interprétation difficile (notamment chez les patients
immunodéprimés etc.) (87). Par comparaison avec les antigenes traités par formol, ce
test d’agglutination dite alors « différentielle » permet de distinguer infection aigué et
infection chronique, a confirmer cependant avec d’autres techniques (88).

Cette méthode est encore tres utilisée actuellement (coffret ToxoScreen DA de chez
Biomérieux) mais sa production est destinée a disparaitre.

d) TestISAGA : Immuno-Sorbent Agglutination Assay

Proposé par Desmont en 1981, cette réaction repose sur le principe d'immunocapture
des anticorps, et I'utilisation de toxoplasmes formolés.

Ce test nécessite des plaques de micro-titrations avec des puits recouverts d’anticorps
anti IgM (ou IgA) de type anti-globuline anti chaine p (ou a), servant a « capter » les
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anticorps d’'intérét. Dans ces puits sont rajoutés les sérums (humains) a analyser qui se
lieront, ou non, aux anticorps anti IgM (ou IgA) selon la présence ou I'absence d’IgM (ou
IgA) sériques. Au décours d’'un lavage et pendant une incubation d’'une nuit, une
suspension de tachyzoites entiers formolés est ajoutée. Ces tachyzoites se lieront aux
anticorps IgM ou IgA sériques spécifiques s’ils sont présents. La lecture est visuelle.
(Figure I1-7)

Figure II-7 : Illustration de la technique ISAGA (Wikipédia)

Ce test possede l'avantage d’étre facile a réaliser, bien que restant une technique
manuelle. Mais le nombre de tachyzoites nécessaires I'a rendu plus difficile d’acces.
L’utilisation non plus de tachyzoites, mais de particules de latex coatées avec des
antigenes solubles, a permis sa simplification (93).

Il s’agit de la méthode la plus sensible pour détecter les anticorps IgM, car elle évite les
phénomenes de compétition IgG et IgM, et est moins sensible aux interférences dues au
facteur rhumatoide et aux anticorps anti nucléaires.

Elle est actuellement essentiellement utilisée dans le cadre du diagnostic de
toxoplasmose congénitale en période néonatale et en cas de suspicion de début de
séroconversion. Elle sert dans ces deux indications a confirmer la présence d’IgM par
une technique différente de la premiere utilisée (94).

e) Test d'immunofluorescence indirecte (IFI)

Dans ce test, des tachyzoites de T. gondii tués (ou des antigenes de T. gondii) sont fixés
sur une lame puis incubés avec le sérum a analyser. Apres ajout d’anticorps fluorescent
anti humain (anti-globuline anti IgG ou anti IgM) marqué a l'isothiocyanate de
fluorescéine (fluorophore), la lame est lue au microscope a fluorescence (Figure I1-8).
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Cette méthode, bien que peu chére et pouvant mettre en évidence a la fois les anticorps
IgG et IgM (95) nécessite la présence d'un microscope a fluorescence. Elle reste un
examen opérateur dépendant, car avec lecture visuelle du résultat (96). Aussi, il existe
des réactions croisées avec le facteur rhumatoide ou les anticorps anti-nucléaires,
aboutissant a des résultats faussement positifs. Ces raisons expliquent qu’il ne s’agit
donc plus a I'heure actuelle d'une méthode diagnostique utilisée en pratique de routine
en laboratoire. Elle reste cependant pratiquée dans les centres experts dans des
indications particulieres.

f) Test ELISA
Cette technique (Figure II-9) répond a l'ensemble des tests de type immuno-
enzymatiques, ELISA signifiant Enzyme-Linked Immunobsorbent Assay. Leur principe
général est la mise en contact d'une « phase » dite solide (anticorps ou antigene) avec un
antigéne ou un anticorps marqué par une enzyme, puis avec le substrat de cette enzyme.
Chacun de ces acteurs pouvant étre changé pour détecter antigéne et / ou anticorps
selon son besoin.

Il existe plusieurs types d’ELISA. Les deux principaux sont développés ci-dessous.

Figure II-9 : Principes des tests ELISA indirects (A) et en sandwich (B) (87)

(1)  Test ELISA indirect

Ici, la phase dite solide est l'antigéne d’intérét, auquel on ajoute successivement
’échantillon sérique du patient (contenant possiblement les anticorps d’intérét, dit A)
puis un second anticorps (appelé B) ciblant le premier anticorps A d’'intérét (Figure II-9
A) et lié a une enzyme. Apres ajout du substrat enzymatique, l'intensité de coloration
sera proportionnelle a la quantité d’anticorps d’intérét sérique A. Elle sera lue le plus
souvent par densitométrie optique, technique de chimiluminescence, a l'aide d'une
courbe d’étalonnage faite au cours du test.

On peut rechercher avec ces tests a la fois les IgG, les IgM ou les IgA anti T. gondii, selon
I'anticorps secondaire utilisé (97). Les antigénes utilisés étaient auparavant un lysat
d’antigene de tachyzoites mais les résultats n’étaient que peu reproductibles.
Secondairement et actuellement, les antigenes utilisés regroupent des antigenes
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granulaires, des protéines du microneme, ou encore des antigénes de surface. Ils
peuvent étre associés pour améliorer la sensibilité et la spécificité de la technique, en
fonction de l'intérét diagnostique recherché (recherche d’IgG post infection récente,
recherche d'IgM ou d’IgA) (32,98).

(2) Place des tests ELISA et interprétation
Ces tests ELISA sont simples, efficaces, économiques et utilisables facilement en pratique
clinique. Ils peuvent détecter a la fois des anticorps IgM, IgG ou IgA, mais aussi des
antigenes circulants en cas d’ELISA type «sandwich ». Leur utilisation en pratique
courante est devenue incontournable, si bien qu’elle s’est développée et est actuellement
automatisée afin de traiter de nombreux échantillons en méme temps pour le travail de
routine.

Il est important de savoir que les valeurs seuils de ces tests sont spécifiques a chaque Kkit,
rendant impossible l'interprétation de la cinétique des taux d’anticorps entre deux Kkits
différents. Effectivement, méme si deux Kkits différents peuvent utiliser la méme
technique, les résultats ne sont pas comparables car les antigenes utilisés sont
différents. Les titres d’anticorps détectés par cette technique peuvent étre trés variables
d’'une technique et d’'un kit commercial a l'autre. La comparaison de deux sérums
nécessite donc obligatoirement qu’ils soient testés avec la méme méthode et dans la
méme série (94).

De méme, l'interprétation peut étre difficile en cas de niveau faible d’IgG par exemple.
Dans ce contexte, une deuxiéme technique, cette fois ci tres spécifique, doit y étre
ajoutée, de type Western Blot ou Dye test.

Les titres d’anticorps, notamment IgG peuvent servir a dater une infection, par rapport a
leur cinétique. La plupart du temps, en cas d’infection datant de moins de 2 mois, un
second sérum prélevé a 2-3 semaines du premier, en absence de traitement (99) montre
des taux d’IgG ayant doublé.

g) Testdavidité

Devant des tests permettant de détecter des faibles taux d’I[gM et manquant de
spécificité, la datation de l'infection demeure difficile. Le test d’avidité est utilisé pour
justement pallier a ce probleme. En effet, en cas d’infection avérée, les anticorps IgG anti
T. gondii reviennent positifs en sérologie. Cependant, en absence de résultats antérieurs,
on ne peut évaluer I'ancienneté de cette infection. Les IgM et les IgA ne permettent pas
de « dater » l'infection aigué précisément, du fait par exemple de leur persistance a des
titres parfois toujours élevés pres de 2 ans apres l'infection (100-102).

Le test d’avidité a été décrit par Hedman et al. en 1989. Son principe repose sur la notion
que la liaison d’un anticorps a son antigene est d’autant plus « forte » que l'infection est
ancienne. Cette force de liaison est testée en utilisant un agent dénaturant la liaison
antigene-anticorps au cours des lavages. En pratique, I'urée est largement utilisée, mais
il existe aussi d’autres agents dénaturant (103).

Ce test est maintenant largement utilisé dans la pratique courante pour différencier les
infections chroniques des infections aigiies a T. gondii, notamment en cas de détection
d’IgM en cours de grossesse, ou encore pour des sujets symptomatiques. On utilise la
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différence de titres calculés en absence et en présence d’agent dénaturant apres test
ELISA, en le convertissant sous forme d’un rapport. En cas de différence faible, I'avidité
est donc forte, et l'infection peut étre considérée comme ancienne. Cependant, dans le
cas contraire ou il existe une différence majeure avant et apres traitement, nous ne
pouvons pas conclure a une infection récente (104).

Son interprétation peut étre difficile, notamment dans le cadre du diagnostic biologique
de toxoplasmose congénitale. En effet, il a été rapporté la présence d’anticorps IgG de
faible avidité pouvant persister pendant des mois (105) et le traitement de la
toxoplasmose congénitale (par spiramycine par exemple) peut retarder la maturation de
I'avidité des IgG anti T. gondii (99). De plus, la concentration en anticorps dans
I’échantillon peut affecter les résultats (106) rendant ce test non utilisable chez les
immunodéprimés.

h) Immuno Blot de confirmation

Contrairement aux techniques ci-dessus, les tests d’'Immunoblot, préférentiellement les
Western Blot, sont davantage utilisés comme aide complémentaire au diagnostic
sérologique dans certaines indications plus précises ; il s’agit d’'un test de confirmation
purement qualitatif.
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Figure II-10 : Immunoblot de confirmation :
témoin positif (bandelette n°21) et bandelettes patients (n° 19, 20, 22, 23, 24)
(notice du kit IgG II confirm LD Bio)

Ici, les sérums d’intérét réagissent avec des antigenes de T. gondii qui ont été transférés
sur une membrane de polyacrylamide. Plusieurs antigenes y sont fixés, avec des poids
moléculaires différents, et la révélation des complexes antigene-anticorps, permet de
mettre en évidence des combinaisons d’anticorps sériques (Figure II-10) correspondant
a des situations cliniques différentes (107).

Grace a leur grande sensibilité et spécificité, ils permettent de confirmer la présence
d’IgG spécifiques de T. gondii, lorsque 'on a déja mis en évidence la présence de ces
anticorps a titre faible par technique ELISA, ou bien dans certaines situations cliniques
délicates (108).

i) Profil immunologique comparé

Le principe général de cette technique est de comparer la présence ou l'absence des
anticorps IgM, IgG ou IgA dans deux compartiments différents de I'hote. Il existe
2 cas d’applications :

- Cas de la toxoplasmose oculaire

On compare ici la présence d’'IgG et/ou d’IgA dans le sérum du patient et dans son
humeur aqueuse ou son vitré en cas de suspicion de toxoplasmose oculaire. La présence
d’'une ou de plusieurs bandes supplémentaires sur le profil de 'humeur aqueuse ou du
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vitré, par rapport au profil du sérum, signe la synthese locale d’anticorps et donc la
présence d'une toxoplasmose oculaire.

- Cas de la toxoplasmose congénitale

Dans le cas de suspicion de toxoplasmose congénitale, la comparaison se fait entre le
sérum maternel prélevé a l'accouchement et le sérum du nouveau-né. Les profils
comparés portent a la fois sur les IgM et sur les IgG.

Les régles plus précises d’interprétation de cette technique sont décrites dans la suite de
ce travail.

Il est a noter que pour cette technique de profil comparé, il est nécessaire de posséder
une quantité minimale de sérum du nouveau-né ou d’humeur aqueuse, ce qui peut étre
limitant. Ainsi les profils comparés peuvent parfois manquer en cas de quantité
insuffisante de sérum ou d’humeur aqueuse.

j) Autres

(1)  Test d’agglutination sur particules de latex

Dans ce test, les antigénes solubles sont coatés sur des particules de latex qui
s’agglutinent entre elles via les potentiels anticorps IgG anti T. gondii. Ses performances
diagnostiques chez 'Homme en font 'un des tests privilégiés pour les études de
dépistage. Cependant comme tout test de dépistage, celui-ci doit étre confirmé par un
autre test, utilisant une autre technique disposant d’'une grande spécificité.

(2)  Test d’hémagglutination indirecte

Son principe repose sur la mise en contact de globules rouges, précédemment
sensibilisés avec un antigene soluble de T. gondii, avec des potentiels anticorps
spécifiques contenus dans le sérum du patient. En cas de présence de ces anticorps, on
observe une hémagglutination. Le risque est d’avoir de faux négatifs en cas d’infection
récente car la détection des anticorps IgG par cette technique est plus tardive qu’avec
celle du Dye Test, ce qui le rend moins utilisée que les précédentes (109).

Ce test est toutefois utilisé couramment pour les études épidémiologiques et comme test
de dépistage, car il reste simple et rapide

(3) Testimmunochromatographigue

Le test immunochromatographique (Figure II-11) est un test rapide de détection faisant
intervenir la migration de I’échantillon analysé sur une membrane de cellulose sur
laquelle est fixé un antigene de T. gondii (bande test). Le traceur utilisé est un antigene
marqué. Une fois 'échantillon déposé, les éventuels anticorps spécifiques vont se lier a
I'antigene marqué. Apres migration le complexe anticorps-antigéne est capturé par
I'antigene au niveau de la bande test, détectable par une réaction de couleur (110).

Cette technique possede de trés bonnes performances diagnostiques et I'avantage d’étre
rapide, simple, sans équipement spécifique nécessaire. Cependant, ce test est unitaire et
détecte de fagon concomitante la présence IgG et IgM, sans distinguer I'un de 'autre. Sa
lecture est visuelle. Il est ainsi souvent utilisé en confirmation d’'une technique de
screening.
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Figure II-11 : Principe du test immunochromatographique (87)

3. Diagnostic direct
a) Généralités

Le diagnostic direct repose sur la mise en évidence de I'agent causal lui-méme, par
différents moyens. Celui qui supplante actuellement ce diagnostic est la technique de
biologie moléculaire. En effet, la plupart des diagnostics d’infections toxoplasmiques
peuvent étre faits a partir des techniques conventionnelles développées ci-dessus. Mais
dans certains cas, notamment chez les patients immunodéprimés (ou la sérologie n’est
pas interprétable) ou en cas de suspicion de toxoplasmose congénitale chez une femme
enceinte ayant fait une séroconversion récente, ces techniques de diagnostic indirect se
voient limitées.

Avant de s’attarder sur cette technique, il est indispensable de parler du diagnostic
microscopique et de I'inoculation a la souris. Ces deux méthodes sont restées longtemps
les seules présentes dans cette catégorie. Elles sont maintenant treés peu utilisées en
routine du fait de leur long temps de préparation et de leur faible sensibilité.

b) Diagnostic microscopique

Cette technique repose sur la recherche au microscope optique de formes parasitaires
connues de T. gondii : les tachyzoites voire les kystes tissulaires, le plus souvent apres
coloration au May-Grunwald Giemsa (MGG). La microscopie électronique n’est pas
utilisée en routine.

Il s’agit d'une technique peu sensible et peu fiable. Pour pallier a ce manque de
sensibilité, la centrifugation ou la filtration des échantillons est recommandée pour
concentrer |’échantillon, ainsi que la coloration des kystes tissulaires, par la coloration
au Giemsa et Hématoxyline Eosine (HE) ou par la coloration « Periodic Acid
Schiff » (PAS) qui marque les granules d’amylopectine des bradyzoites.

Le temps de lecture important ainsi que sa faible sensibilit¢é par rapport a des
techniques telles que la PCR a rendu la recherche microscopique du parasite désueéte, et
peu pratiquée au quotidien.

c) Inoculation a la souris

Les essais biologiques sur des animaux sont généralement considérés comme le gold
standard en matiere de validation diagnostique d’une infection par T. gondii. L’étude
peut se faire a partir de prélevements d’origines multiples (liquide amniotique, placenta,
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LCR, sang, biopsies, etc.) pour tenter d’isoler le parasite. Les animaux utilisés sont
habituellement les souris (111).

Les limites essentielles de cette technique résident dans la mise en place de la technique
(présence d’'une animalerie, agrément vétérinaire pour travail sur des étres vivants), le
temps nécessaire avant d’aboutir a un résultat (autour de 4-6 semaines) ainsi que la
nécessité d’avoir un parasite encore viable dans les échantillons traités. Il est bien
évident que d’'un point de vue éthique, cette technique est fortement discutable, alors
méme que d’autres techniques, telle que la PCR sont arrivées, avec une sensibilité
supérieure.

Son grand avantage est sa capacité a isoler la souche et secondairement la conserver,
pour la typer a la fois pour une visée épidémiologique et pour une optimisation de la
prise en charge du patient infecté (notamment en cas de souches hypervirulentes) (74).

Nous reviendrons sur la pratique de cette technique plus en profondeur dans la
deuxiéme partie de ce travail.

d) Amplification de ’ADN

(1)  PCR
La technique de PCR signifie « Polymerase Chain Reaction » en anglais. Il s’agit d’'une
méthode d’amplification enzymatique (a l'aide d'une ADN polymérase, la Taq
polymérase) in vitro d’'un matériel génétique spécifique choisi, a partir d'une quantité
minime d’ADN de départ (112).

La premiere PCR mise au point pour la recherche de T. gondii a été établie en 1989 (113)
et est largement utilisée pour le diagnostic de toxoplasmose congénitale (83) et de
toxoplasmose chez les sujets immunodéprimés (114,115). Le matériel génétique
spécifique de I'espéce T. gondii est représenté par deux séquences cibles : le géne B1 et
la séquence REP529 qui est la plus sensible a ’heure actuelle. Ce sont ces deux
séquences qui seront alors amplifiées (116).

(a)  PCR classique

La phase finale de la PCR conventionnelle est la détection de 'amplification. Une des
techniques utilisées est 'hybridation avec une sonde spécifique afin de vérifier que le
produit de PCR est bien celui de la séquence recherchée.

La PCR conventionnelle a rapidement été abandonnée au profit de la PCR en temps réel,
qui a permis d’ajouter la possibilité d’'une quantification de matériel génétique.

(b)  PCR en temps réel

La PCR en temps réel, appelée qPCR, possede de nombreux avantages comparativement
a la PCR standard. Elle peut en effet détecter de tres faibles quantités d'une séquence
d’'intérét, comme la PCR classique, mais ici, le produit d’amplification est mesuré a
chacun des cycles d’amplification. C’est une technique utilisable dans différents
échantillons, dont le sang, le LCR, 'humeur aqueuse ou le liquide amniotique par
exemple. Elle peut étre utilisée pour évaluer la réponse a un traitement étant donné sa
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grande précision, et est devenue dans le cadre de la toxoplasmose congénitale la
technique considérée comme la plus performante (87).

Le principe de PCR en temps réel (Figure II-12) est basé sur le couplage a un systeme de
lecture détectant le matériel génétique amplifié, a I'aide d’'une sonde Tagman (associant
deux fluorochromes, 'un émettant de I’énergie, et ’autre I'absorbant) le plus souvent.

Figure II-12 : Principe de la PCR en temps réel
avec sonde TaqMan (118)

Nous reviendrons sur le déroulement de cette technique en pratique quotidienne au
laboratoire de Parasitologie du CHU de Nantes dans un second temps.

(2) LAMP

LAMP signifie en anglais « Loop-mediated isothermal amplification ». Il s’agit d'une
technique d’amplification isothermique par l'intermédiaire de « boucles ». Son principe
repose sur I'amplification d’'une séquence nucléotidique choisie spécifique de T. gondii
grace a l'utilisation de 4 amorces « primers » entourant celle-ci (117).

Elle utilise les séquences génétiques de protéines SAG1, B1, SAG2 et GRA1 et mais aussi
celle du gene REP529. Différents systemes de détection de 'amplification ont été mis au
point. Celui de la détection d'un trouble dans le milieu réactionnel (précipité de
pyrophosphate de magnésium) est couramment utilisé.
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Figure II-13 : Principe de la technique "LAMP" (117)

Cette méthode, bien qu’extrémement sensible, resterait trés légerement moins sensible
que la PCR en temps réel dans une comparaison faite en 2012 (118).

La grande différence avec les autres techniques de biologie moléculaire, est son
utilisation en condition isothermique ce qui permet un gain a la fois de temps et de
matériel, aspect non négligeable sur le plan financier. Cependant c’est une technique qui
est sujette a la contamination, elle requiert donc, tout comme la qPCR, une extréme
vigilance de la part des opérateurs (87).

4. Diagnostic non biologique
a) Imagerie

Les techniques d’'imagerie font partie des méthodes de diagnostic indirect, mais non
sérologiques. Elles sont davantage une aide au diagnostic (mise en évidence d’une
anomalie sur signe d’appel clinique) et font partie du bilan d’extension et de la
surveillance thérapeutique en cas de 1ésions identifiées.

Ainsi, les scanners et IRM cérébraux sont largement utilisés dans le cadre des
encéphalites et abces cérébraux des patients immunodéprimés, initialement pour
dépister et localiser les lésions, mais aussi pour rechercher lors d'un bilan d’extension.
L’échographie est utilisée dans le cadre des suspicions de toxoplasmoses congénitales au
stade prénatal, ou en période néonatale pour évaluer une hydrocéphalie ou des
calcifications cérébrales par exemple (119,120).
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Figure II-14 : Dilatation ventriculaire en IRM T1 (Université de Lyon, Coll. F. Peyron)

b) Fond d’ceil

Dans le cadre du diagnostic de toxoplasmose oculaire, le fond d’ceil est I'examen de
référence (24). Ce test est utilisé a la fois sur le plan diagnostique de la toxoplasmose
oculaire mais surtout au niveau de la surveillance dans la prise en charge des
toxoplasmoses congénitales. Effectivement le risque de récidive important, et la
possibilité d’atteinte oculaire a distance de la contamination, nécessitent une
surveillance accrue et réguliere.

Il s’agit d'un examen simple, ne permettant cependant que d’orienter le diagnostic
devant des l1ésions oculaires, étant donné que ces lésions ne sont pas spécifiques de la
toxoplasmose (67). Il est ainsi utilisé en premiere intention en cas de manifestations
ophtalmiques en dehors de toute suspicion de toxoplasmose ou en sa présence, et en
bilan d’extension en cas de toxoplasmose avérée.

E. Prise en charge actuelle

1. Généralités

Les traitements de la toxoplasmose (121) sont représentés de facon générale par deux
types d’agents :

- lesinhibiteurs de la synthese d’acide folique dans le cytoplasme :
o inhibiteurs de la dihydrofolate reductase : la pyriméthamine et le
triméthoprime
o inhibiteurs de la dihydropteroate synthetase : incluant essentiellement les
antibiotiques appelés sulfamides (sulfadiazine, sulfadoxine et
sulfaméthoxazole)
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- les inhibiteurs de la synthese protéique, actifs sur I’ARN 23S. Ces inhibiteurs sont
essentiellement représentés par les antibiotiques appelés macrolides, dont le
chef de file est la spiramycine.

Tous ces traitements sont efficaces contre les tachyzoites mais ne sont pas actifs contre
les kystes enfermant les bradyzoites; ces derniers pouvant se réactiver en cas
d'immunodépression du patient.

Le gold standard actuel associe la pyriméthamine avec un sulfamide : sulfadiazine (PS)
ou sulfadoxine. Il existe cependant aussi ’association triméthoprime sulfaméthoxazole
(cotrimoxazole) ou bien plus rarement encore l'atovaquone associé a la pyriméthamine,
sulfadiazine et acide folinique.

Certaines précautions sont a noter dans l'utilisation de I'association PS. Devant leur effet
antagoniste de l'acide folique, ces traitements entrainent une toxicité hématologique
notable (majoritairement des neutropénies), raison pour laquelle ils doivent toujours
étre associés a de 'acide folinique. Il est donc indispensable de surveiller la NFS (compte
des éléments figurés du sang) régulierement, toutes les 1 a 2 semaines. Ils doivent aussi
étre accompagnés d'une bonne hydratation, avec alcalinisation des urines (122). A noter
que ce traitement est contre indiqué chez les patients présentant un déficit en G6PD,
devant un risque augmenté d’anémie.

2. Toxoplasmose hors toxoplasmose congénitale
a) Toxoplasmose de 'immunocompétent

La toxoplasmose chez les sujets immunocompétents (hors grossesse) ne nécessite
habituellement aucun traitement étant donné que celle-ci est asymptomatique dans la
majorité des cas. Il sera cependant a discuter en cas de symptomes persistants ou
séveres (123) (fatigue extréme et longue, atteinte oculaire) ou dans certaines régions du
monde, comme en Amérique du Sud, ou il est retrouvé des souches virulentes de ce
parasite entrainant des symptémes plus graves, allant parfois jusqu’au déces du patient
(121).

Le traitement classique associera alors spiramycine et acide ascorbique en cas de fatigue
persistante, mais il peut étre étendu a I'association PS et acide folinique en cas d’atteinte
plus sévere avec souche virulente (1,23,121). La durée habituelle du traitement sera de
4 3 6 semaines.

b) Toxoplasmose oculaire

Il n’existe pas de consensus d’experts sur 'attitude thérapeutique a tenir en pratique,
d’autant plus que la toxoplasmose oculaire peut dans certains cas guérir spontanément
(124). Cependant, il semblerait qu’en cas d’indication de traitement, I'association PS et
acide folinique, le cotrimoxazole ou encore les injections intra vitréennes de
clindamycine, seraient les traitements a privilégier (121). Les corticoides, par voie locale
ou générale (125) sembleraient aussi étre efficaces si ces derniers sont associés aux
traitements antibiotiques. Il est aussi possible de rajouter un traitement préventif
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secondaire en cas de récurrences fréquentes ou d’atteinte a risque (proche macula etc.)
(126).

c) Toxoplasmose de 'immunodéprimé

Quelques soient les causes de 'immunodépression (patients VIH, patients transplantés
d’organe, patients greffés de CSH etc.) et les manifestations cliniques (encéphalites
toxoplasmiques, ou bien atteintes pulmonaires, gastro intestinales etc.) le traitement
repose systématiquement sur le méme schéma thérapeutique (127,128).

Il comprend une phase d’induction d’environ 6 semaines, suivie d'une phase d’entretien
d’une durée indéterminée (entre 6 mois et 1 an selon la réponse thérapeutique).

Les médicaments utilisés sont habituellement I'association PS et acide folinique (129)
avec cependant de nombreux effets indésirables rapportés (130). L’association
pyriméthamine clindamycine, ou bien le traitement par cotrimoxazole semble étre aussi
efficace et mieux toléré (131).

L’amélioration est souvent rapide apres une semaine de traitement, et I'évaluation se
fait sur les symptomes cliniques et non pas sur les images radiologiques
(essentiellement dans le cas des encéphalites toxoplasmiques) qui peuvent étre
améliorées plus tardivement. La mise en route de ce traitement ne doit pas étre retardée
tout particulierement en cas d’absence de traitement prophylactique au long cours.
Cependant, pour les patients séropositifs au VIH, la prise en charge doit associer une
levée de 'immunodépression (132).

3. Toxoplasmose congénitale
a) Programme national de prévention de la TC

En Europe, la prévention de la TC est rare, et ne concerne que peu de pays. Une étude
menée en 2008 (81) dans 28 pays européens retrouve un systéme de monitoring du
risque de TC dans 4 pays seulement : I'Italie, les Pays Bas, I'’Allemagne et la France (133).

En France, un programme national de prévention de la TC a été mis en place en 1978
(75). Ce programme a deux objectifs. Le premier (134) est d’évaluer le statut
sérologique de toutes les femmes enceintes dont I'immunité n’a pas été prouvéel; et le
second (depuis 1992) de surveiller mensuellement leurs sérologies au cours de la
grossesse, en cas de sérologie négative?2.

Ainsi, devant une premiére sérologie négative en début de grossesse, un suivi mensuel
sérologique est a réaliser ainsi que le suivi des regles de prévention de la toxoplasmose
(Tableau II-1) (135).

L Arrété du 19 avril 1985 modifiant I'arrété du 27 aofit 1971 relatif aux examens médicaux pré- et
postnatals. Journal Officiel 30 mai 1985

2 Décret n092-143 du 14 février 1992 relatif aux examens obligatoires prénuptial, pré- et postnatal.
Journal Officiel 16 février 1992.
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- consommer la viande bien cuite, en particulier du porc,
du mouton et de I'agneau : la viande doit étre cuite au
ceeur du morceau a 67°C ou avoir été congelée trois

Eviter les infections jours a -12°C (la salaison et le fumage ne détruisent pas
par les kystes de les parasites)
T. gondii - selaver les mains apres avoir manipulé de la viande
crue;

- nettoyer les surfaces et les ustensiles ayant été en
contact avec de la viande crue (prévention des
contaminations croisées)

- une femme enceinte non immunisée peut garder son
chat, dans la mesure ou ce dernier ne rentre pas dans la
cuisine, et ou sa litiere est changée par une autre
personne, ou par elle- méme, a condition de porter des
gants et de se laver les mains ensuite. En outre, il est
préconisé de réduire le risque d’exposition des chats
domestiques en les gardant a I'intérieur, et en ne leur

Eviter les infections donnant que des aliments cuits, en conserve ou secs
par les oocystes de - porter des gants au moment de manipuler des
T. gondii substances (sable, terre, éléments de jardinage)

pouvant avoir été contaminées par des selles de chat et
bien se laver les mains et les ongles par la suite

- bien se laver les mains et bien laver les ustensiles a la
suite de la manipulation d’aliments souillés par de la
terre ;

- bien peler ou laver les fruits et légumes consommés
crus;

- ne pas consommer de lait cru

- consommer de I'eau embouteillée

- éviter les fruits de mer

Tableau II-1 - Régles hygiéno diététiques a destination des femmes enceintes non immunisées par T. gondii
(fait a partir des recommandations de I'HAS 2017) (122)

En cas de sérologie positive, aucune précaution n’est requise, une fois cette sérologie
confirmée sur un nouveau prélevement (49).

En cas de séroconversion toxoplasmique mise en évidence lors du suivi sérologique, la
prise en charge est plus complexe et est détaillée ci-apres.

b) Traitements utilisés en cas de séroconversion
maternelle au cours de la grossesse

Avant d’évaluer le déroulement de la prise en charge d'une séroconversion
toxoplasmique en cours de grossesse, il faut distinguer les différents traitements a notre
disposition ainsi que la balance avantage/inconvénient dans leur utilisation en
obstétrique.
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La spiramycine est utilisée depuis plus de 30 ans en France, et les connaissances que
nous avons sont grandes (121,136). Elle est non tératogéne, se concentre dans le
placenta mais ne passe pas la barriere placentaire, et n’est donc pas utilisée dans le
traitement prénatal de la TC.

La bithérapie PS est aussi bien connue dans le milieu obstétrical. Elle a une action
curative, bien que partielle, qui pourrait diminuer les séquelles foetales. Elle est méme
déja utilisée en traitement prophylactique dans certains pays comme I'Autriche
(136,137). Toutefois, son potentiel tératogene au premier trimestre de grossesse est a
prendre en compte pour sa prescription en per partum (138). A cela s’ajoute les
précautions nécessaires a associer a sa prescription.

Les autres thérapeutiques de type atovaquone, pyriméthamine-clindamycine,
pyriméthamine-azithromycine n’ont pas fait leur preuve en cours de grossesse et ne
doivent donc pas étre utilisées en prénatal. De méme, le cotrimoxazole n’a pas montré
de supériorité face a la bithérapie PS (139,140).

c) Prise en charge anténatale
(1) « Historique »

Chez les femmes dont le diagnostic de séroconversion toxoplasmique pendant la
grossesse a été établi ou est fortement suspecté, il est recommandé de
procéder a (1,138):

- une information complete des parents dans un centre expert

- la mise en route dés que possible d'un traitement préventif de la transmission
materno-foetale du parasite, par spiramycine (141)

- une évaluation précise de I'age gestationnel au moment de l'infection

- la proposition d’'une amniocentese afin de chercher le parasite dans le liquide
amniotique.
Cet examen ne pourra étre pratiqué qu’apres au moins 16 semaines de grossesse
afin de minimiser le risque de fausse couche (évalué a 0,5%), et au moins 4
semaines apres la date présumée de l'infection maternelle (correspondant au
délai moyen de transmission du parasite au feetus). Ces recommandations ont
pour but de diminuer le risque de résultats faussement négatifs

- un suivi échographique rapproché a la recherche de signes de toxoplasmose
congénitale (122)

- un suivi clinique et biologique néo et post natal obligatoire

Dans le cas ou 'amniocentese a été acceptée par la patiente, la suite de la prise en charge
dépendra du résultat de cet examen (1,142) :

- En cas de résultat négatif, le risque de toxoplasmose congénitale ne peut étre
exclu. Un traitement préventif par spiramycine initié des le diagnostic de
I'infection maternelle sera poursuivi jusqu’a 'accouchement afin de prévenir la
transmission verticale du parasite. Le suivi échographique régulier doit par
ailleurs étre maintenu (49,136,143).
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-  En cas de résultat positif, la toxoplasmose congénitale est affirmée et un
traitement curatif par PS est mis en place a la place de la spiramycine, associé a
un suivi échographique bimensuel systématique. Cette toxoplasmose congénitale
est notifiée anonymisée au réseau de surveillance ToxoSurv.

En cas d’amniocentese non réalisée, le traitement par spiramycine est poursuivi
jusqu’a 'accouchement

(2) Ouverture sur un nouveau protocole thérapeutique ?

Devant I'absence d’essai comparatif randomisé concluant (80,145), la question de
mettre en place en premiere intention la bithérapie PS a la place de la spiramycine pour
prévenir le risque de transmission materno-foetale de T gondii, est soulevée (76,134).
A T'heure actuelle, il n’existe qu'un seul essai clinique répondant en partie a cette
question.

L’étude Toxogest (146), étude randomisée, controlée, prospective et multicentrique,
s’est déroulée en France entre 2010 et 2014. Celle-ci suggére que la bithérapie PS
semble mieux prévenir la toxoplasmose congénitale que la spiramycine en cas de
séroconversion en cours de grossesse. Cette différence n’était toutefois pas
statistiquement significative par un nombre d’inclusion de patientes trop insuffisant.
Cependant, il semblerait exister une supériorité de la bithérapie PS lorsqu’elle a été
initiée dans les 3 semaines suivant la séroconversion (avant que les tachyzoites ne
traversent le placenta) avec un effet bénéfique de celle-ci sur la diminution des signes
radiologiques cérébraux des feetus. Il est cependant a noter qu’en plus de confirmer la
toxicité hématologique, l'utilisation de PS pourrait diminuer la sensibilité de détection
des TC en prénatal.

Un groupe d’expert francais en toxoplasmose congénitale (85,121,147) propose
d’adopter un nouveau protocole de prise en charge devant une séroconversion
toxoplasmique maternelle prouvée, en s’appuyant sur une analyse de la littérature dont
la publication de I’étude Toxogest et sur I'éditorial associé de Montoya (147).

Cette proposition prend en compte deux constats : le risque de transmission verticale du
parasite augmenté a partir de la 14¢me SG; et le fait que la bithérapie PS est tératogene
pour le feetus au 1¢r trimestre, mais qu’elle est aussi le seul traitement efficace dans le
cas d'une TC congénitale prouvée en anténatal.

Ainsi, leur protocole se divise en 3 situations :

- en cas de séroconversion diagnostiquée a moins de 14 SG, un traitement
préventif par spiramycine est mis en route sans attendre. Il sera switché par la
bithérapie PS si le diagnostic de TC est posé (résultat d’amniocentése positif). Son
but est ici de diminuer le risque de transmission verticale du parasite et donc le
risque d’infection feetale, par accumulation dans le placenta, tout en restant le
moins délétere possible pour la tolérance du traitement.

- en cas de SC diagnostiquée au 3¢me trimestre, un traitement préventif par la
bithérapie PS est mis en route en premiere intention, et sera switché par de la
spiramycine si I'amniocentése a rendu un résultat négatif. Son but est de
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diminuer l'infection foetale, a la fois en évitant sa transmission verticale mais
aussi en traitant le foetus en cas de possible atteinte.

- en cas de SC au 2éme trimestre de grossesse, le choix d’un traitement par PS, ou
par spiramycine est laissé a l'initiative du prescripteur, et se poursuivra jusqu’'a
I'accouchement selon le résultat de I'amniocentese :

o par la bithérapie PS en cas de liquide amniotique positif
o par de la spiramycine en cas de liquide amniotique négatif

Les auteurs affirment que ce protocole n’est toutefois pas idéal. Il existe en effet un
risque de faux négatifs non négligeable du diagnostic prénatal (transmission tardive du
parasite au feetus, ou faux négatif de la technique PCR) et un risque de compliance faible
au traitement due a ses effets secondaires nombreux nécessitant une prise en charge
adéquate. Une nouvelle étude semble donc étre nécessaire.

d) Prise en charge néonatale et postnatale

Dans le cadre d’'une séroconversion toxoplasmique en cours de grossesse, le suivi
néonatal est systématique, qu’il y ait eu ou non la preuve de toxoplasmose congénitale
en période anténatale (absence d’amniocentése ou amniocentése négative par exemple)
(122). Seuls les bébés atteints de toxoplasmose congénitale doivent étre traités et le plus
rapidement possible apres le diagnostic.

Il est alors indispensable de procéder a un examen clinique complet de I'enfant, un bilan
biologique avec recherches sérologiques et parasitaires, et un bilan paraclinique
comprenant une échographie transfontanellaire et un fond d’ceil (FO) (1).

Les examens biologiques ont pour objectif de détecter les faux négatifs du diagnostic pré
natal et de s’assurer de 'absence d'une transmission tardive du parasite au fcetus pour
conclure définitivement sur le statut de I'enfant (1).

Les examens paracliniques quant a eux, ont pour but d’évaluer les possibles séquelles en
cas d’'infection, en recherchant des calcifications intracérébrales ou une hydrocéphalie
des ventricules cérébraux, ou encore des signes de choriorétinite au FO (85).

L’HAS 2017 recommande un premier bilan initial néonatal du nouveau-né a J0-J3 associé
a une échographie transfontanellaire et un fond d’'ceeil si possible. Ces examens
biologiques seront reproduits au minimum a J15 et J30 de vie.

A lissue de cette prise en charge clinique, paraclinique et biologique initiale,
2 situations se dégagent :

(a) Examens néonataux (et anténataux) négatifs

Cela représente pres de 80% des situations en France.

Il est recommandé (1) un suivi basé sur la réalisation conjointe d’'un panel d’examens
biologiques sérologiques la premiere année de vie. Cette surveillance sert a confirmer la
disparition compléete des IgG maternels signant I'absence de toxoplasmose congénitale
(85,148). Au contraire en cas d’augmentation des d’IgG, apparition d’IgM ou IgA, ou en
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cas de sérologie positive a 1 an de vie, un traitement et une surveillance adéquate seront
a mettre en place (cf. ci-dessous)

(b) Examens néonataux positifs ou diagnostic anténatal positif

Ces examens, quels qu'ils soient, signent la toxoplasmose congénitale et la nécessité de
mise en route d'un traitement des le diagnostic affirmé, méme en l'absence de
symptémes (94,121,149).

Plusieurs protocoles sont actuellement utilisés, chacun durant 12 mois :
- bithérapie PS avec acide folinique pendant 12 mois
- bithérapie par sulfadoxine pyriméthamine avec acide folinique pendant 12 mois
- bithérapie par PS pendant 2 mois suivi de 10 mois de bithérapie par sulfadoxine
pyriméthamine

Davantage d’effets indésirables sont recensés avec la combinaison sulfadoxine
pyriméthamine, mais ce protocole présente I'avantage d’étre a prendre en 2 fois par
semaine, contrairement a la fréquence biquotidienne de l'association PS. En cas
d’atteinte oculaire, il est courant d’associer des corticoides. Les surveillances spécifiques
a chaque traitement sont a prévoir (NFS pour PS), ainsi que les suivis cliniques et
ophtalmologiques habituels tous les 3 mois au minimum. Par ailleurs, le suivi
sérologique est systématique, et mettra normalement en évidence la disparition des IgG
(150). Un rebond sérologique a I'arrét du traitement est couramment retrouvé (151)
sans conséquence clinique, et ne doit pas motiver la reprise d'un traitement.

Le suivi paraclinique ophtalmologique doit étre réalisé de facon rapprochée dans
I'enfance, puis de facon annuelle tout au long de la vie. Il comprend systématiquement
un fond d’ceil et recherche des signes de choriorétinite, pouvant parfois apparaitre tres a
distance de la naissance. Des cas de récurrences a la fois dans I'’enfance, ’adolescence ou
méme durant la grossesse ont été décrits dans la littérature (152). Dans ces cas, la
reprise d'un traitement pour une durée de 3 mois est recommandée, possiblement a
base de cotrimoxazole (153) plus ou moins associé aux corticoides dans certaines
indications.

Enfin, le suivi des nouveau-nés atteints de TC au-dela de la premiere année de vie ne fait
pas l'objet d’'un consensus. Mais on admet devoir poursuivre celui-ci tous les 3 mois la
2¢me gnnée de vie, puis tous les 6 mois la 3¢me année de vie, et enfin, tous les ans
secondairement pour une durée peu précise (154).
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III. DIAGNOSTIC DE LA TOXOPLASMOSE CONGENITALE

Le diagnostic de la toxoplasmose congénitale repose sur un faisceau d’arguments qui
comprend a la fois des arguments cliniques parfois étayés par des arguments
radiologiques, mais surtout confirmés par des arguments biologiques. Ce sont ces
derniers sur lesquels nous allons nous focaliser dans cette partie.

A. Diagnostic de la séroconversion maternelle

Une suspicion de toxoplasmose congénitale est toujours secondaire a une situation de
séroconversion maternelle au cours de grossesse ou juste avant la grossesse, que celle-ci
ait été prouvée ou non.

La Haute Autorité de Santé a publié en 2017 une revue générale sur le diagnostic de la
toxoplasmose générale ou oculaire (chez les immunocompétents, les femmes enceintes,
les immunodéprimés) en s’appuyant sur les derniéres études menées (1,128).

L’interprétation des sérologies (initiales ou de suivi) des femmes enceintes
immunocompétentes respecte un algorithme décisionnel développé ci-dessous :

(a)  1gG-/IgM -
On peut exclure une infection récente datant de 7 jours ou plus avant le prélevement. Il
est recommandé un suivi sérologique mensuel ainsi que le respect des regles
d’hygieno-diététiques de prévention.

(b) 1gG+/IgM —
Cela correspond habituellement a une immunité ancienne, cependant il est recommandé
de confirmer cette sérologie sur un second prélevement a 3 semaines pour évaluer la
stabilité du taux des IgG et écarter le risque d’infection aigiie sans IgM. En cas
d’augmentation du taux des IggG, il est nécessaire de réaliser un test d’avidité pour dater
I'infection.

(c) 1gG-/IgM +
Cette situation correspond soit a une infection aiglie soit a la détection d'IgM non
spécifiques. Ces derniers doivent avant tout étre confirmés par une deuxieme méthode
diagnostique utilisant un principe différent (ISAGA, IFI). L’apparition d’IgG prouverait la
séroconversion maternelle. En dehors de ce contexte, un troisieme prélevement sera
demandé a 2 semaines a la recherche de cette séroconversion avant de conclure sinon, a
un faux positif en IgM.

(d) 1gG+/etigM +

Cette situation correspond la encore a une suspicion d’infection récente. L’objectif est de
réussir a dater l'infection en s’aidant si besoin de sérums antérieurs de la patiente. Le
test d’avidité est réalisé en premiere intention et si celui-ci n’est pas contributif, la
cinétique des IgG faite sur 2 prélevements espacés de 2-3 semaines, nous permettra de
dater l'infection. Effectivement, en cas de doublement du titre des IgG en absence de
traitement, l'infection aurait été acquise dans les 2 a 3 mois précédant le premier
prélevement. Autrement, nous ne pouvons pas conclure, et le suivi sérologique sera de
mise. L'interprétation de ces résultats doit tenir compte de I'age gestationnel au moment
du prélévement.
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(e)  IgG a titres équivoques
Il s’agit d’'un statut immunitaire indéterminé, qui doit étre analysé dans un centre de
référence, par des techniques de type Immunoblot, plus rarement Dye Test voire
Immunofluorescence (1).

B. Méthodes diagnostiques Dbiologiques de Ila
toxoplasmose congénitale et interprétations

Comme nous avons pu le voir ci-dessus, en cas de séroconversion maternelle, une
amniocentese est réalisée (avec accord de la patiente). Le placenta, ainsi que le sang de
cordon et du nouveau-né sont analysés a I'accouchement, en paralléle du sang maternel.
Ces échantillons biologiques serviront de base indispensable a I'ensemble des
techniques diagnostiques dans le but de confirmer la présence ou I'absence d’atteinte
feetale.

1. Enpériode anténatale

En cas d’infection aigiie maternelle suspectée (ou prouvée), une amniocentese doit étre
proposée a la patiente afin de rechercher la présence du parasite dans le liquide
amniotique (LA) (138,155).

Deux techniques sont pour cela utilisées : I'inoculation a la souris, maintenant de moins
en moins pratiquée, et la PCR en temps réel.

(1) Inoculation a la souris du liguide amniotique

Malgré le fait que cette technique d’isolement du parasite ne soit plus indispensable elle
est restée pratiquée a Nantes jusqu’en avril 2019.

Au CHU de Nantes, deux souris sont inoculées avec le liquide amniotique. L’inoculation
consiste en 'injection intra-péritonéale de 1 mL de LA a une souris naive de tout contact
avec le parasite T. gondii. Une surveillance minimale de 4 semaines est nécessaire pour
évaluer le comportement de ces souris a la recherche de particularité signant une
possible infection (poils hérissés, prostration etc.). Cette surveillance se termine par la
pratique d’'une sérologie a 4 semaines de l'inoculation pour chacune des souris
inoculées. Celle-ci est pratiquée par la méthode ToxoScreen-DA de Biomérieux utilisant
la technique d’agglutination directe. Une sérologie positive signe une séroconversion
chez la souris et donc la présence de parasites viables dans le LA inoculé. La
confirmation définitive est réalisée par visualisation des kystes cérébraux de T. gondii.

(2) PCR en temps réel sur liquide amniotique

Cette technique de PCR en temps réel est considérée comme la méthode de choix pour le
diagnostic prénatal, au vu de sa forte sensibilité, sa rapidité d’exécution, sa robustesse et
sa reproductibilité. Le CNR recommande un rendu qualitatif et non quantitatif du
résultat, pour éviter de mauvaises interprétations au vu de la variabilité inter
laboratoire (85).

Au laboratoire de parasitologie du CHU de Nantes, nous utilisons le kit BioEvolution.
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La quantité de LA nécessaire est estimée a 2 mL. Ce volume est centrifugé puis 200 pL
sont prélevés en vue de I'extraction. Celle-ci est effectuée par 'automate Magna Pur
compact (Roche) et I'amplification est faite le jour méme sur le thermocycleur Qiagen
(Rotor Gene). Cette PCR est dorénavant pratiquée 2 fois par semaine (lundi et jeudi), et
les résultats sont disponibles le soir méme.

Quelle que soit la technique utilisée, en cas de résultat positif, le diagnostic de
toxoplasmose congénitale est retenu et confirmé. La suite de la prise en charge sera
donc poursuivie en fonction et le cas de toxoplasmose congénitale peut étre notifié au
CNR Toxoplasmose.

A T'inverse, on ne peut conclure sur un résultat négatif, celui-ci ne pouvant pas exclure

une toxoplasmose congénitale (10% de LA négatif malgré une TC). Il sous-entend donc
la poursuite obligatoire de la surveillance mise en route initialement.

2. ATl'accouchement et en période néonatale
En cas d’absence ou de négativité du diagnostic prénatal de toxoplasmose congénitale, il

est recommandé par I'HAS (156) de procéder a plusieurs examens, dont les suivants, qui
sont pratiqués a Nantes en routine (Figure III-1).
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Figure III-1 : Conduite a tenir devant les examens néonataux d'un enfant né d'une mere ayant eu une
séroconversion toxoplasmique pendant la grossesse (156)

(1) _Sérologie des IgG, 1gM et IgA sur sérum ou sang de cordon du nouveau-né par ELISA

La détection des anticorps est primordiale des les premieres heures de vie du
nouveau-né. En effet, leur cinétique sera indispensable pour évaluer la présence ou
I'absence d'une transmission materno-feetale du parasite. Ces méthodes sérologiques
sont donc au centre du diagnostic biologique de toxoplasmose congénitale, mais leur
interprétation doit étre faite par des personnes expérimentées.

A Nantes, nous utilisons la technique immunoenzymatique ELISA des automates Vidas
et Architect, associée a une méthode de détection par chimiluminescence pour la
détection des IgG et IgM. Les IgM sont détectés par la technique ISAGA (Biomérieux) et
les IgA par technique immunocapture double sandwich (Biorad).

Les IgG (transmis par la mere par transport actif a travers le placenta au cours de la
grossesse) et parfois les IgM et/ou IgA (par fuite placentaire au cours de
'accouchement) peuvent étre détectables dans le sérum du nouveau-né, alors qu'’ils sont
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d’origine maternelle. Ces anticorps maternels disparaissent apres la naissance selon des
demi-vies de 'ordre de 3-4 semaines pour les IgG, 5 jours pour les IgM, et 10 jours pour
les IgA. C’est pourquoi la surveillance de leur titre jusqu’a leur disparition compléte est
indispensable pour conclure a I’absence de toxoplasmose congénitale.

A Nantes, et en accord avec les derniéres recommandations de I'HAS 2017, la recherche
se fait comme suit :

- Concernant les IgM et les IgA, en cas de résultat positif, il est indispensable de
refaire le test pour confirmer ce résultat et s’abstenir des faux positifs issus des
anticorps maternels. Ce deuxieme test est en principe fait entre 5 et 10 jours
apres le premier et sera de nouveau pratiqué en cas de persistance de la
positivité, a plus de 10-15 jours de vie.

- Concernant les IgG, qui sont des anticorps traversant la barriere placentaire au
cours de la grossesse, I'objectif du suivi est d’évaluer la cinétique de croissance
ou décroissance des titres au cours de la vie du nouveau-né. En effet, un enfant né
d’'une meére infectée aura initialement des IgG anti T. gondii maternelles a des
taux souvent plus élevés que ceux de la mere. Secondairement, toute modification
de la courbe classique (qui correspond a une décroissance des IgG, selon la
demi-vie connue), que ce soit par stabilisation ou augmentation des titres, est
indicatrice d'une toxoplasmose congénitale. Il faut cependant rester trés prudent
devant la possibilité d’'une négativation des taux d’IgG en cas de traitement en
cours chez le nouveau-né (155). C’est la raison pour laquelle il est recommandé
que ces recherches soient faites dans un laboratoire expert du diagnostic de la
toxoplasmose congénitale.

Le CNR a mis au point un algorithme de surveillance des sérologies en postnatal, qui est
développé dans la suite de ce travail.

(a) Recherche IgA et IgM ISAGA

Cette technique est la technique recommandée pour détecter les IgM. Elle est
notamment a privilégier chez les jeunes enfants et les nouveau-nés qui ont souvent des
taux faibles en IgM.

A Nantes, les ISAGA IgM sont recherchés en routine dans les bilans initiaux des
nouveau-nés suspects de toxoplasmose congénitale. La technique est faite une fois par
semaine et se déroule sur 24h (étape d’incubation nocturne). En cas de résultat positif,
celui-ci devra étre confirmé sur un deuxieme sérum prélevé a distance, afin d’évaluer la
cinétique des anticorps, et de confirmer ou non, une toxoplasmose congénitale.

(b)  Profil comparé IgG et IgM mére-enfant

La quantification simple des IgG par la méthode ELISA est rarement utile a la naissance
étant donné la présence d’IgG d’origine maternelle, présentes a la fois chez la mere et
chez le nouveau-né. C'est pourquoi la comparaison des profils immunologiques en IgG
anti-Toxoplasma par Immunoblot sur échantillons de sérums appariés mere-enfant est
indispensable.
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Il s’agit d’'une méthode comparative et qualitative, permettant de mettre en évidence les
différents types d’IgG. Ces derniers, d’origine maternelle ou du nouveau-né, peuvent
avoir pour cible des déterminants antigéniques différents, ce qui sera alors visible sur
les résultats de cette analyse sous forme de bandes supplémentaires (Figure I11-2)

Le kit utilisé au CHU de Nantes est le kit LDBio Toxo IgG/IgM. Il est nécessaire d’avoir
35 pL de sérum maternel au jour de 'accouchement et 35 pL de sérum du nouveau-né
(10 pL pour les IgG et 25 pL pour les IgM).

La comparaison des deux profils (Figure III-2) pourra déterminer si les IgG présentes
chez I'enfant sont le reflet d’'une néosynthese d’IgG par l'enfant (présence d’'un ou
plusieurs bandes différentes) et donc d'une infection active, ou d'un simple transfert
d’anticorps maternels (bandes similaires sur les deux profils comparés).

Il en est de méme pour les IgM, retrouvées dans le sérum du nouveau-né, qui peuvent

Figure III-2 : Inmunoblot de comparaison meére (M) et enfant (i) a la naissance :
1: Absence de bande supplémentaire en IgM et profil identique en IgG en faveur d’'une transmission
passive d’IgG maternelle a I'enfant. 2 : Profil IgG identique avec bande supplémentaire en IgM, confirmant
une toxoplasmose congénitale (156).

aussi avoir une origine maternelle apres fuite placentaire lors de I'accouchement. Ici
encore, l'objectif est de discriminer une néosynthese d'IgM par I'enfant (présence d'une
ou plusieurs bandes différentes) d’'une contamination (profil identique).

A Nantes, les profils comparés IgM sont fait systématiquement en cas de suspicion de
toxoplasmose congénitale, quelque soit le résultat du test ISAGA. Dans certains cas
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seulement, on ne peut y procéder : quantité insuffisante de sérum, absence de sérum
maternel a I'accouchement.

Les résultats sont a interpréter avec finesse étant donné qu’il a été montré que les IgM
peuvent prendre plusieurs semaines, jusqu’a 2 mois, avant de se positiver et qu'un
traitement (prénatal ou en cours) peut donner des faux négatifs, en cachant la
néosynthese d’anticorps (74).

On retrouve dans la littérature que 'mmunoblot serait 1égerement plus sensible que
I'ISAGA pour la détection des IgM chez I'enfant. C’est pour cela que cette technique est
considérée comme complémentaire, d’autant plus en cas de résultat négatif de I'ISAGA
(9,157). Cette derniere information fera I'objet de notre deuxieéme travail expérimental.

Les profils comparés ne peuvent pas étre utilisés au-dela de I'age de 1 mois pour les IgM
et de I'age de 3 mois pour les IgG en raison du risque de détection d’anticorps dits
naturels, avec une interprétation faussement positive du test.

(2) _Inoculation a la souris du sang cordon (ou du sang du nouveau-né) et du placenta
(rarement du liguide amniotique)

Un millilitre de sang de cordon est injecté dans 2 souris, et 6 souris sont injectées avec
du placenta préparé : 1 mL dans 3 souris, et 2 mL dans 3 autres souris. Le protocole de
préparation des placentas est développé dans notre travail expérimental. De la méme
maniere qu’en diagnostic prénatal avec le liquide amniotique, des sérologies sont
pratiquées sur les souris, apres 4 semaines de surveillance, afin d’évaluer leur statut
immunitaire vis a vis de la toxoplasmose.

(3) _PCR du sang de cordon (ou du sang du nouveau-né) et du placenta (rarement du
liguide amniotique)

Les modalités pratiques de la PCR sur le sang de cordon au CHU de Nantes sont bien
maitrisées puisque identiques a la technique utilisée pour les sangs totaux des patients
immunodéprimés. L’extraction est réalisée a partir de 200 uL de sang prélevé sur EDTA.
Le kit d’extraction et le kit de PCR utilisés sont les mémes que pour I'analyse des liquides
amniotiques par PCR.

Cependant, dans le cadre de la PCR sur placenta, aucun protocole d’extraction n’était
disponible jusqu’alors. Ainsi, malgré la présence d'un kit de détection adéquate, cette
technique n’était pas utilisée en routine. La mise au point d’'une méthode d’extraction
optimale du matériel génétique placentaire a fait I'objet d’'un premier travail de these en
2018, qui a été a I'origine de notre travail, développé dans la deuxieme partie.

La mise en évidence du parasite dans le sang de cordon ou le liquide amniotique prélevé
a la naissance, que ce soit par PCR ou par inoculation a la souris, affirme le diagnostic de
toxoplasmose congénitale.

Cependant, en cas de résultat positif pour I'’étude du placenta, nous ne pouvons conclure
en raison de cas documentés de « placentite isolée » c’est a dire sans transmission du
parasite au feetus (158).
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3. Enpériode post natale

Méme si I'ensemble des résultats des examens faits en prénatal et en néonatal sont
négatifs, il est indispensable de poursuivre la surveillance biologique de I’enfant en post
natal. Le but est de ne pas méconnaitre une toxoplasmose congénitale tardivement
décelable, ou au contraire, affirmer définitivement I'absence de toxoplasmose
congénitale.

Les examens biologiques nécessaires ont fait I'objet d’'une audition du CNR en 2017 et
sont faits comme suit au CHU de Nantes :

- La quantification précise des IgG entre JO et ]3 et J15.

- Larecherche des IgM par ISAGA et des IgA par ISAGA doit étre faite entre JO et ]3,
plus ou moins répétée a J15 en cas de premier résultat positif.

- Le profil immunologique comparé meére/enfant a |3

La surveillance secondaire est faite habituellement au minimum a M1 (1 mois de vie)
puis M3, M6, M9, M12. Celle-ci peut étre rapprochée en cas de nécessité (résultats
discordants, difficilement interprétables etc.).

La persistance d’anticorps anti T. gondii a 'age de 12 mois fait poser le diagnostic de TC
(142,156). Il en est de méme en cas d’apparition d’IgM ou d’IgA au cours du suivi.

Au contraire, la disparition complete des anticorps maternels au plus tard a I'age de 12
mois (en absence de traitement) confirme définitivement I'absence de toxoplasmose
congénitale.

En cas de doute, ou dans certains cas particuliers, il est parfois utile de combiner a ce
suivi sérologique d’autres techniques, notamment les profils comparés IgG et IgM
mere/enfant, ou enfant/enfant. En effet la répétition de ces derniers peut mettre en
évidence l'apparition d'une (ou plusieurs) nouvelle bande plus ou moins franche. Ils
peuvent étre répétés jusqu’'a M1 pour les IgM et M3 pour les IgG.
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PARTIE 2 :

Etude expérimentale

61



I. ETUDE PROSPECTIVE COMPARATIVE POUR LE
DIAGNOSTIC DE LA TOXOPLASMOSE CONGENITALE A PARTIR
DU PLACENTA : INOCULATION A LA SOURIS VERSUS BIOLOGIE
MOLECULAIRE PAR gqPCR

A. Introduction

Le diagnostic de toxoplasmose congénitale en post partum comprend la recherche du
parasite au sein du placenta. Au CHU de Nantes, I'’étude du placenta dans le cadre de
suspicion de toxoplasmose congénitale chez les femmes ayant fait une séroconversion
au cours de leur grossesse, se faisait exclusivement par la méthode de I'inoculation a la
souris.

En 2018, un protocole d’extraction a été mis au point et validé au cours d'une étude
rétrospective (2) comparant I'inoculation a la souris versus qPCR sur 94 placentas.
Cependant, ce travail rétrospectif a été réalisé sur une collection de placentas trypsinés,
conservés a -20°C depuis 2008 pour certains.

L’objectif principal de notre étude était de confirmer les résultats obtenus lors de
I’étude rétrospective (bonne concordance entre les deux techniques comparées)
pour utiliser en routine la technique qPCR sur placenta dans le diagnostic de
toxoplasmose congénitale au CHU de Nantes, et ainsi abandonner la technique par
inoculation a la souris.

Le protocole de pré-traitement des échantillons retenu a l'issue du travail de these de
Coralie GUYONNAUD (Figure I-1) a servi de base et a été adapté pour définir le protocole
définitif utilisé au cours de notre étude. En effet, le travail en routine impose différentes
contraintes a respecter (amplitude des horaires de travail, disponibilité des automates,
autres techniques a réaliser) pour permettre une gestion adéquate des échantillons au
sein de l'activité quotidienne du laboratoire du CHU de Nantes. Il a été donc primordial
d’adapter ce protocole afin que celui-ci devienne utilisable au quotidien par les
techniciennes du laboratoire.
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Figure I-1 : Protocole définitif de pré-traitement des échantillons de placenta, élaboré par C. GUYONNAUD (2)

Deux points ont notamment été retravaillés : la durée d’incubation avec la protéinase K
et la fréquence d’extraction des placentas.

(1) Etape d’incubation des échantillons de placenta lysés associés a la protéinase K
Premierement, il a été nécessaire de valider les différentes possibilités d’incubation avec
la protéinase K afin de choisir celle qui répondra au mieux aux besoins du service.
Effectivement, le matériel, notamment le bain-marie chauffant, mais aussi les horaires
de travail des techniciennes et la disponibilité de I'automate d’extraction ont été des
parametres a prendre en compte afin d’optimiser au mieux cette technique. Chacun de
ces parametres ont été étudiés dans un premier temps de « mise au point » avant I'étude
prospective a proprement parler.

(2) Evaluation de la fréquence de réalisation de la technique d’extraction
Il a fallu ici prendre en compte a la fois le temps nécessaire a la réalisation de la
technique, la disponibilité du matériel ainsi que la gestion des stocks réactifs. Les
techniques de biologie moléculaire nécessitent des controles et notamment pour chaque
série, un témoin d’extraction est associé aux échantillons. Ces différents parametres ont
été a mettre en parallele avec le nombre et la fréquence d’échantillons regus par
semaine et le degré d'urgence de 'analyse.

B. Matériels et méthodes

1. Préparation des placentas

Les placentas ont été préparés selon le protocole établi au sein du service de
Parasitologie Mycologie du CHU de Nantes. Il était nécessaire que les placentas soient
recgus entiers, dans un contenant approprié, et dans un délai raisonnable (n’excédant pas
5 jours) pour réduire au maximum le risque de pullulation bactérienne. Ils ont été
traités soit le jour méme, soit le lendemain du jour de réception (si recus aprés 12h) ou
plus rarement a J+2 en cas de réception le vendredi apres 12h ou veille de jours fériés.
Dans ces derniers cas, les placentas ont été conservés a +4°C, en présence de Pénicilline
G afin d’éviter la pullulation bactérienne selon les recommandations du CNR.

Leur préparation a commencé par la sélection puis le prélevement de plusieurs zones
d’'intérét (membranes, cotylédons). L’ensemble d’environ 100g a ensuite été broyé puis
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mis en présence d’une solution de trypsine et d’antibiotique au cours d’'une incubation
de 2h. Ces échantillons trypsinés ont été conservés au congélateur a -20° jusqu’a leur
extraction.

2. Mise au point du protocole

a) Echantillons

Afin d’optimiser notre protocole, nous avons utilisé deux échantillons de placentas
trypsinés connus positifs, conservés a -20°C.

b) Protocoles

Ces échantillons ont été traités selon 2 protocoles qui différaient du protocole initial
par:

- une incubation au cours de la journée (et non de la nuit) au bain-marie

- une incubation au cours de la journée au sein d’'un bloc chauffant (et non d’'un
bain-marie)

Nous avons pu aussi évaluer le temps minimal d’incubation nécessaire pour une bonne
interprétation des résultats.

3. Etude prospective

a) Echantillons

Notre étude a porté sur des placentas de femmes ayant présenté une séroconversion
toxoplasmose au cours de leur grossesse et acheminés dans les meilleurs délais vers
notre laboratoire. Cette étude prospective s’est déroulée du 2 novembre 2018 au
30 avril 2019.

b) Protocole d’extraction

Les échantillons trypsinés congelés ont secondairement été traités selon le protocole
validé a l'issue du travail de these de Madame GUYONNAUD, protocole modifié suite a
notre travail de mise au point (Annexe).

L’étape de préparation de l'extraction a été faite a 'aide du Kit Extraction RSC Blood
DNA (Promega) comprenant le tampon de lyse CLD (Promega). Les échantillons
décongelés ont été lysés puis incubés en présence de protéinase K. Les lysats a extraire
ont été obtenus.

L’étape d’extraction, a l'aide du Kit Extraction RSC Blood DNA (Promega) et de
I'extracteur Maxwell© (Promega) a permis d’obtenir le matériel génétique a analyser.
Les éluats d’ADN ont été conservés congelés a -20°C en attendant leur amplification par
PCR.

c) Etape de qPCR

L’amplification par PCR a été faite au sein du laboratoire et selon la fréquence habituelle
de réalisation de la PCR, a savoir les lundis, mercredis et vendredis. Les ADNs ont été
analysés de la méme maniére que les autres prélevements issus de I'activité de routine
du service, a l'aide du kit PCR Toxoplasma (BioEvolution). Les résultats ont été
disponibles dans la journée.
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Ce kit repose sur une réaction de PCR, donc d’'une amplification d’acides nucléiques
spécifiques associée a la détection en temps réel de l'activité 5’ nucléase de I'’ADN
polymérase par un systeme de détection de la fluorescence.

Il contient une sonde TagMan (Figure II-12 de la partie 1) spécifique de T. gondii ciblant
I'élément répété REP 529 présent entre 200 a 300 copies/génome, marquée par le
fluorochrome FAM. Il y est associé un contrOle interne, comprenant une sonde
spécifique, marquée par le fluorochrome HEX. Chacune de ces sondes émettra une
fluorescence spécifique en cas d’hydrolyse, quantitativement proportionnelle a la
quantité des produits d’amplification (Figure I-2)

Figure I-2 : Courbes d’amplification d’'une PCR en temps réelle.

Le contrdle interne permet de vérifier I'absence d’inhibiteurs de PCR, et de valider la
technique. Les inhibiteurs de PCR peuvent se trouver dans le prélevement ou dans les
réactifs utilisés pour I'extraction. Pour confirmer leur absence, le kit de PCR amplifie une
séquence nucléotidique donnée, connue et ajoutée dans chacun de nos échantillons.
L’absence de détection de son signal nous conduirait a conclure a la présence d'un
inhibiteur de PCR. En cas de bonne amplification de celui-ci, I'interprétation de nos
résultats est permise.

Un deuxieme controdle, positif externe cette fois-ci, y est associé pour déterminer la
charge parasitaire. Celui-ci est testé en double, il correspond a 0,2 et 20 équivalents
génomes de Toxoplasmes/pL.

Conjointement a ces 2 contréles, interne et externe, est associée une PCR albumine qui

détecte la présence d’albumine humaine au sein des extraits d’ADN et permet ainsi
'interprétation des résultats.
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C. Résultats

1. Mise au point du protocole

Douze échantillons de placentas ont été étudiés: les deux échantillons d’intérét
permettant de valider notre protocole et dix échantillons supplémentaires de placentas,
en vue de maitriser la technique par 'opérateur (Annexe 1).

Le tableau I-1 présente les résultats de PCR Toxoplasma (résultats quantitatifs et
qualitatifs) et des inoculations a la souris des deux échantillons sur lesquels nous avons
travaillé durant la phase de mise au point: échantillon 3 et échantillon 1. Ces 2
échantillons ont été analysés a 2 reprises mais avec des protocoles différents.

Manip | Echant | Date Protocole Incub | Inoc | PCR T(():)tm
Incubation au bain
0 3A 18.05 marie 8h + 27,07
sur la nuit +
3B 18.05 | Incubation au bain + 25,20
1 marie 5h15
1A 29.09 sur la journée + 27,99
Incubation en bloc +
3 1B 29.09 chauffant 7h + 25,57
sur la journée

Tableau I-1 : Résultats PCR versus Inoculation a la souris durant I'étape de mise au point

Légendes : Manip = numéro de la manipulation ; Echant = Numéro d’échantillon ; Date = Date du
prélevement ; PCR = Résultat de la PCR Toxoplasma ; Inoc = Résultat de I'inoculation ; Incub = Temps
d’incubation ; Signe - = résultat négatif ; signe + = résultat positif

L’échantillon 3 a été étudié initialement avec le protocole de la these de Coralie
GUYONNAUD et est sorti positif avec un cycle seuil (Ct) a 27,07 a I'issue d’'une incubation
sur la nuit au bain-marie. Ce méme échantillon a été repassé lors de la manipulation 1
avec une incubation au bain-marie de 5h15 sur la journée. Les valeurs de Ct apres
amplification par PCR de cet échantillon sont ressorties comparables avec un Ct de 27,07
pour la manipulation initiale, et un Ct de 25,20 pour la manipulation 1.

L’échantillon 1 a aussi été analysé a deux reprises : lors de la manipulation 1, au cours
d’'une incubation au bain-marie sur la journée de 5h15, et lors de la manipulation 3 au
cours d'une incubation sur la journée en bloc chauffant. Les valeurs de Ct apres
amplification par PCR de cet échantillon sont ressorties comparables avec un Ct de 27,99
pour la manipulation 1, et un Ct de 25,57 pour la manipulation 3.

Ces résultats ont pu étre validés devant I'absence de détection d’inhibiteur de PCR, et
une PCR albumine positive dans chacun des échantillons.

Cette étape nous a permis de valider les modifications de protocole.
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2.

a)

Etude prospective

Echantillons testés

Vingt-deux échantillons ont été recus et analysés entre le 2 novembre 2018 et le 30 avril
2019 au CHU de Nantes.

Le délai moyen d’acheminement était d’environ 1,8 jours. Le délai moyen de rendu de
résultat était quant a lui de 10 jours (détail en Annexe 2).

b)

Comparaison des résultats

Concernant les résultats bruts de nos échantillons, le tableau I-2 présente les résultats
de PCR Toxoplasma (résultats qualitatifs), PCR Albumine (résultats quantitatifs sous

forme de Ct) et des inoculations a la souris.

Date Résultat
Manip Ext PCR Echant | Diagnosticde TC | PCR | Inoc | Ct Albu
1 Inconnu - - 15,65
4 9.11.18 12.11.18 > Négatif - - 15.95
3 Inconnu - - 14,81
14.11.1 16.11.1 -
> 8 6 8 4 Négatifa JO - - 16,24
6 4,12.18 5.12.18 5 Négatif a M9 - - 16,05
6 Négatif - - 19,21
7 Négatif a |4 - - 14,94
7 27.12.18 | 28.12.18 3 Négatif a J4 i - 14,88
9 Négatif a |4 - - 17,18
10 Négatif - - 17,3
8 31.12.18 | 4.01.19 11 Négatif a M6 - - 17.98
12 Négatif a M1 - - 18,47
9 22.01.19 | 25.01.19 13 Négatif a M5 - - 16,89
14 Inconnu - - 16,32
15 Négatif a M6 - - 18,5
10 31.01.19 1.02.19 16 POSITIF - - 17.67
11 20.02.19 | 20.02.19 17 Négatif a JO - IT 20,46
18 Négatif a JO - - 20,48
12 28.02.19 | 4.03.19 19 Négatif 2 M4 - - 17.82
20 Négatif a M4 - - 18,79
13 3.04.19 4.04.19 21 POSITIF n - 19.59
14 23.04.19 | 24.04.19 22 POSITIF + + 18,02

Tableau I-2 : Tableau comparatif des résultats PCR Toxoplasme, inoculation a la souris et PCR Albumine au
cours de notre travail expérimental.

Légendes : Manip = Numéro de la manipulation d’extraction ; Ext = extraction ; Echant = Numéro
d'échantillon ; TC = Toxoplasmose congénitale ; Inoc = inoculation a la souris ; Ct = Cycle thresold ; Albu =
Albumine ; IT = Impossibilité technique ; - = résultat négatif, + = résultat positif.

67




Parmi les 22 échantillons, 19 sont négatifs, a la fois en PCR et apres inoculation a la
souris. Un seul (échantillon 17) est négatif en PCR sans résultat associé pour
I'inoculation, les 6 souris inoculées étant toutes mortes a 4 jours de I'inoculation.

Deux échantillons sont positifs en PCR, I'un d’eux (échantillon 21) étant négatif apres
inoculation a la souris.

c) Validation d’un Ct seuil d’Albumine

La moyenne des Ct de I'albumine est de 17,42. Cette valeur de Ct « seuil » pourrait étre
utilisée comme « témoin interne » d’extraction.

D. Discussion

1. Mise au point du protocole

a) Protocole définitif choisi

L’analyse des échantillons 3 et 1, nous a permis de valider premierement l'incubation au
bain-marie sur la journée, puis secondairement l'incubation en bloc chauffant sur la
journée.

En prenant en compte ces résultats, nous avons décidé de suivre le protocole
comprenant une incubation dans la protéinase K sur la journée et en bloc chauffant pour
I'ensemble des manipulations de notre étude. Effectivement, notre travail s’ajoutant a
'activité de routine du service, il a été décidé de laisser le bain-marie disponible pour la
préparation des placentas en journée (celui ci nécessitant une température d’incubation
différente). Le fait de pouvoir faire 'ensemble de la manipulation (extraction comprise)
sur la journée, a permis d’optimiser le temps de manipulation personnel.

b) Fréquence de réalisation de la technique

Les échantillons de placentas recus au cours de notre étude arrivaient de maniere
aléatoire. Le but de cette mise au point a été d’évaluer la fréquence « idéale » de cette
technique au sein de I'activité de routine du laboratoire.

Nous avons pu remarquer des contraintes de temps incompressibles (I'incubation sur
une longue durée avec la protéinase K) et des contraintes de matériels avec notamment
la disponibilité de I'automate d’extraction Maxwell (Promega) partagé avec différents
services. En prenant en compte ces contraintes, le nombre moyen de placentas regus par
semaine, et les demandes des services, nous en avons conclu qu’'une fréquence
d’extraction hebdomadaire serait suffisante.

c) Temps minimal d’incubation

Cette phase de mise au point nous a permis de valider un temps d’incubation minimal
permettant une lecture valide des résultats de PCR. Au vu des différences négligeables
de valeurs de Ct (Albumine ou Toxoplasmose) entre une incubation de 5h15 et une
incubation de 7h, nous avons validé la nécessité d’'une incubation d’au moins 5h15.

L’analyse des 10 autres échantillons (Annexe 3) a validé la bonne prise en main de la
technique d’extraction par 'opérateur.
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2. Etude prospective

a)  Sur les échantillons testés

by

Concernant le délai moyen de rendu du résultat par rapport a la réception de
I’échantillon (environ 10 jours) il faut tenir compte du contexte dans lequel cette étude a
été menée. Etant une étude « de validation de méthode », les résultats de la technique de
PCR n’ont jamais été communiqués aux prescripteurs, méme en cas de positivité. Ainsi,
étant donné I'absence de criteres d’'urgence de rendu du résultat, nous avons privilégié
la manipulation des échantillons par une seule personne. Cela sous-entend qu’en son
absence (congés) ou en 'absence de disponibilité de matériel, certains placentas n’ont
pu étre extraits que secondairement et donc avoir un résultat de PCR bien plus tardif
qu’en routine.

De méme dans ce travail, en cas d’absence de série d’amplification PCR Toxoplasmose
prévue, nos prélévements étaient reportés a la série suivante amenant parfois a des
délais de rendu de résultats supérieurs a ceux que I'on pourrait trouver en routine.

Cela aboutit au fait que notre délai moyen de rendu de résultat est probablement
surestimé par rapport a celui que 'on obtiendrait en conditions réelles.

b)  Sur les résultats comparés

Les résultats de notre étude ont été portés sur 22 échantillons. Malgré un petit
échantillonnage, des différences notables ont pu étre mis en évidence.

Premiérement, aucun échantillon n’est sorti positif a I'inoculation et négatif en PCR.
Secondairement, tous les échantillons revenus positifs a I'inoculation sont aussi revenus
positifs en PCR, ce qui semble montrer que la biologie moléculaire n’est pas
« inférieure » a I'inoculation a la souris.

Les résultats les plus intéressants se trouvent dans les résultats des manipulations 11 et
13, traitant respectivement des échantillons 17 et 21.

L’échantillon de placenta 17 est revenu négatif en PCR, tandis qu’il n'a pas pu étre
analysé par la technique d’inoculation a la souris, suite au décés des 6 souris inoculées.
Cet échantillon provenait d'un placenta réceptionné 4 jours apres la date de
prélevement. Le déces de l'ensemble des souris fait suspecter une pullulation
bactérienne du placenta préparé et injecté aux souris. A l'issue de l'injection, les déces
des souris par septicémie sont importants et minimisent donc la possibilité d’avoir des
souris viables a 1 mois de l'inoculation pour établir leur statut sérologique. Malgré
I'utilisation de plusieurs souris pour augmenter la sensibilité de la technique, il arrive de
se retrouver dans une situation comme celle-ci, ou rendre un résultat est impossible.

La PCR quant a elle, est une technique qui n’a pas été mis a défaut, étant donné qu’elle
n’'est pas dépendante du statut, septique ou non, du placenta et que nous n’avons pas
détecté d’inhibiteurs de PCR. Il existe donc une réelle limite dans la technique
d’inoculation en cas de délai d’acheminement trop long (évalué a plus de 5 jours), ou de
conditions de prélevements du placenta non adéquates

L’échantillon 21 quant a lui est revenu positif en PCR et négatif a 'inoculation. En effet,
les 6 souris inoculées ont eu une sérologie négative aprés 1 mois d’observation. Aucun
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doute n’a été présent lors de la lecture de ces sérologies. Il est envisageable que la
négativité de l'inoculation ne soit due qu’a un manque de sensibilité de cette technique
vs la PCR. Ces résultats semblent étre en accord avec les données de la littérature qui
montrent que la technique de biologie moléculaire par PCR est I'une des techniques les
plus sensibles qui existe a I’heure actuelle (9,116,118).

c) Evaluation d’un Ct seuil PCR Albumine

Le tableau I-3 reporte dans la derniere colonne la valeur des Ct d’Albumine de chacun
des placentas analysés au cours de notre étude prospective. La moyenne de ces derniers
est de 17,42. Nous avons ainsi pu retenir une valeur seuil du Ct de la PCR Albumine a
atteindre, afin de rendre un résultat interprétable. Cet objectif n’est pas restrictif, mais
permet au biologiste interprétant les résultats de PCR Toxoplasme de confirmer que
I'extraction a été suffisamment « efficace ».

E. Conclusion et perspective

Ce travail expérimental a été mené durant 6 mois, initialement prévu sur 1 an. Cette
période a été écourtée du fait de 'arrét définitif du codage a la NABM (Nomenclature des
Actes de Biologie Médicale) de 'inoculation a la souris a partir de février 2019. Bien que
I’échantillonnage n’ait pu étre aussi important que nous l'aurions vouluy, il a pu mettre en
évidence certains points importants.

Avant tout, il nous a permis de valider un protocole d’extraction final, et utilisable en
routine au sein de I'activité quotidienne du laboratoire. Ce protocole a été rendu flexible
grace a la validation d’'un temps minimal d’incubation et de modalités d’incubation
différentes, donc plus facilement réalisables en pratique quotidienne. Il a pu étre testé
aupres des techniciennes du laboratoire, des fin avril 2019, et ce, sans complication.
Aucun changement n’est a noter sur la prise en charge initiale des placentas recus,
préparés au fil des arrivées, comme déja expliqué auparavant.

Il a aussi été décidé du rythme de fréquence de la technique d’extraction. Au vu de la
nécessité d'un témoin d’extraction obligatoire pour chaque manipulation, ainsi que par
souci de disponibilité de l'extracteur Maxwell, mutualisé avec d’autres services, le
rythme d’une extraction par semaine a été retenu.

L’étude rétrospective menée par C. GUYONNAUD (2) et sa mise au point d’'un premier
protocole d’extraction a ainsi été confirmé par notre travail. Il nous a permis de valider
définitivement cette nouvelle prise en charge des placentas en cas de séroconversion au
cours de la grossesse, et d’abandonner définitivement la technique d’inoculation a la
souris. Les résultats de 'analyse des placentas sont maintenant rendus en moins d’'une
semaine versus les 4 semaines obligatoires anciennement.
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II. EVALUATION DE L’APPORT DIAGNOSTIQUE DU PROFIL
IMMUNOLOGIQUE COMPARE IGM MERE/ENFANT PAR
RAPPORT AU DOSAGE QUANTITATIF DES IGM PAR
TECHNIQUE ISAGA EN PERIODE NEONATALE

A. Introduction

Comme déja détaillé, le diagnostic biologique de la toxoplasmose congénitale (TC) fait
appel a une association de différents tests. La TC ne sera affirmée qu’apres la détection
de T. gondii dans un liquide biologique du nouveau-né ou apres la mise en évidence
d’une réponse immunitaire de I'enfant dirigée contre T. gondii.

Ainsi, ce diagnostic sera posé en cas de détection du parasite (par PCR) :

- dans le liquide amniotique (le placenta n’affirme pas la toxoplasmose congénitale) en
prénatal ou en néonatal

- dans le sang de cordon

Et/ou devant une réponse immunitaire spécifique de I’enfant, dirigée contre T. gondii :

- présence d'IgM ou IgA synthétisés par le nouveau-né a plus de 15 jours de vie

- positivité d'un profil immunologique comparé (PIC) mere/enfant IgG ou IgM:
présence de bandes supplémentaires chez I’enfant, non retrouvées chez la maman,
témoignant d’'une néosynthese d’anticorps par I'enfant

- mise en évidence d’'une augmentation ou d’une stabilisation des taux en IgG

- présence d’IgG spécifiques al'age de 1 an

Dans ce but, au CHU de Nantes, les échantillons biologiques recommandés a la naissance
d’'un nouveau-né suspect de toxoplasmose congénitale sont les suivants :
1. Prélevement du sang de cordon et du sérum du nouveau-né entre JO et ]3 de vie
2. Prélevement du sérum maternel a I'accouchement
3. Prélevement du placenta (le prélevement de liquide amniotique a 'accouchement
n’est actuellement pas réalisé en routine)

A partir de ces prélevements, les examens nécessaires au diagnostic de la toxoplasmose

congénitale sont réalisés :

- dosage des taux d’IgG par technique ELISA (Architect, Abbott et Vidas, Biomérieux),
d’IgA par technique Platelia (Biorad) et d'ISAGA IgM (Biomérieux) sur le sang de
cordon et le sérum ]J0-J3 du nouveau-né

- PIC mere/enfant IgG et IgM (LDBIO Diagnostics)

- analyse du placenta, sang de cordon et liquide amniotique par PCR (BioEvolution)

La recherche des IgM dans le diagnostic de toxoplasmose congénitale est primordiale
car, contrairement aux IgG, cet isotype ne traverse pas la barriére placentaire, et sa
présence dans le sérum du nouveau-né est anormale.

Actuellement, le dosage quantitatif des IgM par la technique ISAGA est
systématiquement associé a un PIC IgM quel que soit le résultat ISAGA. Cependant cette
prise en charge entraine un co(it non négligeable, et I'intérét du PIC IgM par rapport au
dosage des IgM par technique ISAGA est peu connu. Dans ce contexte, nous avons
souhaité évaluer I'apport diagnostique du PIC IgM lorsque la recherche des IgM par
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technique ISAGA est négative, afin d’optimiser l'utilisation de ces tests en période
néonatale.

Pour répondre a cet objectif, nous avons comparé de maniere rétrospective les résultats
des dosages IgM par technique ISAGA versus les résultats des PIC IgM.

B. Matériels et méthodes

1. Population étudiée et données recueillies

Tous les PIC meére/enfant (IgG ou IgM) réalisés au sein du laboratoire de Parasitologie
du CHU de Nantes, entre 2014 et 2019, ont été recueillis puis étudiés. Les dossiers
d’intérét pour notre étude devaient répondre aux trois conditions suivantes :

- ils devaient tout d’abord traiter d'un cas de séroconversion toxoplasmique prouvée
au cours de la grossesse conduisant a une suspicion de toxoplasmose congénitale
chez le nouveau-né

- il devait avoir été fait au minimum un PIC IgM

- enfin, nous devions avoir un indice ISAGA IgM établi soit précédemment, soit
concomitamment au PIC

Pour chacun des dossiers, les données suivantes ont été recueillies :

Le jour du prélevement de sérum du nouveau-né ayant servi a établir le PIC
L’indice ISAGA IgM

Le résultat du PIC IgM

L’absence ou la présence d’'une toxoplasmose congénitale prouvée

Les données suivantes ont été associées, si celles ci étaient disponibles :
e Lerésultat du PIC IgG
e Le résultat du PIC enfant-enfant IgG
e Lerésultat du PIC enfant-enfant IgM

2. Interprétation de I'indice ISAGA IgM

La technique ISAGA (BioMérieux) est réalisée sur microplaque constituée de
12 barrettes de 8 puits a fond rond. Chaque sérum de nouveau-né est analysé dans 3
puits différents dans lesquels sont ajoutées des quantités croissantes d’antigenes
toxoplasmiques (toxoplasmes entiers formolés).

La lecture de l'indice ISAGA IgM se fait a I'ceil nu sur un fond blanc bien éclairé
(Figure II-1).
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Iﬁf;i\ 0 : sedimentation totale en bouton comparable

St/ au temoin antigene,

l,.l,//’-':'ijx,l 1+ : gros point de sedimentation,
N/

lxl,’f_ﬁl 2+ : point de sédimentation moyen,
S

f’;?\\f\ 3+ : trés petit point de sédimentation,
N/

fff:i\ 4+ :voile tapissant tout le fond du puits
k-_—:ff’ comparable au serum positif (R4).

Figure II-1 : Interprétation et calcul de I'indice ISAGA selon la lecture visuelle des puits
(notice Kit ISAGA IgM Biomérieux)

Une réaction positive est caractérisée par la fixation homogeéne des antigenes dans le
puits donnant un aspect en voile. Il peut s’y associer une sédimentation plus ou moins
importante en fond de puits correspondant a 'excés d’antigenes par rapports aux IgM
spécifiques retenues. Un score de 0 a 4 est attribué a chaque puits en fonction de leur
aspect.

L’indice ISAGA correspond a la somme des scores des trois puits analysant le sérum
d’intérét. Les indices ISAGA s’échelonnent donc de 0 a 12. Chez les enfants agés de moins
de 6 mois un indice supérieur ou égal a 3 est considéré comme positif.

3. Interprétation des PIC mere/enfant

Pour rappel, la lecture des PIC est une lecture visuelle. Une des limites rencontrées est
'intensité des bandes observées, ce qui rend parfois l'interprétation difficile, malgré une
lecture conjointe par plusieurs biologistes.

Les différents PIC IgM ont été classés en 5 catégories :

(a)  PIC non réalisé
La plupart du temps, ces PIC n'ont pas pu étre faits par défaut de sérum de I'enfant
(quantité insuffisante) ou de la mere a l'accouchement (sérum non prélevé ou non
transmis)

(b)  PIC « négatif »
Présence de bandes visibles (Figure II-2) correspondant au sérum maternel, mais
absence de bande avec le sérum de I'’enfant (bandelette blanche)

Figure II-2: Exemple d'un PIC négatif (n°11 : maman - n°10 : bébé)
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(c) PIC identique
Présence de profils identiques en IgM chez la mere et chez l'enfant: les bandes
observées chez I'enfant (Figure II-3) sont retrouvées chez la maman, correspondant a la
révélation d’anticorps dirigés contre les mémes épitopes.

Figure II-3 : Exemple de PIC identique (n°9 : maman - n°10 : bébé)

Ce cas de figure peut étre retrouvé dans deux situations.

Le plus souvent, les IgM de l'enfant correspondent a des IgM maternels transmis au
cours de I'accouchement. Ceux ci peuvent étre retrouvés dans le sérum du nouveau-né
jusqu’a 10 jours de vie.

Plus rarement, ce profil peut correspondre a une néosynthese d’anticorps par I'’enfant,
sans mise en évidence de nouvelle bande affirmant définitivement cette néosynthese. Il
est alors indispensable de renouveler les examens de facon rapprochée afin de ne pas
méconnaitre un diagnostic de toxoplasmose congénitale.

(d)  PIC positif
Présence d’'une (ou plusieurs) bande(s) supplémentaire(s) sur le profil de I'enfant
(Figure 1I-4) par rapport au profil de la mere, témoignant d’'une néosynthése d’anticorps
par I'enfant.

Figure II-4 : Exemple de PIC positif (n°13 : maman - n°12 : bébé) ;
Bande supplémentaire sur la bandelette du bébé (fleche) triplet caractéristique (cadre)

[ci, le diagnostic de toxoplasmose congénitale est affirmeé.

(e)  PIC douteux
Doute sur la présence d’'une bande supplémentaire chez I’enfant en comparaison avec le
profil de la mere (bande trop fine ou peu marquée, doute sur la présence d’'une bande
maternelle en regard).

Dans cette situation, le diagnostic final ne peut étre posé. Il est primordial de renouveler
ces examens de maniere rapprochée, en y associant par exemple des PIC enfant-enfant.
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C. Résultats

1. Caractéristiques des dossiers recueillis

Au total, 176 PIC IgG, associés ou non a un PIC IgM, ont été recueillis. Parmi ces 176 PIC,
160 avaient au moins un PIC IgM, et 16 n’ont pas pu étre réalisés (quantité insuffisante
de sérum pour la plupart). Des indices ISAGA étaient toujours associés a ces PIC.

Ces 176 PIC concernaient 154 patients différents. En effet, 8 patients ont eu 2 PIC avec
indice ISAGA concomitant pour leur dossier, et 2 patients en ont eu 3. La majorité de ces
cas relevaient de difficultés d’'interprétation, nécessitant une étude plus approfondie de
la réponse immunitaire du nouveau-né.

Parmi les 154 dossiers patients, 24 (soit 15,5%) traitaient d'une toxoplasmose
congénitale avérée. Quatre vingt dix huit (56 %) prélevements ont été faits entre JO et J3,
66 (37 %) entre J4 et ]10 et enfin 12 prélevements (7 %) apres le J10.

Une moyenne de 30 PIC par an ont été recueillis entre 2014 et 2019. En 2014, seulement
10 PIC ont été réalisés (Figure II-5).

Nombre de PIC
50
40
30
20
2014 2015 2016 2017 2018 2019

Figure II-5 : Nombre de PIC recueillis au CHU de Nantes de 2014 a novembre 2019

2. Comparaison des résultats obtenus par la technique
ISAGA versus PIC

En partant des différentes interprétations des PIC vues précédemment, les résultats des
176 PIC ont été classés en 5 groupes différents : positif, identique, négatif, douteux, et
non réalisé. Ces résultats sont présentés dans le tableau II-1 en fonction des indices
ISAGA IgM qui sont associés a chaque profil comparé.

Indice ISAGA négatif < 3 | Indice ISAGA positif 2 3| Total
Positif 1 15 16
PIC Identique 12 2 14
mere/enfant Négatif 127 1 128
IgM Douteux 2 0 2
Non réalisé 14 2 16
Total 156 20 176

Tableau II-1 : Résultats des PIC IgM en fonction des scores ISAGA IgM de notre population générale
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Pour répondre a notre objectif, nous nous sommes focalisés sur les enfants ayant un
indice ISAGA négatif, c’est a dire un indice strictement inférieur a 3. Les résultats des PIC
[gM de cette population d’intérét sont reportés dans le tableau suivant.

Indice ISAGA = 0 |Indice ISAGA =1 | Indice ISAGA = 2
Positif 0 0 1
PIC Identique 12 0 0
mere/enfant Négatif 127 0 0
[gM Douteux 2 0 0
Non réalisable 14 0 0
Total 155 0 1

Tableau II-2 - Résultats des PIC IgM avec score ISAGA négatif

Parmi les 156 ISAGA négatifs, 155 avaient un résultat égal a 0, et 1 avait un résultat égal
a 2. Le détail des dossiers « discordants » est présenté dans la partie suivante : indice
ISAGA négatif avec PIC IgM positif, douteux ou identique.

3. Présentation des dossiers « discordants »
a)

Ce cas est isolé et correspond au dossier de 'enfant 1.

Indice ISAGA négatif avec PIC IgM positif

e Histoire de l'infection toxoplasmique au cours de la grossesse :
Mére agée de 25 ans.
Séroconversion post-conceptionnelle a environ 17 SA.
A 23 SA, une amniocentese est réalisée et le liquide amniotique revient positif pour
T. gondii par technique PCR. Ce résultat est confirmé par la méthode d’inoculation a la
souris.
Le diagnostic de toxoplasmose congénitale est posé, mais nous n’avons pas de notion
d’'une mise en route d'un traitement secondairement.

e Résultats sérologiques en période néonatale :
Les résultats des analyses biologiques faites chez le nouveau-né 1 ainsi que le PIC
mere/enfant IgM et enfant/enfant IgM, sont reportés dans le tableau II-3 et la figure II-6.

JO J1 J14 ]32
IgG Architect (Ul/mL) Hémolysé | 138,5 (+) | 94,2 (+) 61,7 (+)
IgG Vidas (Ul /mL) Hémolysé | 106 (+) 116 (+) 75 (+)
IgM ISAGA (indice) 1 2 0 0
IgA Platelia (index) 0,31 0,33 0,42 0,29
PIC IgG Identique
PIC IgM POSITIF

Tableau II-3 : Résultats biologiques de I'enfant 1, de sa naissance (J0) a son 32¢me jour de vie
(+) résultat positif
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Figure II-6 : PIC du dossier de I'enfant 1 :
A gauche : PIC IgM mére n°13/enfant n°12 de I'enfant 1,
A droite : PIC IgM de I'’enfant 1 a J1 (n°20) et J14 (n°21) ;
Les 2 cadres mettent en évidence un triplet antigénique caractéristique et les fleches
montrent en regard les bandes supplémentaires.

Le PIC IgM entre le sérum de la mere a 'accouchement et le sérum de I’enfant a |1, met
en évidence la présence de 3 bandes supplémentaires (réparties en un triplet
caractéristique) (159) associées a une autre bande supplémentaire sur la bandelette de
I'enfant, par rapport a celle de la maman.

Le PIC IgM entre le sérum de I'enfant a J1 avec le sérum a ]J14, confirme les premiers
résultats. On y retrouve le triplet caractéristique, mais aussi I'apparition d’'une nouvelle
bande a J14, inexistante dans le sérum du J1.

b) Indice ISAGA négatif avec PIC IgM douteux

Il existe deux dossiers présentant cette situation.

(1)  Enfant 2

e Histoire de l'infection toxoplasmique au cours de la grossesse :
Mére agée de 33 ans.
Séroconversion maternelle post conceptionnelle a environ 6-8 SA.
Amniocentese pratiquée a 19 SA, dont la PCR du liquide amniotique est revenue
négative. Absence d’inoculation a la souris de liquide amniotique.
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e Résultats sérologiques en période néonatale :
Les résultats des analyses biologiques faites chez le nouveau-né 2 ainsi que les deux PIC
IgM, sont reportés dans le tableau II-4 et la figure II-7 suivante.

JO J3 J18 M3 M6
IgG Architect (Ul/mL) | 50,9 (+) 43,6 (+) 23,5 (+) 9,2 (+) 3 (+)
IgG Vidas (Ul /mL) 77 (+) 64 (+) 34 (+) 10 (+) 1(-)
ISAGA IgM (indice) 0 0 0 0 0
IgA Platelia (index) 0,54 0,33 0,24 0,39 0,39
PIC IgG Identique | Identique
PIC IgM DOUTEUX | DOUTEUX

Tableau II-4 : Résultats biologiques de I'enfant 3, de sa naissance (J0) a son 6¢me mois de vie (M6)
(+) résultat positif ; (-) résultat négatif

Figure II-7 : PIC mére/enfant IgM de I'enfant 2 a J3 de vie (n°17 : maman - n°18 : bébé)
etaJ18 de vie (n°11 : maman - n°10 : bébé)
Les fleches montrent les bandes supplémentaires/suspectes dans le sérum de I’enfant.

Les scores ISAGA de l'enfant se sont maintenus négatifs et égaux a 0 deés la naissance.
Deux PIC IgM ont été faits a partir du sérum de la mere a 'accouchement, et avec
respectivement les sérums de 'enfant a J3 et a J18. La lecture du premier PIC montre un
doute sur la présence d'une bande supplémentaire chez I’enfant par rapport a la mere.
On retrouve cette méme bande sur le deuxieme PIC, mais avec cette fois ci la détection
d’une tres fine bande en regard dans le sérum de la mere.

(2)  Enfant 3

e Histoire de l'infection toxoplasmique au cours de la grossesse :
Meére agée de 30 ans.
Séroconversion post conceptionnelle entre 5 et 10 SA.
Amniocentese a 18 SA dont le liquide amniotique est revenu négatif a la fois en PCR et
apres inoculation a la souris.
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e Résultats sérologiques en période néonatale :
Les résultats des analyses biologiques faites chez le nouveau-né 3 ainsi que le PIC
mere/enfant [gM sont reportés dans le tableau II-5 et la figure 1I-8 suivante.

JO J4 M3 M6 M9 M12
IgG Architect (Ul/mL) | 62 (+) |58,9(+) 62(+) |1,3(-)]103(-)]0,5()
IgG Vidas (Ul /mL) 98 (+) | 70(+) 9 (+) 0 0 0
IgM ISAGA (indice) 0 0 0 0 0 0
IgA Platelia (index) 0,21 0,12 0,20 0,19 10,33 |0,22
PIC IgG Identique
PIC IgM DOUTEUX

Tableau II-5 Résultats biologiques de I’enfant 3, de sa naissance (J0) a son 12éme mois de vie (M12)
(+) résultat positif (-) résultat négatif

Figure II-8 : PIC meére/enfant IgM de I'enfant 3 a J4 de vie (n°19 : maman - n°18 : bébé)
la fleche montre la présence possible d'une bande sur la bandelette de I'enfant

Le PIC IgM entre le sérum a 'accouchement de la maman et le sérum du nouveau-né a J4
ne permet pas de trancher sur la présence ou I'absence d’'une bande supplémentaire
dans le sérum de I'enfant.

4. Indice ISAGA négatif avec PIC identique
Cette situation se retrouve dans 12 dossiers. Les différents PIC mere/enfant sont
présentés dans ’Annexe 4. Le nombre de bandes présentes sur les bandelettes du bébé

varie entre 1 et 6. Toutes ces bandes sont systématiquement retrouvées sur les
bandelettes maternelles associées.

D. Discussion

1. A propos de notre population générale

Nous avons recueilli 176 PIC entre 2014 et 2019, parmi lesquels 160 étaient des PIC
IgM. Avant 2014, les PIC n’étaient pas réalisés de facon systématique et donc n’ont pas
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été inclus dans I'étude rétrospective. Cet échantillonnage nous semble suffisamment
conséquent afin de répondre au mieux a notre question principale.

Parmi les PIC étudiés, 15,5% traitaient d'un dossier de toxoplasmose congénitale avérée.
Ce pourcentage ne porte en fait que sur une partie de lI'ensemble des cas de
séroconversions toxoplasmiques en cours de grossesse. Effectivement, nous n’avons pas
recueilli '’ensemble des dossiers de SC maternelles, mais seulement ceux associés a la
réalisation d’un PIC. Les dossiers pour lesquels aucun PIC (IgG et [gM) n’étaient réalisés
correspondent a des dossiers ou le sérum maternel n’a pas été prélevé au moment de
I'accouchement.

On a pu remarquer que le nombre de PIC est resté globalement stable entre 2015 et
2019 (Figure II-5). L’année 2014 ne comptait que 10 PIC, mais cette année
correspondait a la mise en place de la réalisation des PIC systématiques. On peut donc
évaluer une activité a environ 30 PIC par an.

L’absence de déclaration obligatoire des SC toxoplasmiques en cours de grossesse et la
grande étendue de recrutement du laboratoire du CHU de Nantes (centre d’expertise
pour les séroconversions s’étendant de la Bretagne aux Deux-Sevres), ne nous permet
pas de comparer la stabilité globale du nombre de PIC réalisés par an avec le nombre de
cas de séroconversions.

Cependant, au fil des dernieres années, les soignants sont de plus en plus attentifs a
I'envoi de I'ensemble des prélevements nécessaires au diagnostic de TC en période
néonatale, méme s’il reste un nombre important de profils comparés non réalisés. Le
dialogue clinico-biologique peut ainsi étre en partie responsable du nombre non
négligeable de PIC réalisés. L’amélioration des outils d’informations permettrait
toutefois de limiter le nombre de PIC non reéalisés en raison de I'absence de sérum a
I'accouchement.

2. Apropos de notre population d’intérét ISAGA négatif

Le test ISAGA IgM est reconnu comme le test le plus sensible par rapport a I'ELISA ou
I'IFT pour la détection des IgM dans le diagnostic de la toxoplasmose congénitale (74).
C'est d’ailleurs celui qui est le plus utilisé pour confirmer la présence des IgM
anti-Toxoplasma (1) en néonatal. Chez les nouveau-nés de mere non traitées, la
recherche des IgM en ISAGA présente une sensibilité de 87% (160). La sensibilité est
plus élevée en cas de séroconversion tardive et en absence traitement préventif de la
transmission materno-foetale ou de traitement in utero de la toxoplasmose congénitale.
Ainsi, en France, la sensibilité de la détection des IgM par la méthode ISAGA ne
dépasserait pas les 70% (9).

L’étude des ISAGA négatifs en comparaison au PIC IgM nous a permis de mettre en
évidence des points essentiels.

- Plus de 80% des ISAGA négatifs (indice <3) sont associés a un PIC négatif (127/156).
- Aucun PIC IgM n’a été retrouvé positif pour les 155 dossiers avec indice ISAGA égal
ao0.
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Il semble donc exister une bonne corrélation entre 'ISAGA et le PIC en cas de négativité
de I'ISAGA. Cette situation est la plus fréquemment observée. Les données de la
littérature montrent que la sensibilité de ces deux techniques réalisées entre JO et J10,
bien qu’'imparfaite, est similaire (ISAGA IgM ]0-J10: 67,5% versus PIC IgM
J0-J10:56,7%) (161).

Dans notre population, il existe cependant 29 autres cas d'ISAGA négatifs dont les PIC
IgM n’étaient pas négatifs. Pour répondre a notre objectif principal, nous allons discuter
de ces différentes situations « discordantes ».

3. A propos des cas « discordants »

a) Indice ISAGA négatif avec PIC IgM positif

Dans ce dossier, le diagnostic de toxoplasmose congénitale a été posé en période
anténatale apres amniocentese. Il a probablement conduit a une mise en route rapide
d’un traitement par la bithérapie PS (données non disponibles pour ce dossier). Or, des
études ont montré que le traitement par PS semble réduire la probabilité d’avoir une
sérologie positive en néonatal et donc de conclure au diagnostic de TC (9,49,161).
Malgré cela, les PIC mere/enfant puis enfant/enfant réalisés ici montrent
incontestablement la néosynthese d’IgM par I'enfant, et la diversification de ces IgM. Ils
affirment donc le diagnostic de toxoplasmose congénitale, et ce, malgré un test ISAGA
négatif, coté a 2.

Dans la littérature, quelques cas de PIC positifs avec indice ISAGA négatif sont rapportés
a la naissance : I’équipe de Rilling et collegues rapportent 6 enfants atteints de TC avec
un indice ISAGA négatif (indice non précisé) mais un PIC IgG ou IgG et IgM positifs ;
aucun PIC IgM positif isolé n’était rapporté (162). Tissot, Dupont et collegues,
rapportent un cas de TC (parmi les 23 étudiés) avec indice ISAGA négatif et PIC positif
IgG et IgM a la naissance (163). Enfin Magi & Migliorini rapportent un cas sur 56 couples
mere/enfant d’'indice ISAGA négatif (indice non précisé) avec PIC positif (sans précision
sur l'isotype IgG ou IgM) (164).

b) Indice ISAGA négatif avec PIC douteux

Dans notre étude 2 dossiers présentaient des PIC douteux avec un indice ISAGA négatif.
Le doute sur la présence d’'une bande supplémentaire sur le PIC, nous a fait évoquer une
possible néosynthese d’IgM par 'enfant.

Ces dossiers ont nécessité de répéter la réalisation des PIC mere/enfant puis
enfant/enfant, et d’évaluer la cinétique des anticorps avant de pouvoir conclure. Ce suivi
rapproché nous a permis, dans les deux situations, d’étre rassurés devant la diminution
progressive des taux d'IgG sans apparition d’IgM ou d’IgA.

Pour I'enfant 2, la bande « douteuse », bien que persistante a J18, semble finalement
correspondre a une bande maternelle, non détectée sur le précédent PIC. Méme si le
suivi sérologique a été stoppé a I'dge de 6 mois, la franche diminution des taux en IgG
dans la suite du suivi de cet enfant est en faveur d’'une absence de toxoplasmose
congénitale.
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Pour l'enfant 3, nous n’avons pas recu de nouveau sérum avant les 3 mois de I'enfant.
A cet age-ci, les taux d’'IgM et IgG détectés avaient fortement diminués. La sérologie
strictement négative a I'dge de 1 an a permis d’exclure définitivement le diagnostic de
toxoplasmose congénitale chez cet enfant.

Pour ces deux dossiers, le doute de lecture du PIC IgM a ]J3/]4 de vie témoignerait donc
probablement de la présence d’IgM maternelles transmises lors de 'accouchement, non
détectées sur la bandelette maternelle.

c) Indice ISAGA négatif avec PIC identique

Nous avons recueilli 12 dossiers répondant a ces critéres. Aucun d’eux n’a conclu
secondairement a une TC. Nous pouvons donc en conclure que les bandes visibles sur les
bandelettes des nouveau-nés, et identiques a celles de la mere, relevaient bien d’'une
transmission d’IgM maternelles pendant l'accouchement. Cette situation reste
néanmoins rare, et ne concerne que 12 dossiers sur les 156 dossiers avec ISAGA
négatifs. Le suivi sérologique de ces enfants a permis d’éliminer le diagnostic de TC.

La négativité de I'ISAGA (indice égal a 0) alors que des bandes correspondant a des
anticorps dirigés contre des antigénes de T. gondii sont visibles, pose question.
Potasman et collegues rapportent la méme observation a partir d'immunoblot
« maison » (165). Quelques ISAGA négatifs avec indice égal a 0 étaient associés a la
présence de bandes de faible intensité. Si le sérum maternel était disponible, la ou les
bande(s) étaient aussi présente(s) chez la maman. L’hypothese émise par cette équipe
est que les antigénes détectés sont différents entre I'ISAGA et 'immunoblot.

De nombreuses publications (166) ont d’ailleurs fait état de bandes révélées par
immunoblot chez des personnes n'ayant jamais été infectées par T. gondii. Ces anticorps
(IgG et IgM) sont trés fréquemment révélés par immunoblot. Ils seraient dus a des
réactions croisées avec des anticorps dirigés contre des immunogenes de nature encore
non déterminée. Chez les nouveau-nés, les anticorps naturels (autres que des anticorps
maternels transmis) ne sont pas ou peu présents et ne perturbent donc pas les PIC. Mais
la probabilité d'apparition de ces anticorps augmente avec 1'age du nourrisson (167).
C’est donc pour éviter tout faux positif que l'indication du PIC IgM dans le suivi postnatal
est limitée a 3 mois en IgG et a 1 mois en IgM, selon les recommandations du fabricant.

d) Indice ISAGA négatif avec PIC non réalisé

Nous avons comptabilisé 14 profils comparés non réalisées avec indice ISAGA négatifs.
Ces 14 cas concernaient 10 patients (certains patients ayant plusieurs PIC chacun) et ils
avaient tous un indice ISAGA égal a 0. Une quantité insuffisante de sérum du nouveau-
né ou une absence de prélevement de sang maternel a 'accouchement étaient tres
majoritairement a I'origine de 'absence de PIC IgM.

Au final, 5 toxoplasmoses congénitales ont été diagnostiquées parmi ces 10 dossiers
cliniques.

Ces 5 TC ont été diagnostiquées systématiquement en anténatal. Dans un contexte
comme celui-ci, le PIC peut sembler moins « indispensable » a la prise en charge que lors
de I'étude d'un sérum de nouveau-né dont les examens anténataux étaient négatifs ou
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non réalisés. Effectivement, la prise en charge n’aurait pas été différente en raison du
diagnostic déja connu de TC. Nous pouvons donc imaginer que l'absence de sérum
suffisant pour pratiquer les PIC IgM n’a donc pas été une raison suffisante pour en
prélever un secondairement.

Parmi les 5 autres dossiers, 2 avaient un LA négatif et 3 n’ont pas eu d’amniocentese.
Dans ces cas de figure, les prélevements néonataux étaient fortement recommandés afin
de mettre en ceuvre l'ensemble des techniques disponibles pour diagnostiquer
rapidement une éventuelle TC. Certains de ces sérums « manquants» auraient
effectivement pu conduire a un diagnostic de TC.

Il est donc primordial de transmettre aux cliniciens I'importance de ces prélevements en
néonatal, afin d’éviter toute impossibilité technique.

E. Conclusion et perspectives

L’étude de notre recueil a permis de répondre a plusieurs questions, dont la principale :
peut-on s’abstenir de réaliser un PIC IgM en cas d’indice ISAGA négatif chez les
nouveau-nés issus d'une grossesse au cours de laquelle une séroconversion
toxoplasmique a été mise en évidence ?

Sur les 176 profils comparés recueillis, il n’y a qu’un seul indice ISAGA négatif avec un
PIC IgM positif. Dans ce dossier, I'indice ISAGA négatif est égal a 2 et le diagnostic de
toxoplasmose congénitale avait été posé en période anténatale.

La prise en charge actuelle (1) prévoit de faire un PIC IgM pour tout dossier de suspicion
de toxoplasmose congénitale, quelque soit I'indice ISAGA. L’étude de 'ensemble des PIC
faits de 2014 a 2019 nous permet de proposer une prise en charge optimisée. Au vu de
nos résultats, nous pourrions imaginer l'indication d’un profil comparé mere/enfant IgM
seulement en cas de score ISAGA strictement supérieur a 0. Cette décision repose
clairement sur le fait qu’aucun ISAGA avec indice égal a 0 n’a eu de PIC positif, méme en
cas de doute initial sur le premier profil comparé (cas des ISAGA négatif avec profil
comparé douteux). En cas de traitement par PS, le PIC doit étre réalisé, quelque soit le
résultat de I'I[SAGA.

L’arrét de la prise en charge actuelle aurait plusieurs conséquences. L’analyse par
Immunoblot a été incluse en février 2019 dans la nomenclature alors qu’elle était
auparavant hors nomenclature. Son codage (B320) correspond a un colit évalué a
environ 85 euros pour un blot alors que la recherche d’IgM ISAGA, couplé a la recherche
des IgG est coté B40 (environ 11 €). Ce changement de prise en charge optimiserait ainsi
le colit diagnostic, mais également le temps passé a réaliser la technique.

Cette proposition est a évaluer au cas par cas avec le biologiste référent. En effet, les
dernieres publications, référencées par Robert Gangneux et al en 2017 (9) estiment que
la combinaison des PIC avec I'ISAGA IgM améliore la sensibilité diagnostique (162)
d’autant plus si elle est associée au suivi sérologique néonatal et a la recherche
anténatale (sensibilité évaluée a 96%).
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Notre étude a cependant présenté des limites. Nous n’avons en effet pas pu recueillir les
données (présence ou non d’'un PIC) de tous les dossiers traitant de séroconversions
maternelles en cours de grossesse. Nous aurions pu voir que la grande majorité n’avait
pas de PIC réalisé, par défaut de sérum maternel a I'accouchement. Une attention
particuliere est donc mise sur le dialogue clinico-biologique avec les préleveurs et
prescripteurs de la maternité, pour éviter ces PIC non réalisés.

Il aurait aussi pu étre intéressant de recueillir les données en lien avec 'ensemble des
traitements recus par les meres en cours de leur grossesse. La littérature (9) et certains
de nos dossiers ont pu mettre en évidence un possible réle d'un traitement préventif ou
curatif en cours de grossesse sur les résultats néonataux. Ces résultats restent a
interpréter au cas par cas, et avec prudence en cas de résultat d'ISAGA non strictement
égal a 0.
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[II. ELABORATION D’UNE PLAQUETTE EXPLICATIVE ET
COMMUNICATION AUPRES DES SERVICES CLINIQUES

Les résultats de nos deux travaux, a la fois sur I'étude des placentas en néonatal et
I'étude des sérums des nouveau-nés par profils comparés mere/enfant IgM a la
naissance et dans leur suivi, ont mis I'accent sur le manque d’information de I’'équipe
soignante. Effectivement, le manque important de sérum maternel a 'accouchement, ou
bien les longs délais d’acheminement des placentas témoignent des difficultés de
communication probable avec les services cliniques. Il existe donc un réel besoin de
dialogue clinico-biologique.

C’est dans ce but que nous avons réalisé une plaquette explicative, récapitulant les
changements de prise en charge opérés a partir du 1¢r mai 2019, dans un contexte de
suspicion de toxoplasmose congénitale chez le nouveau-né. L’accent a été mis en
premier sur les conditions de prélevement puis de prise en charge du placenta et du
sang de cordon a la naissance. Y a été ajouté celle du liquide amniotique. Nous en avons
profité pour rappeler I'importance des profils comparés mere/enfant a la naissance, en
cas de séroconversion maternelle en cours de grossesse, et la nécessité d’avoir un
préléevement de sang maternel a 'accouchement dans ce contexte.

Cette plaquette a déja fait l'objet d’'une communication aupres des cliniciens
obstétriciens. Elle va étre intégrée dans le manuel de préléevement informatisé du CHU
de Nantes, et sera ainsi disponible auprés des biologistes comme des cliniciens, de
I’hopital ou des établissements extérieurs.
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CONCLUSION

Le diagnostic de toxoplasmose congénitale en période néonatale repose sur un faisceau
d’arguments, au centre duquel se trouvent les analyses biologiques.

La mise en évidence du parasite Toxoplasma gondii au sein du placenta, est I'un des
maillons de cette chaine diagnostique. Depuis 'avenement de la PCR en temps réel,
I'inoculation a la souris du placenta est devenue une technique obsoléte. Apres la mise
au point d'un protocole d’extraction valide, nous avons mené un travail prospectif de 6
mois qui a permis d’abandonner définitivement I'analyse du placenta par inoculation a
la souris, au profit de I'analyse du placenta par PCR en temps réel.

La réponse immunitaire de I’enfant est aussi un argument fondamental a I'affirmation du
diagnostic de toxoplasmose congénitale. Dés sa naissance et jusqu’a ses 1 an, le suivi
immunologique du nouveau-né est obligatoire. L’étude des profils immunologiques
comparés mere/enfant IgM est actuellement systématiquement pratiquée en cas
d’'indice ISAGA IgM négatif. Aprés un recueil rétrospectif de 2014 a 2019, ce travail
propose de maintenir les indications du profil comparé mere/enfant IgM seulement en
cas d’'indice ISAGA différent de 0.

Ces deux avancées biologiques ont permis d’optimiser la prise en charge du diagnostic
de toxoplasmose congénitale en période néonatale au CHU de Nantes. Une bonne
communication avec les services cliniques permettrait de perfectionner cette prise en
charge, ce pourquoi nous avons mis en place une plaquette explicative permettant de
résumer ces différents changements.

Bien que difficile a mettre en place, la recherche du parasite au sein du liquide

amniotique a I'accouchement permettrait de compléter ce travail, et serait une avancée
majeure pour le diagnostic de toxoplasmose congénitale en période néonatale.
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Annexe 1 : Résultats PCR Toxoplasma vs Inoculation a la souris durant I'étape de mise au
point de I'opérateur

Manip | Echant | Date Protocole Incub | PCR Ct Inoc
0 3A 18.05 Incubation au ba_m-marle sh N 27.07 N
sur la nuit
1A 29.09 Incubat hai _ + 27,99 +
1 > 28.09 ncubation gu alrll-marle Shi5 - 0 -
sur la journée
3B 18.05 + 25,2 +
4 1609 1 cubat bloc chauff - 0 -
2 5 2509 | Incu ation e.:n o,cc auffant 6h30 - 0 -
sur la journée (1)
6 27.09 - 0 -
1B 29.09 - 25,57 +
7 16.10 + 0 -
8 2210 1) cubati bloc chauff - 0 -
T il B
10 | 26.10 ) i 0 i
11 27.10 - 0 -
12 27.10 - 0 -

Légende : Manip = numéro de la manipulation ; Echant = Numéro d’échantillon ; Date = Date du prélévement ;

Incub = Temps d’incubation ; PCR = Résultat de la PCR Toxoplasma ; Ct = Cycle thresold ; Inoc = Résultat de

I'inoculation ;

Signe - = résultat négatif ; signe + = résultat positif
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Annexe 2 : Informations sur les échantillons de notre travail expérimental

Délai entre le Délai entre la
Echantillon prélevement et la réception et le
réception (en rendu du résultat
jours) (en jours)
1 0 6
2 2 5
3 1 4
4 2 4
5 5 4
6 0 17
7 0 16
8 2 15
9 0 8
10 1 7
11 3 7
12 4 23
13 1 23
14 1 21
15 1 10
16 1 9
17 4 14
18 1 12
19 0 6
20 6 21
21 0 3
22 5 9
Moyenne 1,8 10
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Annexe 3 : Mode opératoire final de la préparation des placentas

Diffusion par :
MODE OPERATOIRE PHU 07 -
. . Biologie - 9130-MO-003
TOXO - Préparation des placentas PARASITOLOGI
CENTRE HOSPITALIER E
UNIVERSITAIRE DE NANTES
Processus : *Métier Biologie\Analytique\Réalisation de I'analyse et validation Page 1/5 V. 02
technique 9 .

1. OBJECTIFS

Préparation du placenta en vue d’'une PCR Toxoplasma gondii dans 'aide au diagnostic de

toxoplasmose congénitale.

2. DOMAINE D’APPLICATION

Le(s) secteur(s) concerné(s) est (sont) :

Laboratoire de parasitologie/Secteur morphologie
Ce document s’adresse aux techniciens de laboratoire habilités.

3. PREPARATION DES PLACENTAS

3.1 REACTIFS

o Trypsine a 2,5% (fournisseur selon le marché en cours) :
- Aliquotée par le personnel de la préparation des milieux

- Conservée a -20°C

¢ Solution d’antibiotiques : Pénicilline (10 000 U/mL) / Streptomycine (10 000 pug/mL)

- Préparée et aliquotée (2 mL) par le personnel de la préparation des milieux

- Conservée a -20°C

e Liquide de Hanks (fournisseur selon le marché en cours) :
- Flacon de 1L, prét a 'emploi
- Conservé a température ambiante avant ouverture et a +4°C aprés ouverture

3.2 MATERIEL NECESSAIRE

e Matériel stérile :
- un plateau,

- deux erlenmeyers de 500mL,
- une paire de ciseaux,

- une pince,

- un bécher,

- un bol a broyer,
- un tamis

- deux pots a centrifuger.

e Une balance

e Un bidon DASRI : liquide solidifié

e Un broyeur.

REDACTEUR(S)

VERIFICATEUR(S)

APPROBATEUR(S)

Date d'application

Christine BUREAU (Technicien de
laboratoire - PHU 07 -
Biologie\Parasitologie), Claire

GAUDY (Interne - PHU 07 - Biologie)

Fakhri JEDDI (Responsable qualité -

PHU 07 - Biologie\Parasitologie),

Rose-Anne LAVERGNE (Biologiste -

PHU 07 - Biologie\Parasitologie)

Patrice LE PAPE (Biologiste - PHU
07 - Biologie\Parasitologie)

23/09/2019
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3.3 MODE OPERATOIRE

Tarer un erlenmeyer.

Sous le PSM, déposer le placenta dans le plateau stérile.

Le découper afin d’en prélever 100 g dans divers endroits

Noter le poids si la quantité est inférieure a 100 g. Les quantités de réactifs ou de solution

de lavage seront réduites proportionnellement.

Dans 'erlenmeyer, procéder a 3 lavages successifs avec du liquide de Hanks : ajouter 1/3

de litre dans I'erlenmeyer, agiter manuellement et éliminer le liquide dans un bidon DASRI.

Répéter cette opération 2 fois.

6. Mettre le placenta lavé dans un bol a broyer.

7. Broyer jusqu’a I'obtention d’'un mélange homogene : a grande vitesse (HI), broyer 3 fois une
minute.

8. En cas de quantité insuffisante pour permettre le broyage, quelques millilitres de trypsine
peuvent étre ajoutés.

9. Ajouter 20 mL de trypsine et 180 mL de liquide de Hanks puis transvaser dans le deuxiéme
erlenmeyer (concentration finale en trypsine 2,5 pg/mL).

10.Ajouter 2 mL du mélange d’antibiotiques.

11.Incuber au moins 2 h dans un bain-marie a 37°C sous agitation (180-200 agitations/
minute), erlenmeyer bouché avec du parafilm.

12.L’incubation terminée, passer la préparation au tamis pour défibriner et récupérer le filtrat
dans un bécher.

13.Verser le contenu dans deux pots a centrifuger (de maniere équilibrée).

14.Centrifuger a 4°C a 3250 tr/min pendant 20 minutes.

15.Récupérer le culot (la trypsine est éliminée) et le laver a I'eau physiologique stérile (en
ajoutant le volume maximum du pot a centrifuger).

16. Centrifugation 20 minutes a 3250 tr/min.

17.Répéter les opérations 13 et 14 deux a trois fois, jusqu’a ce que le surnageant soit clair.

18.Reéunir les deux culots, mélanger.

19. Aliquoter 2 tubes sérothéques avec 1 mL de placenta préparé et congeler a -20°C.

20.Conserver le reste du culot a 4°C jusqu’au résultat de la PCR (en cas de positivité,

I'échantillon est transmis au CHU de Rennes pour inoculation a la souris).

PN =

o

Apreés trempage dans un détergent type « SALVANIOS », la vaisselle utilisée est déposée sous
I'évier (les agents de la laverie s’occupent de la stérilisation du matériel).

4. PREPARATION DE L’EXTRACTION

4.1 REACTIFS

¢ Kit Extraction RSC Blood DNA (Promega)
e Tampon de lyse CLD (Promega)

4.2 MATERIEL NECESSAIRE

Bain marie avec agitation

Tubes type Falcon 15 mL

Tubes type sérothéque de 2 mL
Billes de verre stériles (diam 3 mm)
Pipette de 100-1000 pL
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o Pipette de 5-50 pL
e Anse stérile de 10 uL
o Vortex

4.3 MODE OPERATOIRE

1. Allumer le bain marie a 56°C.
2. Sortir les échantillons de placentas trypsinés situés dans le congélateur.

Les mettre a décongeler dans le bain marie, le temps que celui-ci atteigne 56°C.

3. Identifier les tubes Falcon 15 ml par le numéro de demande (sur le tube et le bouchon) :

- 1 tube pour le contréle d’extraction

- 1 tube par échantillon de placenta

4. Sous PSM propre, ajouter successivement dans chacun des tubes Falcon identifié :
- Iéquivalent de 1 mL de billes de verre stériles
- 5 mL de tampon de lyse CLD
- Iéchantillon de placenta décongelé (s’aider si besoin d’'une anse stérile)
3. Procéder a la lyse mécanique en vortexant chaque tube Falcon jusqu’a obtention d’'un
aspect et d’'une couleur homogeénes.
4. Incuber ces solutions parafiimées pendant 30 minutes dans le bain marie a 56° sous
agitation (a environ 200 rpm)
5. Identifier des tubes sérothéques stériles par le numéro de demande (sur le tube, et le
bouchon)
6. ATlissue de I'incubation :
- Transférer 1300 uL de la solution de lyse placentaire dans chacun des tubes
sérothéques (incubation bloc chauffant) ou dans un tube Falcon de 15 mL (incubation
bain-marie)
- Ajouter 40 pL de protéinase K
- Homogénéiser 'ensemble au vortex
7. Ré-incuber les tubes avec la protéinase K (parafiimés)

- soit sur la journée, soit sur la nuit

- sur bloc chauffant ou dans le bain marie, préalablement chauffé a 56°C
8. Reécupérer les échantillons aprés 6h d’incubation minimum
9. Homogénéiser

5. EXTRACTION

5.1 REACTIFS
- Kit Extraction RSC Blood DNA (Promega)

5.1 MATERIEL NECESSAIRE

- Pipette de 100-1000 pL
- Extracteur Maxwell© (Promega)

5.1 MODE OPERATOIRE

. Chaisir le protocole RSC Blood DNA

Retirer le rack de I'extracteur

Placer les cartouches (sans les homogénéiser) du kit RSC Blood DNA au centre du rack et
retirer le film aluminium

Transférer 1 mL du lysat dans le puit n°1 de la cartouche (le puit le plus large)

Identifier le nombre de tubes d’élution nécessaire (sur le bouchon et sur le c6té)

wh =

ok
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Placer chaque tube débouché sur 'emplacement prévu

Ajouter 200 pL de tampon d’élution dans chaque tube d’élution

Placer un « plongeur » dans le puit n°8 de chaque cartouche (le plus proche du tube
d’élution)

Déposer le rack dans I'extracteur en le clipsant

Veérification ultime avant lancement de I'extraction :

Tubes d’élution ouverts

Plongeurs en place et absence de plongeurs restant sur le peigne

Lancer le protocole d’extraction RSC Blood DNA en appuyant sur le bouton « Start »
(Pextraction dure 37 min).

9. A lafin de I'extraction :

Appuyer sur « ok » pour permettre la sortie du rack

Boucher immédiatement les tubes d’élution, avant de retirer le rack
Sortir le rack

Récupérer les tubes d’élution et jeter les cartouches

Nettoyer au surfanios le rack

10.Remettre le rack a son emplacement dans I'extracteur. Le protocole de décontamination

aux UV « Sanitize » (destruction de 'ADN, 15 minutes) est a lancer si 'automate est utilisé
en fin de journée

11.Congeler les tubes d’élutions en attendant I'amplification par PCR

(tiré de la base des fichiers Ennov de I'Intranet du CHU de Nantes)
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Annexe 4 : Juxtaposition des 12 PIC identiques

Les bandelettes maternelles sont situées a gauche de chaque PIC, et les bandelettes du bébé a droite.
Les fleches rouges pointent les bandes du bébé retrouvées aussi chez la maman
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Optimisation du diagnostic biologique de la toxoplasmose congénitale en période
néonatale : biologie moléculaire et profil immunologique comparé

RESUME (10 lignes)

La toxoplasmose est une maladie pouvant avoir de lourdes conséquences en cas de
transmission materno-feetale. La recherche de I'atteinte de I'enfant est une priorité. |l
se fait notamment en néonatal par I'étude du placenta et de la réponse immunitaire
du nouveau-né. Grace a une étude prospective, ce travail a permis d’abandonner
définitivement I'étude du placenta par inoculation a la souris, au profit de la qPCR.
Une deuxieme étude, cette fois ci rétrospective, a proposé une nouvelle indication
des profils immunologiques comparés meére/enfant a la naissance en cas d’indice
ISAGA IgM négatif. Ces deux études permettent d’optimiser le diagnostic de
toxoplasmose congénitale dés la période néonatale au CHU de Nantes.

MOTS-CLES

TOXOPLASMA GONDII / TOXOPLASMOSE CONGENITALE / PCR / PLACENTA /
IMMUNOBLOT / PROFIL COMPARE

111





