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Résumé

Cette étude a été réalisée pour déterminer la séroprévalence et les facteurs de risques de la
toxoplasmose caprine dans une région située dans 1I’Est de I’Algérie et précisément dans la
wilaya de Mila. Entre Janvier et Avril 2017, un échantillon représentant 184 caprins a été testé
par deux techniques sérologiques : I’Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) et le test
d’agglutination au latex (LAT). Un taux de séropositivité de 71,73% (IC95%, 64%-79,4%) et
de 63,58% (1C95%, 56.43%- 70.20%) a été obtenu par ELISA et LAT respectivement.
L’analyse de certains facteurs supposés €tre en rapport avec ’apparition de I’infection par
T.gondii n’a montré aucun lien significatif entre ces facteurs et la réponse en anticorps anti-
T.gondii.

De fagon inattendue, la présence de chats dans les élevages caprins n’a pas influé sur le taux
de séroprévalence vis a vis de T.gondii (p>0,05).

En revanche, une différence significative dans la séroprévalence vis-a-vis du parasite a été
rapportée chez les chévres ayant avorté comparée a celles n’ayant pas avorté (p=0,007),
montrant une séropositivité plus marquée chez les avortantes, ce qui suggére un possible
échec de la gestation du a T.gondii chez cette espece animale.

En comparant les performances des tests ELISA et LAT, nous avons pu montrer que les deux
tests donnent des résultats significativement différents (p<0,05) avec une valeur de Kappa de
0,5 signifiant une concordance juste moyenne entre les deux tests.

Devant cette situation de forte séropositivité vis-a-vis de T.gondii, la chaleur et ’humidité
présentes dans la région semblent jouer le role le plus important dans la maturation et la
survie des oocystes sévissant dans le sol et participant ainsi au maintien d’une prévalence

élevée.

Mots clés : Caprin, Toxoplasma gondii, Séroprévalence, ELISA, LAT, Mila.



Abstract

This study was conducted to determine the seroprevalence and risk factors of the caprine
toxoplasmosis in a region located in the East of Algeria and precisely in the wilaya of Mila.
Between January and April 2017, a sample representing 184 goats has been tested by two
serological technique: the enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) and the latex
agglutination test (LAT). A rate of seropositivity of 71,73% (1C95%, 64%-79,4%) and
63,58% (1C95%, 56.43%- 70.20%) has been obtained by ELISA and LAT respectively.

The analysis of some factors supposed to be in relation with the onset of infection by T.gondii
showed no significant link between these factors and the response in antibody anti-T.gondii.
Unexpectedly, the presence of cats in the farms goats did not affect the rate of seroprevalence
toward T.gondii (p>0.05).

In contrast, a significant difference in the seroprevalence of the parasite has been reported in
goats have aborted compared to those not having aborted (p=0.007), showing a T. gondii
status more marked among aborted, suggesting that T.gondii either a non-negligible cause of
failure of the gestation in this animal species.

By comparing the performance of ELISA and LAT, we have been able to show that the two
tests give results significantly different (p<0.05) with a value of Kappa 0.5 meaning that the
concordance between the two tests is just average.

Before this situation of high T. gondii infection, the heat and the moisture present in the
region seem to play the most important role in the maturation and survival of oocysts is

rampant in the soil and thus participating in the maintenance of a high prevalence.

Key words: Goat, Toxoplasma gondii, Seroprevalence, ELISA, LAT, Mila.
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Introduction

Introduction

La toxoplasmose est signalée dans le monde entier, elle est généralement bénigne chez la
majorité des animaux. Cependant, dans d’autres cas, elle semble étre la cause de la résorption
embryonnaire, la momification, les avortements, les mortalités néonatales ou la naissance de
nouveau-nes faibles et non viables chez les petits ruminants.

La distribution de Toxoplasma gondii protozoaire responsable de cette affection parasitaire
varie beaucoup selon les espéces, les fermes et les pays. Les moutons, les chevres et les porcs
sont les especes les plus sensibles enregistrant les plus fortes séroprévalences et constituent un
danger potentiel pour les humains.

En Algérie, les données sur I’infection par T. gondii chez les humains et les animaux
domestiques utilisés principalement pour la consommation humaine sont rares. La
séroprévalence humaine est estimée a 51,56%. En revanche, aucune étude n'est disponible sur
la séroprévalence de la toxoplasmose animale et son implication comme origine probable des
avortements chez les animaux de la ferme.

Les études sur les facteurs de risque pour les cas de toxoplasmose humaine sont relativement
liées & une infection alimentaire lors de la consommation de viande crue ou insuffisamment
cuite pouvant contenir des kystes a bradyzoite (Slifko et al., 2000; Tenter et al., 2000; Ogendi
et al., 2013).

La consommation de lait ou des sous-produits de lait contenant des tachyzoites de T.gondii
peut causer l'infection chez les animaux et les humains (Dubey et Beattie, 1988; Ataseven et
al., 2006).

La toxoplasmose chez les chévres est plus largement étudiée en raison de son importance pour
la santé humaine, car la consommation du lait de chévre est recommandée généralement aux
enfants allergiques au lait de vache mais aussi en raison de ses vertus thérapeutiques connues
et des habitudes alimentaires traditionnelles des villageois.

De plus, selon Smith (1993), la viande ovine et de lait caprin infectés semblent étre considéré
comme la principale source d'infection pour I’homme.

Par ailleurs, en Algérie, la consommation de viande insuffisamment cuite est considérée
comme un facteur de risque majeur pour une infection par T.gondii chez la femme enceinte
(Messerer et al., 2014).

Par conséquent, une étude sur T. gondii chez le bétail est nécessaire afin de détecter le risque
potentiel d'infection humaine, surtout quand on sait que la consommation de viande

insuffisamment cuite et de lait cru sont une tradition populaire chez les citoyens de la région.



Introduction

A ce jour, aucune mesure de protection n'a été prise par les agriculteurs chez les différents

troupeaux car les répercussions sanitaires et économiques de cette maladie sont inconnues.

Notre travail se résume en une contribution a la connaissance de la circulation de T.gondii au
sein des élevages caprins dans la région de Milla a travers une étude sur la réponse en
anticorps spécifiques de T.gondii par deux tests sérologiques différents (I"ELISA et le LAT).
Cette étude nous a permis aussi d’étudier les facteurs de risque de transmission de cette
infection protozoale et de son role trés probable dans les phénoménes d’avortement observés
sur terrain.

Enfin, un autre but a été tracé est celui de I’évaluation des performances des deux tests ELISA

et LAT dans la détection de I’infection toxoplasmique chez les caprins.
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I. Définition et importance
I.1. Définition

La toxoplasmose est une anthropozoonose ubiquitaire largement répandue dans le monde, de
plus en plus préoccupante dans le domaine de la médecine humaine et vétérinaire, causée par
un parasite protozoaire intracellulaire obligatoire, Toxoplasma gondii, devenue ces derniéres
années une maladie opportuniste majeure. Cette infection parasitaire est généralement
asymptomatique chez les individus immunocompétents mais elle peut se révéler fatale, en
absence de traitement, chez les patients immunodéprimés (sidéens, patients greffés ou atteints
d'un cancer). La toxoplasmose encéphalique est le syndrome clinique le plus fréquent chez les
sideens, développé par 20 a 50% des patients (Luft et Remington, 1992).

Elle est responsable des pertes économiques majeures chez toutes les catégories de bétail en
particulier chez les moutons (Buxton, 1990), elle a une pertinence économique tant pour la
médecine vétérinaire que pour la médecine humaine. La toxoplasmose acquise chez les ovins,
les caprins et les équins est subclinique, mais la fievre, l'ataxie, la dégénérescence rétinienne
et I'encéphalomyélite peuvent se développer (Hill et al., 2005). Les moutons et les chévres
peuvent acquérir I’infection sur des paturages contaminés et / ou par la consommation d'eau
contaminée par des oocystes d'origine féline (Vesco et al., 2007).

L’infection toxoplasmique chez 1’homme se produit le plus souvent par ingestion de viande
infectée, des aliments souillés par de la terre contenant les oocystes ou par transmission
congenitale de la mére au feetus. Les deux principaux organes cibles du parasite sont le
cerveau et I’ceil ou T. gondii peut causer une encéphalite et une rétinochoroidite (Luft et
Remington, 1992).

1.2. Importance

L’infection par Toxoplasma gondii est trés répandue chez ’homme et existe partout dans le
monde. L’incidence de cette infection varie en fonction de la zone géographique. En Europe,
la séroprévalence chez ’homme est élevée, allant jusqu'a 54% dans les pays du sud de
I’Europe, mais est plus faible dans les pays Nordiques tel la Suéde ou la Norvege (5-10%)
(Jenum, 1998; Evengard, 2001). Sur le continent Ameéricain, la séroprévalence de T. gondii
reste limitée aux Etats-Unis (16-40%) tandis qu’elle atteint 50 & 80% de la population dans les
pays d’Amérique centrale et d’Amérique du sud (Jones, 2003 et Bahia-Oliveira, 2003). De
fagon genérale, la probabilité et la frequence de contact avec le parasite est élevée parmi les
populations vivant dans des milieux socio-économiques pauvres pouvant étres contaminés par

des eaux souillées (McQuillan, 2004). La France, avec une séroprévalence de 1’ordre de 55%,
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fait figure d’exception. Dans ce dernier cas, la forte séroprévalence de T. gondii est
probablement due & des habitudes alimentaires notamment la consommation de viande
saignante (Zuber, 1995; Berger, 2007).

e Importance médicale et économique chez les petits ruminants

La gravité de la toxoplasmose chez les moutons et les chevres est associée au stade de la
gestation. L'infection au stade précoce de la gestation peut entrainer la mort, la résorption et
I'avortement feetale, alors que 1'infection au stade ultérieur de la gestation peut ne pas avoir
d'effet clinique et les agneaux sont généralement infectés et immunisés (Dubey et Beattie,
1988; Buxton et al., 2007).

Chez les petits ruminants, la toxoplasmose est une source majeure d'avortement et de
mortinatalité, mais une infection subclinique peut également se produire chez les animaux
adultes (Buxton, 1990; Hassig et al., 2003; Innes et al., 2007). Les taux de mortalité (y
compris l'avortement caprin et la mortalité néonatale) chez les troupeaux affectés peuvent
atteindre 50%, et dans des cas subcliniques, ces pertes sont faibles (Radostits et al., 1994).
Cependant, la maladie est bénigne si les oocystes sont ingérés par une brebis non gestante.
Cette derniere héberge alors des bradyzoites et s’immunise. Si la brebis est gestante, les

conséquences de 1’infection peuvent devenir séveres (Owen et al., 1998).

e Importance sanitaire : la toxoplasmose est une zoonose majeure

La contamination de ’homme dépend de son mode de vie et ses habitudes alimentaires
(Tenter et al., 2000). En effet, I’lhomme peut étre contaminé en ingérant des oocystes rejetés
par les chats ou en consommant de la viande ou des visceres peu cuites et contenant des
kystes a bradyzoites, ou encore en consommant du lait non pasteurisé d’animaux infectés par
des tachyzoites (Dubey, 1994). Les chévres sont des animaux économiquement importants
dans de nombreux pays et constituent la principale source de viande et de lait aux populations
islamiques (Neto et al., 2008), ces denrées est une source importante d'infection par
Toxoplasma chez les humains ou la consommation de lait de chévre non pasteurisé est
courante en raison des traditions culturelles (Pal et al., 1995, 1996; Dubey, 1996;
Jittapalapong et al., 2005; Ghoneim et al., 2009).

Des enquétes sérologiques ont été menées dans diverses parties du monde et montrent que
plus d'un tiers de la population humaine posséde des anticorps contre T. gondii. Cette forte
séroprévalence chez I'nomme démontre son importance en tant que maladie zoonotique
(Bisson et al., 2000).
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Souvent bénigne, la toxoplasmose peut parfois étre tres grave, essentiellement chez les
personnes immunodéprimées. La contamination d’une femme enceinte, si elle a lieu a un
stade précoce de la grossesse, peut conduire a un avortement. A un stade plus avancé, 1’enfant
peut naitre viable mais développer des lésions oculaires et nerveuses. Il s’en suit donc un
retard mental ou une perte de la vision dans les premiéres années de vie (Dubey, 1994).

En conclusion, la toxoplasmose est une maladie essentielle & étudier car outre son importance
économique en élevage, elle a aussi une importance sanitaire puisqu’il s’agit d’une zoonose

dont les conséquences sont majeures.

I1. Historique et taxinomie

Toxoplasma gondii fut découvert pour la premiere fois chez le rongeur africain Ctenodactylus
gundii par Nicolle et Manceaux en 1908 a I’Institut Pasteur de Tunisie (Nicolle et Manceaux,
1908) et chez le lapin par Splendor au Brésil (Splendor, 1908). Au cours des années suivantes,
il fut observé chez de nombreux animaux mais ce n'est qu'en 1923 qu'un ophtalmologiste
découvre sa présence dans des lésions oculaires chez un enfant (Janku, 1923). Des 1941,
Sabin décrit le premier cas d'encéphalite toxoplasmique et montre que T. gondii est la seule
espéce du genre Toxoplasma (Sabin, 1941). Le cycle naturel du parasite ne fut expliqué qu'en
1970 par Frenkel et Hutchinson aprés la découverte des oocystes et du réle du chat comme
hote définitif (Frenkel et al., 1970; Hutchinson et al., 1970). Le r6le de la consommation de
viande insuffisamment cuite dans I’infection humaine n’a été clairement identifi¢ que dans les
années 1960 (Desmonts et Couvreur, 1965). Le diagnostic de la toxoplasmose chez I’Homme
a éte effectué pour la premiére fois en 1939 (Wolf et al., 1939).

Dans un premier temps, il s’est appelé Leishmania gondii du fait de sa grande ressemblance
avec le parasite Leishmania. Un an plus tard, il fut rebaptisé Toxoplasma gondii du grec «
toxon » (arc) et « plasma » (forme) (Nicolle et Manceaux, 1909).

Il a été rattaché au phylum des Apicomplexes majoritairement constitué de parasites
intracellulaires obligatoires (Levine, 1977), a la classe des Coccidies grace a des études de
microscopie électronique et plus précisément aux Coccidies formant des kystes tissulaires
(Barta, 2001; Tenter et al., 2002).

Finalement, sa classification systématique actuelle est la suivante (Barta, 2001; Su et al.,
2003) :

Régne : Protista

Phylum : Apicomplexa

Classe : Coccidia
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Famille : Sarcocystidae
Sous-famille : Toxoplasmatinae
Genre : Toxoplasma

Espéce : Toxoplasma gondii

I11. Toxoplasma gondii

I11.1. Morphologie et résistance

Toxoplasma gondii (T. gondii) est un parasite protozoaire intracellulaire obligatoire des
cellules nuclées (Sabin et Olitsky, 1937; Dubey et al., 1998). C’est un parasite qui infecte
tous les animaux sauvages et domestiques homéothermes, c’est-a-dire les mammiféres et les
oiseaux (Montoya et Liesenfeld, 2004).

Il existe sous trois formes infectieuses : tachyzoite, bradyzoite et sporozoite. Les tachyzoites
sont capables de traverser la barriere placentaire mais, en cas d'ingestion, ils sont
généralement détruits dans I'estomac. Des centaines voire des milliers de bradyzoites (1-3 x 5-
8,5 um) sont enfermés dans des kystes tissulaires qui persistent de fagon chronique chez les
hotes infectés. Huit sporozoites (2 x 6-8 um) sont présents dans chaque oocyste sporulé (11 x
13 um) (Maloney et Kaufman, 1964) (Figure 1).
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Figure 1: Ultrastructure de T. gondii (tachyzoite) (Joiner et Roos, 2002).
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Au cours du cycle, le toxoplasme existe sous trois formes évolutives (Dubey, 1998).
e Le tachyzoite

Il a une forme de croissant et mesure 6 a 8 um de long sur 3 a 4 um de large présente deux
extrémités différentes, [’une arrondie, 1’autre pointue ou conoidale. Il correspond au stade de
multiplication rapide du toxoplasme, par endodyogénie, lors des phases actives de 1’infection,
et la seule forme capable de traverser la barriére placentaire. La partie antérieure du parasite
présente une structure caractéristique du phylum des apicomplexes : le complexe apical qui
comporte le conoide et les organelles sécrétoires (micronemes, rhoptries, granules denses), et
qui participe & la mobilité du parasite et & sa pénétration dans les cellules.

Le tachyzoite s’attache dans un premier temps a la membrane de la cellule hote grace a une
interaction du type ligand-récepteur. Lors de son internalisation, le parasite s’entoure d’une
vacuole parasitophore limitée par une membrane. La formation et I’accroissement progressif
de la membrane de la vacuole parasitophore sont le résultat de sécrétions des rhoptries (celles
du bulbe) et des granules denses (Dubey et al., 1998; Speer et al., 1999).

Les tachyzoites se multiplient toutes les 5 a 10 heures selon les souches (5 heures pour la
souche RH) (Maloney et Kaufman, 1964).

e Le bradyzoite

C’est la forme parasitaire qui se multiplie lentement au sein de I’organisme, en forme de
croissant mesurant 7x1,5um (Ferguson et Hutchison, 1987; Dubey et al., 1998).

Il résulte de la transformation du tachyzoite, qui s’accompagne de la modification de la
vacuole parasitophore, qui s’épaissit par le dépot de matériel granuleux formant une barriere
physique, protégeant les bradyzoites des conditions environnementales et des défenses
immunitaires de I’hote. Ainsi se constitue le kyste toxoplasmique intracellulaire, de structure
sphérique qui peut mesurer de 5 a 100um et contenir jusqu’a un millier de bradyzoites au
métabolisme adapté a une vie quiescente (Tomavo, 2001).

Les kystes se forment dans tous les types cellulaires mais persistent préférentiellement dans
les neurones, les astrocytes, les cellules musculaires et les cellules rétiniennes. Ces kystes
peuvent persister pendant toute la vie de 1’hote et libérer leurs bradyzoites a la mort de la
cellule. Dans ce cas, les toxoplasmes peuvent aller s’enkyster dans d’autres cellules ou étre

détruits par le systéme immunitaire selon le statut immunitaire de 1’hote.

e e sporozoite
Les sporozoites, formes résultant de la multiplication sexuée du parasite, sont contenus dans

une structure résistant aux conditions extérieures, 1’oocyste. Les oocystes non sporulés
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contenant un seul sporoblaste, se développent chez I’hote définitif, les Félidés, avant d’étre
excrétés dans le milieu extérieur ou ils sporulent et peuvent persister plusieurs mois tout en
gardant leur pouvoir infectieux. Les oocystes non sporulés ont une structure sphérique de 10 a
12 um de diametre alors que la forme sporulée mesure de 11 a 13 pm.

Ainsi, les oocystes sporulés contiennent deux sporocystes en forme d’ellipse de 6 a 8§ um et
chaque sporocyste renferme quatre sporozoites (Dubey et al., 1998). L’ultrastructure du
sporozoite est similaire & celle du tachyzoite bien que le sporozoite soit plus riche en

micronémes, rhoptries et granules d’amylopectine (Dubey et al., 1998).

Figure 2 : Stades biologiques de T. gondii : Tachyzoites observés apres coloration au May-
Grinwald-Giemsa (A), Kyste libérant ses bradyzoites apres digestion trypsique de la paroi
(B), et oocyste sporulé contenant deux sporocystes (C) (Villena et Dardé, 2005).

» Reésistance

Les stades infectieux difféerent dans leur résistance aux conditions extérieures. Les tachyzoites
sont les plus faciles & détruire, et les conditions de I'estomac sont généralement suffisantes
pour leur destruction (Dubey, 2010). La pasteurisation ou 1’ébullition détruit les tachyzoites et
les bradyzoites présents dans le lait. Lorsqu'ils sont placés dans un milieu de congélation
optimale, les parasites cultivés en culture cellulaire peuvent étre cryoconservés (Dubey,
2010).

Les kystes tissulaires de T. gondii peuvent étre détruits par des températures égales ou
supérieures a 67°C (Dubey, 2010). La cuisson dans un four a micro-ondes, le salage, le
séchage, et le découpage sont également des moyens plus ou moins fiables pour détruire les
kystes tissulaires (Lundén et Uggla, 1992; Dubey, 2010). La congélation semble détruire les
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kystes de T. gondii a -20°C pendant 54 heures, mais le parasite peut survivre dans des
conditions de gel (Lundén et Uggla, 1992; Dubey, 2010). A + 4°C, les kystes de T. gondii
peuvent rester viables jusqu’a 56 jours dans une solution NaCl a 0,85% (Dubey, 1997).

Les oocystes sporulés sont trés résistants aux conditions environnementales (Yilmaz et
Hopkins, 1972; Frenkel et Dubey, 1973; Dubey, 2010). Dans des conditions naturelles a
I'extérieur, & I'ombre et exposés a une gamme de température de 5,5°C a 35,5°C, les oocystes
ont survécu dans les excréments de chat & découvert pendant 2 mois et demi et presque un an
dans les excréments couverts (Yilmaz et Hopkins, 1972). Des études expérimentales ont
montré que les oocystes restent infectieux jusqu'a 54 mois a + 4°C et pendant quatre semaines
congelés a -21°C mais ils sont détruits en une minute a 60°C (Frenkel et Dubey, 1973; Dubey,
1998). Une étude a montré que la proportion des oocystes survivants aprés 100 jours
d’expérimentation a été estimée a 7,4% dans des conditions séches et a 43,7% dans des
conditions humides (Lélu et al., 2012). L'effet des désinfectants communs sur les oocystes est
faible, les réactifs disponibles n'ont pas d'effet ou ont besoin d'un temps de contact long pour
étre efficace (Dubey, 2010).

I11.2. Cycle infectieux

C’est un cycle hétéroxene facultatif, il peut faire intervenir plusieurs hétes successivement au
cours du cycle ou alors s’entretenir grace a un seul hote.

Il comprend une phase de multiplication asexuée dans les tissus des hotes intermédiaires (tous
les mammiferes, y compris le chat, et les oiseaux) et une phase de multiplication sexuée dans
les cellules épithéliales de 1’intestin des Félidés (Frenkel, 1973; Dubey, 1998).

Le carnivorisme et la transmission verticale a la progéniture sont les modes de transmission
de T. gondii initialement découverts (Weinman et Chandler, 1954; Dubey, 2010). Le r6le des
excréments du chat dans le cycle de vie de T. gondii n’a été découvert que dans les années 60-
70 (Hutchison, 1965; Dubey et al., 1970). L'infection peut étre congeénitale ou acquise par
l'ingestion de kystes tissulaires ou d'oocystes. D’autres moyens d'infection par T. gondii ont
également été reportés comme la transmission par transplantation d'organe, transfusion
sanguine, accidents de laboratoire ou encore secondaires a un coup de couteau du boucher
(Herwaldt 2001; Derouin et al., 2008). Le lait des animaux infectés peut contenir des
toxoplasmes infectieux, et tout type de lait est considéré comme une source potentielle
d'infection s’il n’est pas pasteurisé avant sa consommation (Fusco et al., 2007).

Les voies de transmission du toxoplasme sont de deux sortes (Figure 3) :

e Trois voies de transmission horizontales chez ’Homme
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- Ingestion orale d’oocystes infectieux disséminés dans I’environnement (eau,
végétaux...).
- Ingestion orale de kystes tissulaires contenus dans la viande crue ou peu cuite des
hotes intermédiaires.
- Transmission du parasite par des greffes d’organes ou transfusions sanguines de
donneurs infectés (Tenter, 2000; Heckeroth et al., 2000).
e Une voie de transmission verticale de la meére a son foetus par le passage

transplacentaire des tachyzoites (Martin, 2001).
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Figure 3 : Différentes voies de transmission de Toxoplasma gondii (Tenter, 2000).

111.2.1. Cycle asexué

T. gondii est certainement I’un des parasites qui a le plus large spectre d’hotes intermédiaires.
Tous ces hdtes sont le siege du cycle asexué du parasite qui peut s’infecter soit par ingestion
d’oocystes soit par ingestion de kystes tissulaires. La cinétique du cycle varie en fonction de
la forme infectieuse ingérée, oocystes ou kystes (Tenter et al., 2000).

Apres leur ingestion par I’hote intermédiaire, la paroi des oocystes se rompt dans 1’intestin ;
les sporozoites libérés pénétrent dans les cellules épithéliales intestinales dans les quatre
heures, se transforment en tachyzoites (six a douze heures) qui commencent a se diviser dans
une vacuole parasitophore par des mécanismes d’endodyogénie induisant in fine 1’éclatement
des cellules hdtes. Apres cette phase intensive de réplication asexuée, des tachyzoites
réinfectent les cellules adjacentes dont celles de la lamina propria, point de départ de leur
migration vers le cerveau (Dubey, 1997; Speer, 1998; Radke, 1998; Bout, 1999).

10
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Ces tachyzoites se disseminent rapidement dans tous les organes par I’intermédiaire des
monocytes/ macrophages sanguins et lymphatiques. Aprés une parasitémie bréve, les parasites
s’enkystent dans les tissus, en particulier les muscles striés et le cerveau (Six jours plus tard),
sources de contamination de I’h6te définitif (Dubey, 1998).

Les kystes présents dans les tissus des hotes intermédiaires sont également source de
contamination pour un nouvel hote intermédiaire (mammiféres carnivores ou omnivores,
oiseaux carnassiers). Apres une phase de multiplication active du parasite sous forme de
tachyzoites, ces hétes hébergeront a leur tour des kystes toxoplasmiques quiescents (Dubey,
1998; Martin, 2001).

111.2.2. Cycle sexué

Il a lieu uniquement chez les membres de la famille des Felidae (chats sauvages et
domestiques), hétes définitifs pour le parasite (Dubey et Frenkel, 1976) (Figure 4).

Lorsque les hotes intermédiaires contenant des kystes toxoplasmiques servent de proies a des
félidés (chats ou félidés sauvages), la paroi kystique est digérée par les enzymes
protéolytiques du tractus digestif et les bradyzoites libérés envahissent les cellules épithéliales
et se multiplient dans des vacuoles parasitophores (Freyre et al., 1989), d’une fagon asexuée
par schizogonie. Survient ensuite la transformation des différentes formes asexuées du
toxoplasme en gamétocytes males et femelles (gamétogonie) suivie d’une fécondation. La
différenciation sexuée en macrogamétocytes femelles ou en microgamétocytes males débute
trois a quinze jours aprés la contamination. Dans la lumiére intestinale, les microgamétocytes
liberent des microgametes males flagellés qui peuvent alors fertiliser les macrogametes
femelles contenus dans les cellules épithéliales (Dumetre et Dardé, 2003).

La fécondation conduit a la formation des millions d’oocystes non sporulés (non infectieux)
qui vont étres libérés dans la lumiére intestinale, et excrétés dans les féces des felidés 3 4 5
jours apres ’ingestion de kystes et cela pendant 7 a 15 jours. Dans le milieu extérieur et a
température ambiante (15-25°C), et en fonction des conditions hygrométriques et d’aération,
ces oocystes subissent une maturation et deviennent infectieux en 1 a 5 jours aprés leur
émission par un processus appelé sporogonie qui permet la formation de sporozoites
(sporulation) (Lindsay et al., 1991; Lindsay et al., 1993; Dubey, 1998).

Les oocystes sporulés contiennent des sporocystes renfermant chacun 4 sporozoites haploides.
Les oocystes sporulés, tres résistants aux agents physiques et chimiques, peuvent a leur tour,

rester quiescents pendant plus d’une année dans le sol.

11
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Les sporozoites sont infectieux et contaminent ’homme et les animaux, apres leur ingestion,
ils se transforment en tachyzoites, formes réplicatives du parasite (Courret et al., 2006). Le
cycle peut s’entretenir uniquement par la présence de Félidés dont le chat est a la fois hote
définitif en excrétant des oocystes non sporulés et hote intermédiaire en ingérant des oocystes
sporulés. Dans ce cas, la période prépatente est plus longue (18 a 49 jours) (Frenkel, 1973;
Dubey, 1998).

Des infections expérimentales ont montré que les félidés excretent des oocystes dans les feces
trois a dix jours aprés ingestion de bradyzoites, dix-huit jours aprés ingestion d’oocystes
sporulés et treize jours apres ingestion de tachyzoites (Dubey et al., 1998).

Un chat peut produire plusieurs millions d’oocystes, la plupart du temps sans signes cliniques,
apres 1’ingestion d’un seul kyste tissulaire. Cependant, cette excrétion a lieu sur une courte
durée (une a deux semaines) dans la vie du chat. On estime qu’a un moment donné et dans
une population donnée, 1 % a 2 % des chats excretent des oocystes, ce qui est suffisant pour
assurer une contamination efficace du milieu extérieur (Hill et Dubey 2002; Dumétre et
Dardé, 2003).
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Figure 4 : Cycle évolutif de T. gondii (Adapté d’aprés Robert-Gangneux et Dardé, 2012).
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111.3. Génotypes et virulence

Les souches de T. gondii sont classées en trois génotypes caractérisés par leur virulence in
vivo en phase aigué : hautement virulentes (type 1) et non virulentes (types Il et 111). En effet,
les souches virulentes sont définies par une DL100 d’un seul organisme viable tandis que les
souches non virulentes ont des DL50 de plus de 103 (Sibley et Boothroyd, 1992; Sibley,
2003).

Les souches de type I (souche RH) sont hautement virulentes chez les souris non congéniques
et potentiellement chez I’homme. Les souches de types II et III sont relativement avirulentes
et établissent des infections chroniques. Le type Il (souches ME49, 76K) est plus commun
que le type 11, tant chez les animaux infectés que dans les cas de toxoplasmose humaine. Le
type Il (souche M7741) est largement confiné aux animaux (Grigg et al., 2001; Sibley,
2003).

Ces trois souches sont des lignées clonales qui avaient probablement un ancétre commun il
y’a 10000 ans. Elles conserveraient leur clonalité grace a deux adaptations :

1) les hotes intermédiaires sont généralement infectés par une seule souche, ainsi lors de leur
ingestion par un chat, I’infection est monotypique et ne produit pas de nouveaux génotypes.

2) la transmission directe entre les hotes intermediaires successifs rend le chat facultatif dans
le cycle de vie du parasite, occultant ainsi le cycle sexuel et le risque inhérent de génération
de nouveaux génotypes (Sibley et Boothroyd, 1992; Sibley, 2003).

La proximité des trois types de souches est révélée par le fait qu’elles ne possedent que deux
alleles différents pour n’importe quel locus. De plus, ces alléles eux-mémes sont hautement
similaires puisque identiques a environ 98 % au niveau nucléotidique (Sibley, 2003). Cette
faible variation peut s’expliquer par le fait que la plupart des souches actuelles dérive d’un
seul croisement génétique entre deux souches parentales (Grigg et al., 2001)

Si plus de 94 % des souches entrent dans ces trois génotypes, il existe également des souches
rares ou atypiques, isolées d’espéces exotiques ou de régions géographiquement reculées. Ces
souches sont des recombinants des types I, Il et 1l (Grigg et al., 2001). Cependant, ces
souches exotiques remonteraient a un million d’années. Ainsi, apparues avant les trois lignées
actuelles, elles représenteraient plus vraisemblablement un état ancestral (Sibley, 2003).

La virulence de T. gondii différe selon le génotype (1, 11 ou Il1), elle est déterminée sur la base

de la DL50 chez la souris ;
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Les souches de type | qui sont caractérisées par une importante virulence chez la
souris telle que la souche RH. Les parasites de cette souche forment rarement des
kystes. Chez la souris, ils entrainent une mort rapide en phase aigu€ de 1’infection.

Les souches de type Il comme la souche 76K sont moyennement virulentes, ces
parasites n’induisent la mort en phase aigué qu’a forte dose ou seulement si les souris
ont une sensibilité accrue a I’infection aigué (ex. C57BL/6). Elles sont responsables de
la phase chronique de la toxoplasmose.

Les souches de type III et atypiques sont d’une virulence intermédiaire entre les

souches de type | et les souches de type II.
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|. Epidémiologie

I.1. Epidémiologie descriptive

Tous les vertébrés homéothermes, mammiferes et oiseaux, y compris I’Homme peuvent étre
infestés par le toxoplasme. Des études ont par ailleurs montré la résistance du parasite (sous
sa forme tachyzoite) chez des animaux poikilothermes dont la température était maintenue a
37°C, sans pour autant prouver 1’adaptation du parasite, et donc sa multiplication, chez ces
animaux (Vermeil, 1953).

Le plus souvent la toxoplasmose est une maladie sporadique : la plupart des infections sont
asymptomatiques et ne se déclarent cliniguement que de facon isolée. Pourtant, en parc
zoologique, il n’est pas rare que plusieurs animaux soient touchés en méme temps apres la
consommation d’une méme source de nourriture contaminée. On parle alors d’apparition

enzootique.

1.2. Epidémiologie analytique

1.2.1. Sources de parasites

Il existe trois sources majeures de contamination : les chats et les félins sauvages disséminent
plusieurs millions d’oocystes dans I’environnement (sol, eaux, végétaux). Ces oocystes ont
besoin d’au minimum 24h pour étre infectants. On estime que 1% des chats sont excréteurs
d’oocystes a un moment donné, et pendant une période relativement courte. 1l a été montré
que les insectes pouvaient étre responsables de portage passif des oocystes, notamment des
mouches, des blattes et des cafards (Wallace, 1971). Le chat lui-méme peut transporter des
oocystes infectants sur son pelage. Cependant, Dubey a montré que 7 jours apres la fin de
I’excrétion, ces oocystes n’étaient pas retrouvés sur les poils (Dubey, 1995).

Les tissus des hotes intermédiaires infectés et contenant des kystes avec des bradyzoites
représentent une source considérable de parasites pour les animaux carnivores et omnivores.
Chez ’'Homme, la consommation de viande mal cuite est le principal mode de contamination.
Les viandes de mouton et de porc sont considérées comme les plus a risque.

Le lapin et la volaille domestique sont également sensibles a la toxoplasmose et représentent
potentiellement une source de contamination pour ’Homme et I’animal. Notons enfin que les
oiseaux et les rongeurs sauvages sont une source de contamination potentielle pour tous les
animaux prédateurs (AFSSA, 2005).

Enfin, le sang contenant des tachyzoites est une source de contamination possible de la

toxoplasmose. C’est le cas lors de primo-infection chez les mammiféres femelles qui
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contaminent ainsi le feetus in utero. Mais aussi, plus rarement, lors de prédation d’un hote

intermédiaire atteint d’une toxoplasmose aigué (Tenter, 2000).

1.2.2. Facteurs de réceptivité

e Age
11 existe peu de données sur le role de 1’age dans 1’infection a Toxoplasma gondii. Cependant,
chez les chats, I’infection d’un jeune animal conduit plus fréquemment a une toxoplasmose
aigueé.

e Espece
Toutes les espéces de mammiféres et d’oiseaux sont sensibles a la toxoplasmose
particulierement certains animaux domestiques (les petits ruminants, le hamster et le lapin).
Chez les oiseaux, des cas de toxoplasmoses sévéeres ont été rapportés chez le pigeon et le
canari (Dubey, 2002).

e Immunodépression
Chez le chat immunodéprimé, coinfecté par le virus de la leucose féline (FeLV) ou de
I’immunodéficience féline (FIV), une étude expérimentale a montré que les signes cliniques
de la toxoplasmose étaient plus séveres. Cependant, une infection par des rétrovirus n’entraine
pas une réactivation d’une infection antérieure (Davidson, 1993). Le role des traitements
immunosuppresseurs dans la réactivation de kystes et I’apparition de toxoplasmose clinique a
également éeté rapporté. Par exemple, Barrs décrit en 2006 deux cas de toxoplasmose chez des
chats traités a ’aide de ciclosporine.
Remarque : Un chat infesté par certaines autres coccidies, comme par exemple Isospora felis,

peut réexcreter des oocystes de toxoplasmes en 1’absence de signes cliniques (Dubey, 2002).

1.2.3. Facteurs favorisants

e Présence de Félidés
Les Félidés sont les seuls hotes définitifs connus dans le cycle de la toxoplasmose. Ils ont
donc le réle essentiel de pouvoir disséminer dans 1’environnement des millions d’oocystes
entrainant ainsi la contamination d’hdtes intermédiaires. Cependant, ils ne sont pas
indispensables pour I’entretien du cycle et d’autres voies de contamination sont décrites dans

lesquelles ils n’interviennent pas (Baril, 1999).
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e Mode de vie et alimentation
Le facteur de risque le plus important est la consommation de viandes crues ou mal cuites,
surtout la viande de mouton. Viennent ensuite la consommation de crudités mal lavées et une
mauvaise hygiene des mains.

e Fluctuations climatiques
Différentes études chez ’'Homme ont montré que les séroprévalences étaient plus élevées
dans les régions a climat chaud et humide que dans les régions a climat froid et sec. Ceci
s’explique en partie par la résistance des oocystes dans ces conditions. D’autres facteurs sont
a considérer pour expliquer les séroprévalences différentes observées : 1I’importance de la
population féline dans ces régions, I’age des sujets, leur mode de vie ou leurs habitudes

alimentaires par exemple (AFSSA, 2005).

1.3. Modes de contamination

Le cycle met en évidence deux possibilités de contamination (ingestion d’oocystes ou de
kystes). A ces circonstances habituelles, on peut ajouter deux autres modes de contamination :
par un passage transplacentaire des tachyzoites au cours de la gestation en primo-infection et

une transmission plus rare au cours d’une greffe ou lors d'une transplantation (Baril et al.,

1996).

1.3.1. Voie digestive

La voie orale est la voie de prédilection pour la contamination par T. gondii. Une analyse
multivariée a mis en évidence trois principaux facteurs de risque d’acquisition de la
toxoplasmose : la viande de mouton ou de beeuf consommeée mal cuite, une hygiéne incorrecte
pour le lavage des mains et des instruments de cuisine et une consommation fréquente de
crudités. Cette contamination peut avoir lieu soit suite a une ingestion de kystes soit suite a

une ingestion d’oocystes.

« Contamination par les kystes

Les kystes, trés résistants, sont responsables de la contamination par les viandes crues,
saignantes ou non congelées. La température de cuisson joue aussi un role dans la
contamination. Une étude réalisée en 1990 par Dubey a permis d’établir une courbe de
destruction thermique. Il faut atteindre une température de 67 °C au cceur de la viande pour
avoir une inactivation totale des kystes (Afssa, 2005). En revanche, une conservation de la
viande dans le réfrigérateur (+ 4 °C) ne détruit pas les kystes. Il existe trés peu voire pas de

risque de contamination par absorption de lait de vache car il est généralement bouilli ou
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pasteurisé. Les ceufs de poule crus sont quant a eux une source importante de Salmonelles

mais présentent tres peu de risque de transmission de la toxoplasmose (Hill et Dubey, 2002).

« Contamination par les oocystes

Les oocystes sont eux aussi responsables de la contamination par la voie digestive. Cette
contamination est essentiellement indirecte car elle implique un contact avec des fruits ou des
légumes crus mal lavés, une eau de boisson souillée, une hygiéne des mains insuffisante apres
un contact avec le sol (jardinage) ou lors de contact avec un animal en particulier avec un
chat.

1.3.2. Voie transplacentaire

Les tachyzoites sont la seule forme parasitaire capable de passer la barriére placentaire.
Cependant, ce passage ne peut avoir lieu que lors de la primo-infection de la mere.

Le risque de transmission croit régulierement avec 1’age gestationnel auquel survient la
primo-infection toxoplasmique. La gravité de l'infection du feetus est fonction du stade de 1a
gestation au moment de la contraction de la toxoplasmose. La structure et 1’irrigation
placentaire évoluent durant la gestation expliquant la fréquence croissante de transmission

feetale en fonction de la période de contamination.

1.3.3. Greffe d’organe et transfusion

La transmission peut également avoir lieu lors de transfusions sanguines ou de
transplantations d’organes, par exemple par I’implantation d’un organe ou de moelle osseuse
d’un donneur infecté chez un receveur immunodéprimé.

Exceptionnellement, il a été rapporté quelques cas de contamination au cours de transfusion
de produits sanguins. Cette contamination peut s'expliquer par le fait que les produits
transfusés contiendraient des tachyzoites provenant d’une contamination récente (Hill et

Dubey, 2002).

1.4. Incidence de la Toxoplasmose

1.4.1. Incidence chez I’animal

La seroprévalence mondiale, notamment chez les animaux de rente, est difficile a estimer
étant donné la variabilité existant entre les pays. Cependant, des études récentes menées par
pays sont disponibles. En Malaisie, en Chine et en Inde, la séroprévalence chez les vaches est
tres faible, entre O et 3,8 % (Normaznah et al., 2004; Yu et al., 2007; Sharma et al., 2008). En

revanche, la Serbie et I’Iran du Nord présentent des taux de séroprévalence élevés de 84,5 et
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35 % chez les moutons, respectivement, et de 76,3 % chez les vaches en Serbie (Klun et al.,
2006; Sharif et al., 2007).

Les pertes chiffrées dues a des infections a T. gondii sur les exploitations sont également
rares. En Uruguay, le pourcentage de brebis séropositives avant accouplement est de 28,7 %
et passe a 38,5 % apres I’agnelage, représentant une incidence de 9,8 %. Ainsi les pertes dues
au parasite lors de la gestation ont été estimées entre 1,4 et 4,7 millions de dollars pour le pays
entier (Freyre et al., 1999).

Des études de séroprévalence ont été menées dans de nombreux pays du monde sur
différentes espéces animales, en raison de son importance dans le secteur de I'élevage (Bisson
et al., 2000; Figliuolo et al., 2004; Ivana et al., 2006; Sharif et al., 2006; Spisak et al., 2010;
Berger-Schoch et al., 2011). Le tableau suivant resume la séroprévalence observee chez les

caprins dans différentes régions du monde.

Tableau 1 : Séroprévalence de T. gondii chez le caprin dans les différentes régions du monde.

Zhou et al. (2015) China 17.6
Dubey et al. (2011) USA (Virginia) 234 534
Prelezov et al. (2008) Bulgarie (Stara Zagora) 364 59,8
Karaca et al. (2007) Turke (Van) 98 80.61
Bawm et al. (2016) Myanmar 114
Hamilton et al. (2014) Caraibe (Grenade) 57
van der Puije et al. Ghana 526 26.8
(2000)

Deng et al. (2016) Allemagne(Netherlands) 1664 13.3
Hove et al. (2005) Zimbabwe 335 67.9
Mainard et al. (2003) Brésil (Sa”o Paulo) 14.5
Dubey et Adams (1990) USA (Washington) 1000 22.1
Younis et al. (2015) Egypte (Dakahlia) 50.6
Ghoneim et al. (2009) Egypte (EI Fayoum) 24 41.7
Boughattas et al. (2011) Tunisie 158 17.7
Stormoen et al. (2012) Norvege 17
Lopes et al. (2013) Portugal 18.5
Tzanidakis et al. (2012) Gréce 30.7
Mancianti et al. (2013) lItalie 60.6
Davous et al. (2014) Sénégal (Sine-Saloum) 52 15
Zhao et al. (2011) China (Shaanxi) 751 14,1
Zia-Ali et al. (2007) Iran (Isfahan) 35 14.2
Kaman et al. (2010) Borno state, Nigeria 110 4.6
Ramzan et al. (2009) Pakistan(Punjab) 110 25.4
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Sanad et Al-Ghabban  Arabie Saoudite (Riyadh) 290 51.7
(2007)

Chikweto et (2011) West Indies (Grenada) 180 42,8
Cavalcante et al. (2008) Brésil (Ceara) 2362 25,1
Jittapalapong et al. Thailande (Satun) 631 27.9
(2005)

Teshale et al. (2007) Ethiopie (sud et centre) 641 74,8
Lahmar et al. (2015) Tunisie (Gafsa) 32 34.5

1.4.2. Incidence chez ’homme

¢ Incidence chez la femme enceinte
La prévalence de la toxoplasmose congénitale est de 1 a 10 pour 10 000 naissances aux Etats-
Unis (Carruthers, 2002; Mets et Chhabra, 2008). En France, une étude sur plus de 300 enfants
a montré que 24% des enfants nés de meres ayant subi une séroconversion en cours de

grossesse présentaient une toxoplasmose congenitale (Wallon et al., 2004).

e Incidence chez ’immunodéprimé
La toxoplasmose de I’'immunodéprimé concerne deux types de populations : les patients
atteints du SIDA et les patients transplantés.
Des ¢études montrent qu’environ 10% des personnes atteintes du SIDA meurent de
toxoplasmose aux Etats-Unis et plus de 30% en Europe (Hill et Dubey, 2002), taux qui sont
certainement a moduler depuis la mise en place de la quadri-thérapie. Tous les organes
peuvent étre touchés mais 1’encéphalite toxoplasmique est I’infection opportuniste du systéme

nerveux central la plus courante (Carruthers, 2002).

I1. Aspects cliniques et nécropsiques

I1.1. Manifestations cliniques chez I’animal

Tous les animaux a sang chaud, mammiféres et oiseaux, peuvent étre infectés par le
toxoplasme. Leur sensibilité varie en fonction de la dose infectante mais surtout de 1’espece.
Quelque soit I’espece animale, les manifestations pathologiques de la toxoplasmose sont
comparables a celles observées chez I’lhomme. Chez la brebis et la chévre, la toxoplasmose
congénitale est la principale cause d’avortements (Buxton et Finlayson, 1986).

Parmi les especes d’élevage, la toxoplasmose touche plus particulierement les ovins, les
caprins et les porcins. Elle peut provoquer des encéphalites, des pneumonies ou des mortalités
néonatales chez ces animaux. Il s’agit de plus d’une des causes principales d’avortement chez

les brebis et les chevres (Dubey, 1990).
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11.1.1. Chez les petits ruminants

La toxoplasmose est I’une des causes principales de mortalité feetale et d’avortements chez les
ovins et les caprins. Chez la brebis, I’ingestion d’au moins 200 sporocystes de T. gondii
pendant la gestation peut causer une primo-infection (McColgan et al., 1988; Dubey, 2008;
Innes, 2010). Ainsi entre 1983 et 1989, 14 a 18% des avortements spontanés chez la brebis
ont été attribués a une infection par le toxoplasme (Dubey, 1990).

La maladie est bénigne si les oocystes sont ingérés par une brebis non gestante, cette derniére
héberge alors des bradyzoites et s’immunise. Si la brebis est gestante, les conséquences de
I’infection peuvent devenir séveres et sa manifestation clinique dépend du stade de gestation
(Owen et al., 1998).

La maladie peut se manifester par de I’infertilité si I’infection a lieu au début de la gestation.
Dans tous les cas, la brebis s’immunise de facon durable, aprés la premicre infection.

Les oocystes sporulés ingérés par une brebis gestante sensible sont capables, chacun d’eux, de
libérer huit sporozoites. Quatre jours plus tard, les tachyzoites se retrouvent dans les ganglions
mésentériques, ou ils se multiplient (Dubey, 1984), et ils sont ensuite libérés dans le sang pour
provoquer une parasitémie, qui peut durer du 5éme au 12eme jour apres l'infection, en
disséminant le parasite dans de nombreux tissus (Dubey et Sharma, 1980; Reid et al., 1982;
Wastling et al., 1993). Dans la phase aigué, les brebis développent une fiévre qui peut
persister jusqu’a j10 post-infection (Mévélec et al., 2010). La cessation de la parasitémie
coincide avec l'apparition d'une réponse immunitaire protectrice et I'infection persiste ensuite
par formation des kystes tissulaires. Cependant, chez la brebis gestante, l'infection peut
s'établir dans I'utérus gravide ou les réponses immunologiques maternelles peuvent étre
altérées et la capacité du feetus, avec son placenta, a reconnaitre et a réagir au parasite est
négligeable aux premiers stades mais se développe progressivement avec le temps pour que
les agneaux soient nés immunocompétents (Salami et al., 1985).

Initialement, les toxoplasmes parasitent les septas caronculaires, les tissus maternels du
placentome, avant d'envahir les cellules trophoblastiques adjacentes des villosités feetales et
de reste du feetus (Buxton et Finlayson, 1986). Les cotylédons sur le placenta montrent
¢galement des 1ésions visibles a I'ceil nu (Buxton, 1991).

En effet, chez les animaux gestants, lorsque la primo-infection a lieu dans les 40 a 50
premiers jours de gestation, le feetus meurt et est soit expulsé soit résorbé, ce qui passe
géneralement inapercu, la brebis étant considérée comme stérile pendant la saison. Si la
contagion survient entre le 50éme et le 120éme jour de gestation, on assiste a des avortements

tardifs autour du quatriéme mois ainsi qu’a des naissances d’agneaux non viables qui meurent
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a 3 ou 4 jours. En revanche, lors d’infections pendant le dernier mois de gestation, lorsque
I'immunité feetale est relativement bien développée, la progéniture étant normale mais infectée
et immunisée. Les toxoplasmoses sont inapparentes, sans aucun symptéme, ou avec une
simple fiévre, des douleurs musculaires, ou des écoulements nasaux et oculaires pendant un a
deux jours (Rozette et al., 2005).

L'avortement et la mortalité néonatale chez les chévres sont essentiellement similaires a ceux
observés chez les moutons, qu'ils se produisent naturellement (Munday et Mason, 1979;
Dubey, 1981; Dubey et al., 1981a; Chhabra et Gautam, 1984; Nurse et Lenghaus, 1986)

Lors d'une infection aigué chez les chévres, les toxoplasmes peuvent étre excrétés dans le lait
(Skinner et al., 1990) et étre une source possible d'infection humaine en cas de non
pasteurisation (Skinner et al., 1990). De plus, au moins expérimentalement, les toxoplasmes
peuvent étre présents dans le sperme du bouc pendant un temps variable aprées l'infection
(Dubey et Sharma, 1980), mais leur importance épidémiologique, comme chez le mouton
peut étre tres faible (Blewett et al., 1982).

11.1.2. Chez les félins

Le chat, hote définitif peut également, présenter occasionnellement des troubles digestifs en
relation avec la multiplication du parasite au stade asexué dans la muqueuse de I’intestin gréle
(Dubey et Frenkel, 1972; Peterson et al., 1991).

Chez le chat domestique, la toxoplasmose clinique associée a la phase intestinale est rare.
Cependant, dans certains cas une diarrhée passagére pendant la phase d’excrétion peut
survenir.

La phase extra intestinale, qui correspond a la multiplication asexuée du parasite dans les
tissus, peut conduire a une toxoplasmose disséminée. Les signes cliniques décrits sont :
hyperthermie, adénopathies, broncho-pneumonies, troubles digestifs, atteintes nerveuses et
oculaires (uvéite antérieure, choriorétinite). Ces troubles sont plus fréquemment observés
chez les chatons et les chats immunodéprimés (FIV, FelV, PIF).

De plus, plusieurs auteurs rapportent des cas de toxoplasmose disséminée chez de jeunes
chats Manuls (Otocolobus manul) en captivité (Kenny, 2002; Kik, 2007). Une étude dans leur
milieu naturel (en Mongolie) a montré que les séroprévalences de 1’infection a Toxoplasma
gondii étaient tres faibles a nulles chez les chats Manuls sauvages, les chats domestiques et les

rongeurs sauvages (Brown, 2005).
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Cependant, d’autres auteurs ont €voqué le réle d’une immunodéficience a composante
génétique pour expliquer la forte sensibilité de I’infection chez les chats Manuls (Ketz-Riley,

2003).

11.1.3. Chez le chien

La toxoplasmose est souvent associée a une immunodépression ou a la maladie de Carré.

Le tableau clinique est dominé par des troubles neurologiques : ataxie, parésie, paralysie,
convulsions. Les symptdmes sont comparables & la néosporose, pathologie plus fréquente

chez le chien.

11.1.4. Chez les Oiseaux

Les cas de toxoplasmoses asymptomatiques sont majoritaires chez de nombreuses especes
d’oiseaux. Cependant des formes aigués atypiques sont décrites chez certaines espéces de
Passériformes comme chez le canari (Serinus canarius) et chez des Colombiformes comme le
pigeon. Chez le canari, de nombreux cas de cécité toxoplasmique ont été rapportés associés
ou non a des encéphalites se traduisant par des signes nerveux (torticolis, marche en cercle,
convulsions). Le tableau clinique peut également étre caractérisé par des signes non

spécifiques : anorexie, amaigrissement et diarrhée (Dubey, 2002).

11.1.5. Chez les autres mammiféres

Il existe des rapports contradictoires a propos de la toxoplasmose chez les bovins et les
chevaux. Selon certaines études, chez les bovins, on ne peut observer qu’une fievre modérée
et une anorexie dans une infection expérimentale. Les bovins ne manifestent pas de signes
cliniques lors d’une infection naturelle (Stalheim et al., 1980). Les signes sont plus intenses
chez le veau avec une fiévre et une détresse respiratoire (Costa et al., 1977). La transmission
feetale chez les bovins n’est pas trés importante dans les conditions naturelles car I’isolement
de T. gondii n’a été obtenu que deux fois, aux Etats Unis et au Portugal (Canada et al., 2002).
Par ailleurs, aucun kyste n’a pu étre détecté chez les bovins. Récemment il a été decrit que les
bovins sont résistants a la toxoplasmose et que c’est Neospora caninum qui serait
majoritairement responsable des avortements chez les bovins (Dubey, 2003). Plusieurs études
montrent la prévalence de I’infection naturelle chez les chevaux mais ils sont assez résistants
a la toxoplasmose. Dans les infections expérimentales des chevaux, les signes cliniques sont
soit absents soit trés discrets (Al- Khalidi, 1980; Dubey, 1985). C’est Sarcocystis neurona qui
serait I’agent responsable de I’encéphalomyelite fatale chez les chevaux aux Etats-Unis et non

pas T. gondii (Dubey et al., 2001). Il n’existe aucun cas de toxoplasmose clinique confirmé
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chez les bovins ou chez les chevaux (Dubey et al., 2007). 1l a été également démontré que T.
gondii peut persister jusqu’a 476 jours dans les muscles de chevaux (Dubey, 1985).

En comparaison, on trouve rarement de kystes dans les viandes de beeuf ou de buffle, alors
que la présence d’anticorps spécifiques dans 92% des troupeaux bovins et 20% des buffles est

la preuve d’une exposition passée au parasite (Tenter et al., 2000).

11.2. Manifestations cliniques chez I’homme

Chez les adultes et les enfants immunocompétents, la toxoplasmose est généralement
asymptomatique. Dans 10% des cas, une atteinte des chaines cervicales ganglionnaires peut
méme étre observée, accompagnée d’une faible fieévre, de malaises et de maux de téte.
Exceptionnellement, en particulier lors d’infections en laboratoire, des formes graves existent,
caractérisées par une fievre importante, une atteinte de 1’état général, des arthralgies, des
éruptions cutanées, et des signes pulmonaires, myocardiques, hépatiques ou cérébraux.

En revanche, chez les patients immunodéprimés, tels que les malades du SIDA, la maladie
peut étre mortelle. Il s’agit généralement d’une réactivation d’une infection chronique, dont le
siége est souvent le systéme nerveux central. Les manifestations cliniques sont composées
d’un changement du statut mental, d’épilepsies, de déficits moteurs focaux, de perturbations
nerveuses craniennes, d’anomalies sensorielles et de désordres du mouvement. De plus,
d’autres organes peuvent étre impliqués : on observe des choriorétinites, des pneumonies, et
des troubles hémodynamiques semblables a un choc septique. (Frenkel, 1990 ; Montoya et
Liesenfeld, 2004).

11.3. Lésions

(D’apres Canfield, 1990 ; Epiphanio, 2003 ; Wolfe, 2003)

11.3.1. Lésions macroscopiques

Lors de toxoplasmose aigué, il n’est pas rare qu’aucune lésion ne soit observée a I’autopsie.
Toutefois lorsqu’elles sont présentes, les Iésions pulmonaires sont les plus fréquentes comme
par exemple une congestion, de I’cedéme et/ou une consolidation pulmonaire.

Des organomégalies (essentiellement splénomégalie et adénomégalie) sont également souvent
reportées.Enfin, des lésions inflammatoires multifocales congestives et/ou nécrotiques
peuvent étre observées sur de nombreux organes (poumon, ceeur, intestin, foie, pancréas, rein,

muscle et cerveau principalement).
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11.3.2. Lésions microscopiques

Les lésions prédominantes sont des foyers de nécrose cellulaire sur ces mémes organes. Ces
Iésions sont des destructions tissulaires causées par la prolifération des tachyzoites. En cas de
toxoplasmose aigué, des tachyzoites peuvent étre retrouvés dans des macrophages, ou méme
dans le milieu extracellulaire. Il est également possible d’observer des kystes tissulaires dans

les muscles cardiaques et le cerveau principalement.

I11. Diagnostic

Le diagnostic de la toxoplasmose se base sur les trois objectifs suivants : 1’isolement du
parasite, I’isolement de 1’ADN parasitaire et la mise en évidence des anticorps spécifiques de
T. gondii. Différentes techniques comme par exemple I’examen microscopique, le bio-essai,
la culture cellulaire, les techniques de biologie moléculaire et la sérologie, peuvent étre

employées pour faire le diagnostic de la toxoplasmose (Akbar, 2011).

I11.1. Changements pathologiques

De facon caractéristique, les cotylédons placentaires apparaissent de rouge vif a rouge foncé
et sont tachés de foyers blancs de nécrose de 2-3 mm de diamétre qui peuvent étre clairsemés
ou si nombreux qu'ils peuvent devenir confluents, tandis que I'allanto-chorion inter-
cotylédonaire semble normal (Hartley et Kater, 1963; Beverley et al., 1971).

Les changements visibles chez les agneaux et les enfants varient, le plus évident étant le foetus
momifié, une petite miniature chocolatée d'un agneau / enfant, souvent avec son propre petit
placenta gris-brun. Les feetus qui meurent plus tard au cours de la gestation naissent a
différents stades de décomposition, souvent avec un cedéme sous-cutané clair et sanglant et
une quantité variable de liquide transparent a coloré dans les cavités corporelles (Hartley et
Kater, 1963).

Cependant, alors que ces derniers changements indiquent une infection intra-utérine, ils ne
sont pas spécifiques a l'infection par Toxoplasma. Les changements histopathologiques les
plus évidents sont les foyers nécrotiques, visibles macroscopiquement dans les cotylédons.
Microscopiquement, ils apparaissent comme de grands foyers de nécrose coagulante,
remarquablement exempts de cellules inflammatoires, qui peuvent se minéraliser avec le
temps. Parfois, un petit nombre de toxoplasmes intracellulaires et extracellulaires sont
visibles, généralement a la périphérie des lésions nécrotiques ou dans une villosité qui se
trouve dans les premiers stades de I'infection (Buxton et Finlayson, 1986). Dans le cerveau

feetal, les lésions primaires et secondaires se développent. Les foyers gliaux, entourant

26



Etude bibliographique Toxoplasmose maladie

typiquement un centre nécrotique et parfois minéralisé, souvent associées a une méningite
lymphoide 1égere, représentent une réponse immunitaire feetale suite aux dommages directs
causés par la multiplication locale des parasites (Buxton, 1998).

Les Toxoplasmes sont retrouvés habituellement a la périphérie des lésions. La leucomalacie
focale, plus fréquemment observée dans les noyaux de la substance blanche cérébrale, est
¢galement fréquente et est probablement due a une anoxie feetale a la fin de la gestation
causée par une nécrose avancée dans le placentome, empéchant un transfert suffisant

d'oxygéne de la mére au feetus (Buxton et al., 1982; Buxton, 1998).

111.2. Bio-essai et détection de T. gondii

Les méthodes biologiques reposent sur 1’isolement de T. gondii a partir de prélevements de
sécrétions, d’excrétions, de fluides corporels ou de tissus effectués sur des patients.

Les techniques histologiques font suite aux méthodes biologiques par identification du
parasite dans les tissus des animaux infectés, par observation directe microscopique, par
coloration au Giemsa ou encore par immunohistochimie. Les méthodes moléculaires viennent
compléter les méthodes précédentes par la recherche d’ADN parasitaire par PCR dans les
prélevements cités ci-dessus (Hill et Dubey, 2002; Guiton, 2008).

Pour isoler les parasites, des inoculations de sang ou de broyat d’organes a tester sont
effectuées chez la souris ou le chat (de Godoi et al., 2010). C’est une technique de référence
pour isoler les toxoplasmes viables. L’infection (témoin de la présence de parasite dans
I’échantillon inoculé) ne peut le plus souvent étre détectée qu’apres 3 a 4 semaines par la mise
en évidence des anticorps anti-T. gondii et est confirmé par 1’observation microscopique des
kystes dans les cerveaux. Cette technique donne des résultats tardifs mais elle a une bonne
sensibilité et une spécificité de 100%. Elle confirme les résultats obtenus par la biologie
moléculaire, donc elle est complémentaire des résultats de la PCR. Un autre avantage du bio-
essai est qu’il permet 1’isolement des souches pour une caractérisation moléculaire ultérieure
(Dupuy-Camet et al., 1992, Fricker-Hidalgo et al., 1998).

Bien que la méthode la plus directe et la plus établie pour démontrer I'infection a Toxoplasma
en cas d'avortement soit de transmettre le parasite de matériel avorté (ccelétes foetaux et
placentaires) a des souris de laboratoire (Fleck et Kwantes, 1980), est lente et colteuse. Le
toxoplasme peut également étre cultivé en culture de tissus dans pratiqguement n‘importe
quelle lignée cellulaire de mammifére et, bien que plus rapide que I'inoculation de souris, il
est rarement utilisé pour le diagnostic de routine car il est colteux et les échantillons d'essai

peuvent étre fréqguemment contaminés. Une méthode d'isolement plus rapide mais moins
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sensible est la démonstration directe des kystes tissulaires de T. gondii par centrifugation
d’homogénat du cerveau d'agneau sur un gradient de densité discontinu de 30 et 90% de
solution de silice colloidale (Blewett et al., 1983). Des techniques permettant la visualisation
a la fois de T. gondii intact et des debris antigéniques dans les coupes tissulaires de matieres
avortées sont des procedés commodes et sensibles et présentent l'avantage, par rapport aux
tentatives d'isolement, de détecter I'antigéne de Toxoplasma méme dans les tissus
décomposés. La méthode de l'immunoperoxydase indirecte ABC et la technique de
peroxydase anti-peroxydase (PAP) sont également bonnes (Uggla et al., 1987).

Des toxoplasmes viables et non viables peuvent étre identifiés dans les tissus avec la réaction
en chaine par polymerase (PCR). Tant le géne P30 que le B1 de T. gondii a été utilisé comme
cible en PCR pour la détection de Toxoplasma dans divers échantillons cliniques collectés
chez des humains infectés. Des études limitées ont également été menées a l'aide
d'échantillons d'ovins tels que le matériel placentaire avorté, le cerveau et le liquide péritonéal
provenant de feetus avortés et de ganglions lymphatiques provenant de brebis infectées
artificiellement (Wastling et al., 1993). La détection de T. gondii par amplification du géne B
1 semble étre plus sensible que par le géne P30 en raison de la nature répétitive du géne B 1
dont 25-50 copies sont présentes dans le génome de T. gondii par rapport a une seule copie du
géne P30. Actuellement, la technique n'est pas utilisée dans le diagnostic de routine, mais le
potentiel de la PCR pour identifier I'ADN dans les coupes de paraffine a partir de blocs

tissulaires histopathologiques peut élargir son applicabilité (Ellis, 1997; Buxton, 1998).

111.3. Sérologie

111.3.1. Techniques sérologiques

La sérologie comprend soit la détection de 1’antigéne du toxoplasme utilisant I’anticorps
spécifique soit la détection de D’anticorps (IgM, IgA, IgG, IgE) en utilisant I’antigene
spécifique. Chaque technique a ses avantages et ses inconvénients. Différentes techniques
quantitative et qualitative sont utilisées pour le diagnostic sérologique de la toxoplasmose
(Akbar, 2011).

C'est un outil important dans le diagnostic de I'avortement a Toxoplasma chez les ovins et les
caprins. La présence d'anticorps spécifiques dans le sérum ou le liquide tissulaire provenant
d'agneaux morts ou d'enfants, ou dans le serum préccolostral de la descendance indique une
infection utérine. Cependant, les titres élevés d'anticorps toxoplasmiques dans des sérums
prélevés sur des brebis en quelques semaines aprés l'avortement ou la production d'agneaux

ou denfants mort-nés ne peuvent que suggérer la toxoplasmose car les titres restent
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relativement éleveés pendant de longues périodes aprés l'infection initiale. La sérologie
indiquera également le degré d'exposition a l'infection chez un groupe d'animaux (Buxton,
1998).

La premiere méthode a mettre au point a été le test de coloration ou de teinture (DT ou Dye
Test) de Sabin et Feldman (1948) (Buxton, 1998), basé sur la lyse du parasite mis en
présence de concentrations croissantes des anticorps sériques, en présence de complément, a
été I'étalon-or depuis de nombreuses années en termes de sensibilité et la spécificité mais est
maintenant effectué par trés peu de laboratoires. Ce test est colteux et nécessite des
tachyzoites vivants comme antigene (Montoya et Liesenfeld, 2004).

Le test d’hémagglutination indirecte utilise également des dilutions croissantes de sérum mais
en contact avec des globules rouges de mouton sensibilisés avec un lysat de parasites. Les
tests d’agglutination directe et sur latex font appel respectivement a des parasites formolés ou
a des billes de latex avec de I’extrait de parasite qui s’agglutinent en présence de sérum (Hill
et Dubey, 2002).

Les techniques quantitatives comme par exemple les réactions immunoenzymatiques (ELISA)
et IFA (indirect fluorescent antibody ou L’immunofluorescence indirecte (IFI)) ou
d’immunochemiluminescence sont employées pour la quantification des taux d’anticorps
IgM, IgA ou IgG (Decoster et al., 1995), reposent sur la détection d’anticorps spécifiques du
parasite apres révélation avec des anticorps secondaires couplés soit a une enzyme donnant
lieu a une réaction colorimétrique soit a un fluorochrome, respectivement.

Les techniques ELISA et IFA ont été modifiées et sont également utilisées pour la détection
des IgM (Hill et Dubey, 2002).

L’IFI peut détecter des IgG avec une grande spécificité et une détection plus précoce qu’en
ELISA aprés une séroconversion mais ne détecte les IgM que pendant les 2 a 3 premiers mois
apres I’infection (Decoster et al., 1995; Villena et al., 1999).

L’IFAT (indirect fluorescent antibody test) (Remington, 1969) donne des titres comparables a
la DT mais est plus sar car il utilise des tachyzoites tués (Maley et al., 1997)

Le test immunoenzymatique (ELISA) pour les anticorps de T. gondii a été adapté a la plupart
des animaux domestiques, y compris les moutons et les chévres (Buxton et al., 1988), et peut
étre utilisé pour distinguer les anticorps IgM et 1gG. Il convient a la manipulation d'un grand
nombre de sérums (Buxton, 1998).

L’Immunosorbant Agglutination Assay (ISAGA), une technique d’immunocapture, peut aussi
détecter des IgM un an aprés I’infection. Les méthodes d’immunocapture sont capables de

détecter les anticorps IgA et IgE. Leurs cinétiques sont différentes de celles des IgM. Leur
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apparition est plus précoce (cas des IgE) et d’une durée de détection plus courte de 1’ordre de
quatre a six mois environ (Decoster et al., 1995; Villena et al., 1999).

Le test d'agglutination modifié (MAT) (Desmonts et Remington, 1980) s'est avéré
particulierement performant avec les serums de chevre (Dubey et al., 1985), bien que pour les
études epidémiologiques le test d’hémagglutination indirecte (IHA) (Patton et al., 1990 ),
IFAT et LAT (test d'agglutination au latex) sont adéquates (Opel et al., 1991). L'IHA et le
LAT sont faciles a réaliser et ce dernier est disponible sous forme de kit et aucun test ne
nécessite d'antiserums spécifiques ou de conjugueés (Trees et al., 1989; Maley et al., 1997).
Differentes techniques qualitatives peuvent étre utilisées, ce qui permet de dater une infection
et de mieux caractériser une réponse immunitaire dans des milieux biologiques différents.
Pour distinguer une toxoplasmose récente d’une toxoplasmose chronique, on peut mesurer
I’avidité des IgG par une méthode immunoenzymatique. Au cours d’une infection, 1’avidité
des 1gG pour les antigenes augmente. Cette technique est utilisée dans le cas ou les techniques
quantitatives ne permettent pas de distinguer par exemple la présence d’IgM ou quand les IgG
sont présentes a un titre élevé > 150 Ul/ml (Decoster et al., 1995; Villena et al., 1999; Akbar,
2011).

111.3.2. Test et cinétique d’apparition des immunoglobulines

Cette cinétique est importante a connaitre puisque la majorité des tests effectués repose sur la
détection de différentes classes d’immunoglobulines. Les IgA, IgM et IgE sont les premicres a
étre sécrétées aprés I’infection, c’est pourquoi leur détection indique une toxoplasmose
débutante. Elles ont la méme cinétique de sécrétion mais leur persistance est variable (Guiton,
2008). Les anticorps IgM et IgA sont produits pendant la premiére semaine et atteignent un
plateau en 1 mois. Les IgE spécifiques sont également produits au début et disparaissent
rapidement (Foudrinier et al., 2003).

Les taux danticorps IgM spécifiques diminuent habituellement apres 1 a 6 mois ; lls
deviennent négatifs chez 25% des patients dans moins de 7 mois (Gras et al., 2004), mais
restent généralement détectables pendant longtemps. Exceptionnellement, les IgM peuvent
disparaitre dans les 3 mois et étre difficilement détectée. D'autre part, I'lgA spécifique était
initialement d'une durée plus courte, mais il a été démontre plus tard que pourrait étre détecté
jusgqu'a 9 mois ; donc, il ne peut pas étre un marqueur d'une infection récente (Nascimento et
al., 2008).

Les IgE ne sont jamais détectées au cours de la phase chronique de la maladie. La précocité
de détection des IgG specifiques depend de la technique utilisée. leur cinétique varie en
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fonction de la protéine parasitaire qu’elles reconnaissent. Les immunoglobulines ciblant les
antigénes de surface et qui peuvent etre détectés par exemple le test d'immunofluorescence,
ou un test d'agglutination, sont les plus précoces puisqu’elles apparaissent une a deux
semaines apres I’infection pour atteindre un taux maximum vers deux mois. Les techniques
ELISA, qui utilisent principalement un mélange d'antigenes cytosoliques ou metaboliques et
d'antigenes de surface (différent entre les fabricants), détectent les 1gG plus tard (Foudrinier et
al., 2003). Ce taux maximum peut persister pendant six mois avant de déecroitre lentement
(Guiton, 2008).

Les immunoglobulines ciblant les protéines parasitaires sécrétées (rhoptries, micronemes,
granules denses) apparaissent aprés trois a quatre semaines d’infection, atteignant un taux
maximum entre trois et six mois (Guiton, 2008). Les variations de la réponse immunitaire
individuelle et des caractéristiques de la technique utilisée affectent la détection des 1gG, dont
la synthése peut étre détectée 1 a 3 semaines apres I'augmentation initiale en IgM. Quelle que
soit la technique, la synthése d'lgG atteint un plateau dans les 2 ou 3 mois, puis diminue plus
ou moins rapidement et persiste tout au long de la vie a des titres résiduels, qui sont tres
variables entre les patients, elles signent une infection chronique (Montoya et Liesenfeld,
2004).

V. Traitement

Plusieurs médicaments sont en cours d’utilisation contre la toxoplasmose. Ils comprennent les
inhibiteurs de la déhydrofolate réductase (DHFR) (inhibiteur de la synthése de 1’acide folique
comme par exemple la pyriméthamine), les sulfamides (comme par exemple la sulfadiazine,
la sulfadoxine). La combinaison des inhibiteurs de 1’acide folique et des sulfamides a des
effets synergiques et donc est un des meilleurs traitements contre la toxoplasmose. Les effets
thérapeutiques des sulfamides ont été décrits pour la premiére fois en 1941 par Sabin et
Warren (Dubey, 2008). Quelques années plus tard, le traitement de la toxoplasmose avec la
combinaison des sulfamides et de la pyriméthamine commencait (Eyles et Coleman, 1953).

Les macrolides (dont la spiramycine, roxithromycine, azithromycine, clarithromycine) qui ont
une activité parasitostatigue forment un autre groupe de médicaments utilisé contre ce
parasite. Seule la spiramycine est utilisée pendant la grossesse dans le cas de toxoplasmose
acquise. Une combinaison de medicaments utilises contre la toxoplasmose cérebrale et
oculaire comprend la clindamycine et la pyriméthamine. Tous ces médicaments bloquent la

croissance parasitaire de la forme tachyzoite. Ils ont une meilleure efficacité pendant la phase
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aigué de la toxoplasmose et ne traitent pas un individu déja infecté car ils ont des effets trés
limités contre la forme kystique du parasite.

La seule molécule active contre les tachyzoites et les kystes est I’atovaquone. Les infections
oculaires peuvent aussi étre traitées avec l’atovaquone et avec des corticosteroides pour
diminuer I’inflammation oculaire et les dommages tissulaires (Koo et Young, 2006; Innes
2010).

V. Prévention

Des conditions d’hygiéne drastique peuvent étre appliquées pour diminuer les risques
d’infection chez I’'Homme plus particulie¢rement chez les sujets immunodéprimés et les
femmes enceintes séronégatives. Pour cela, il faut bien cuire la viande et laver abondamment
les Iégumes avant de les manger. La consommation de viande aprés la congélation est une des
meilleures méthodes pour détruire les kystes dans la viande (Kijlstra et Jongert, 2008). De
plus, il faut étre extrémement vigilant lors des changements des litieres des chats ou sont
excrétes les oocystes. Les mesures pour prévenir la toxoplasmose chez 1’animal comprennent
la gestion des chats a la ferme, la gestion de la nourriture et de I’eau. La vaccination des
brebis et parfois 1’utilisation de décoquinate dans la nourriture des animaux, peut aider a
réduire le taux d’infection (Buxton, 1998 ; Buxton et al., 2007). La vaccination des animaux
de rente pourrait diminuer l’incidence des avortements chez les animaux. La prévalence
diminuée de toxoplasmose chez les animaux pourrait diminuer, ensuite, la transmission de

cette maladie a I’Homme (Buxton et al., 2007a).
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I. Loci impliqués dans la virulence

La virulence des souches de T. gondii, chez la souris, pourrait étre associee en partie aux
geénes situés sur le chromosome Vlla (Sibley et al., 2002; Su et al., 2002; Taylor et al., 2006;
Hajj et al., 2007), VIIb (Saeij et al., 2007) et Chrla (Taylor et al., 2006; Khan et al., 2006,
Khan et al., 2007). Certains génes impliqués dans la virulence de T. gondii, ont récemment
étés identifiés comme par exemple un gene situé sur le chromosome Vlla et codant pour la
protéine de rhoptrie, ROP18 (Taylor et al., 2006; Saeij et al., 2006) et un autre géne situé sur
le chromosome VIIb et codant la protéine de rhoptrie, ROP16 (Saeij et al., 2006; Yamamoto
et al., 2009; Ong et al., 2010). Ces deux protéines ont des activités kinases. Les souches de
type | expriment 100 fois plus de ROP18 que les souches de type 1l et 11l (Taylor et al., 2006;
Steinfeldt et al., 2010; Fentress et al., 2010).

1. Facteurs de virulence

Chez la souris, les souches virulentes se multiplient beaucoup plus et se disséminent plus
rapidement a tout I’organisme que les souches avirulentes (Hitziger et al., 2005). In vitro les
souches virulentes ont également une plus grande capacité migratoire (Barragan et Sibley
2002; Taylor et al., 2006).

Des croisements entre les souches de type | et Il et de type Il et Il ont montré que les
protéines de Rhoptries ROP18 et ROP16 étaient des molécules clé de la virulence (Saeij et al.,
2006; Taylor et al., 2006; Saeij et al., 2007).

La protéine ROP18 est directement impliquée dans la multiplication du parasite. ROP18 est
une kinase et appartient a la famille ROP2. Au cours de I’invasion elle est sécrétée dans le
cytoplasme de la cellule hote puis elle se localise au niveau de la membrane parasitophore.
ROP18 est exprimée par les souches de type | et Il. Elle est tres faiblement exprimée par les
souches de type III du fait de la présence dans le promoteur de ces souches d’une séquence de
2.1kb prés du codon d’initiation de la traduction (Hedhli, 2008).

L’expression de ROP18 de type I par une souche de type III se traduit par une augmentation
significative de la virulence et une augmentation de la réplication intracellulaire (Taylor et al.,
2006). La sur-expression de ROP18 de type | dans une souche de type Il augmente également
la multiplication intracellulaire (El Hajj et al., 2007). L’activité kinase joue un réle majeur
dans I’augmentation de la multiplication cellulaire et le gain de virulence, puisque ces effets
ne sont plus observés si un acide aminé clé de la fonction kinase est muté. Le substrat de cette

kinase n’est pas encore identifi¢. Le fait que les souches de type III n’expriment pas ou peu de
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protéine ROP18, laisse penser que cette protéine n’est pas indispensable a la vie du parasite
(Taylor et al., 2006; Hedhli, 2008).

La ROP16 est impliquée dans la subversion de la signalisation intracellulaire de ’hote (Figure
5). Au cours de I’invasion cellulaire, elle se localise rapidement dans le noyau de la cellule
hote. Cette protéine a une activité kinase qui a pour effet la phosphorylation de STAT3, un
régulateur négatif de la réponse cellulaire Thl, dont son substrat cellulaire n’est pas identifié.
Les protéines ROP16 des souches de type | et 111 sont capables de phosphoryler durablement
STAT3 contrairement aux souches de type II. L’expression de la protéine ROP16 de type |
dans une souche de type Il a permis de relier le polymorphisme de ROP16 ainsi que la
phosphorylation de STAT3 a la production d’IL12. Ainsi, I’expression d’une protéine ROP16
de type | dans les souches de type Il a pour effet une diminution de la sécrétion d’1L12 par les
macrophages infectés. In vivo, les souches de type I, diminuent 1’expression de I’IL12 via
ROP16 et se multiplient plus via ROP18 ce qui conduit finalement a la mort de I’hdte. Les
souches de type II ne contrarient pas la mise en place d’une réponse immune de type Thl, ce
qui va les conduire, sous la pression de la réponse immunitaire a s’enkyster et donc a persister
sans tuer leur hote. Les souches de type Ill ne sont pas aussi virulentes que les souches de
type 1, bien qu’elles agissent sur la réponse immune de I’hdte via ROP16 comme les souches
de type I, car parallélement elles n’expriment pas ou peu ROP18 parasite (Taylor et al., 2006;
El Hajj et al., 2007; Hedhli, 2008).
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Figure 5 : Invasion et modulation des fonctions de la cellule héte par T.gondii (El Hajj et al.,
2007).
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I11. Migration, multiplication et virulence

Le franchissement de la barriere épithéliale, de la barriere méningée ou du placenta sont des
¢léments clés pour la propagation du parasite dans 1’organisme. Ainsi, au-dela de sa capacité a
envahir les cellules de 1’hote, la motilité de T. gondii permet la dssémination du parasite. 1l a
été montré in vitro que les souches de type I ont une plus grande motilité que les souches de
types Il et 111 (Barragan, 2002, 2003).

La vitesse de multiplication intracellulaire du parasite conditionne a la fois la dissémination
du parasite dans I’organisme mais aussi ’intensité de la réponse immunitaire développée par
I’héte (Kaufman, 1958, 1959). La charge parasitaire est hautement corrélée a la pathogénie de
T. gondii chez la souris, régulant le taux de production de cytokines Thl en réponse a
I’infection, augmentant les phénomeénes d’apoptose et les dommages tissulaires (Kaufman,
1959; Mordue, 2001; Gavrilescu, 2001). Les souches de type | ont une vitesse de
multiplication in vitro supérieure aux souches de types Il et 11l (Radke, 2001; Sibley, 2002).
In vivo, la charge parasitaire de T. gondii RH dans la lamina propria est supérieure a celle de

ME49 lors d’injections intra iléale d’une quantité identique de tachyzoites (Burg, 1988).

IV. Interconversion et pathogénése

Le processus d'inter-conversion tachyzoite-bradyzoite est un élément central dans la
pathogénése et la longévité de l'infection. Définir les facteurs qui influencent I’inter-
conversion pourrait contribuer significativement au développement de nouvelles thérapies qui
préviendraient la réactivation du parasite.

Des études ont montré que la morphologie des bradyzoites differe de celle des tachyzoites en
divers aspects: (i) la modification de la membrane de la vacuole parasitophore (VP) par
I'addition de chitine, de glycoprotéines, et probablement de glycolipides pour former la paroi
kystique (Boothroyd et al., 1997; Zhang et al., 2001); (ii) I’accumulation de granules
d'amylopectine, reflétant un substantiel stockage de glucose; et (iii) la réorganisation
subcellulaire avec la relocalisation postérieure du noyau et la redistribution des organes
sécrétoires importants pour l'invasion et I'entretien de VP (Saksouk, 2005).

En culture tissulaires, in vitro, le taux de conversion est apparemment souche-dépendant. La
souche de type 1, ME49, a un plus grand taux de conversion spontanée gque la souche de type
I, RH (Weiss et Kim, 2000). L’inhibition de la réplication des tachyzoites (réplication rapide)
s’accompagne en culture d’une augmentation du nombre de bradyzoite (réplication lente).
L’application de stress aux conditions de culture (température, pH) se traduit aussi par une

augmentation des conversions tachyzoite-bradyzoite. La présence d’interféron y ou encore
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I'inhibition de la chaine respiratoire mitochondrial induisent aussi la transition du tachyzoite
vers la forme bradyzoite. Au cours de cette transition, le Toxoplasme convertit son
métabolisme (Weiss et Kim, 2000).

L'inter-conversion est associee avec des changements morphologiques du parasite,
I'expression d'antigénes de surface spécifiques a une forme parasitaire donnée, ou encore la
mise en route de nouvelles voies métaboliques (Ferguson et Hutchison, 1987; Denton et al.,
1996). De nombreux génes sont exprimés spécifiquement aux stades tachyzoite (SAG1,
SAG2A, SAG2B, LDH1, ENO2, etc) ou bradyzoite (BSR4, SAG2C, SAG4, BAG1, LDH2,
ENOL, etc) (Lyons et al., 2002). Le passage d’une forme a 1’autre repose sur un équilibre
strict entre activation et répression de grandes familles de genes (Singh et al., 2002). C'est au
niveau de la transcription, en grande partie au moins, que devrait étre contr6lé I'engagement
de T. gondii vers I'une ou l'autre forme. L’inter-conversion semble donc mettre en jeu un
systeme complexe de contrdle transcriptionnel dont les mécanismes moléculaires sont
méconnus (Saksouk, 2005).

Le passage de la forme proliférative tachyzoite a la forme enkystée bradyzoite serait alors la
conséquence phénotypique d’épimutations réversibles. Ces épimutations définissent un état
transcriptionnel propre a une forme parasitaire donnée ou a un état transitionnel qui autorise le

passage d’une forme a 1’autre (Saksouk, 2005).

V. Aspects moléculaires d’invasion et de pathogénie

La multiplication de T. gondii est obligatoirement intracellulaire et s’effectue au sein d’une
vacuole parasitophore limitée par une membrane. La membrane de la vacuole est impliquée a
la fois dans le maintien de I’intégrit¢ de la vacuole, 1’acquisition des nutriments et la
manipulation de certaines fonctions de la cellule selon des mécanismes qui ne sont pas encore
complétement élucidés (Martin et al., 2007).

Pour favoriser son développement au sein de la cellule, T. gondii induit le facteur de
transcription HIF1 «hypoxia-inducible factorl», qui régule notamment des genes impliqués
dans le métabolisme du Fer et du glucose, éléments importants pour le développement du
parasite (Spear et al., 2006).

Parallelement, pour prolonger sa survie dans la cellule et éviter son élimination rapide par les
macrophages, T. gondii a développé des stratégies pour bloquer 1’apoptose cellulaire
(Laliberte et Carruthers, 2008). En augmentant la capacité migratoire des cellules infectées,
comme les cellules dendritiques, T. gondii facilite sa dissémination a travers 1’hote. Ainsi,

Lambert et al. (2006) ont observé in vitro que les cellules dendritiques infectées, migraient
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plus vite et passaient plus rapidement a travers les cellules endothéliales que les cellules non-
infectées. In vivo, les cellules dendritiques injectées infectées arrivent plus rapidement dans la
rate que les cellules non-infectées et la dissémination du parasite est plus rapide apres cette
injection que I’injection de parasites libres.

Le toxoplasme a une durée de vie limitée a quelques heures en milieu acellulaire. Sa capacité
a envahir de nouvelles cellules cibles est donc capitale pour sa survie. Le toxoplasme a une
absence quasi-totale de spécificité d’hote : il est potenticllement capable d’envahir tous les
types cellulaires : les cellules de vertébrés a sang chaud, les cellules de poisson et méme les
cellules d’insecte (Werk et Fischer, 1982). L’invasion est un phénoméne actif initié et conduit
par le parasite, li¢ a sa motilité et dépendant de 1’actine et de la myosine du parasite (Morisaki
et al., 1995; Dobrowolski, Carruthers et al., 1997; Dobrowolski et al., 1997). Le processus
d’invasion est achevé en moins de 10 secondes et aboutit a la création d’un compartiment
intracellulaire dans lequel le parasite va pouvoir s’installer et se multiplier. Les différents
organites du complexe apical interviennent a chaque étape du processus par 1’exocytose
successive de leur contenu : les protéines de micronémes interviennent dans la reconnaissance
de la cellule héte, les protéines du col des rhoptries contribuent a la formation de la jonction
mobile, les protéines du bulbe des rhoptries a la formation de la vacuole parasitophore et
celles des granules denses interviennent lors de la maturation de la vacuole (Carruthers et
Sibley, 1997; Dubremetz et al., 1998).

V.1. Motilité et invasion

Les formes invasives de T. gondii sont motiles. La motilité et I’invasion sont intimement
liées, les parasites non motiles sont incapables de pénétrer dans une cellule.

Cette motilité est tres particuliere. Les parasites ne possedent ni cils, ni flagelles, ils glissent
sur un substrat solide, pouvant étre la surface des cellules, selon wune polarité
antéropostérieure. Cette motilité par glissement, spécifique des Apicomplexa est tres
conservée au sein du phylum. L’examen de tachyzoites extracellulaires de T. gondii par
vidéomicroscopie dévoile que cette motilité par glissement consiste en une succession de
plusieurs comportements stéréotypés (Figure 7) : (i) un glissement circulaire, dans le sens des
aiguilles d’une montre ; (ii) des tournoiements verticaux, toujours dans le sens des aiguilles
d’une montre (le parasite restant attaché au substrat par son pdle postérieur) ; (iil) un
glissement hélicoidal, qui combiné a un flip dans le sens des aiguilles d’'une montre aboutit en

un déplacement vers I’avant (Hakansson et al., 1999).
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Au cours de son glissement, le toxoplasme entre directement en contact avec la cellule hote
par son extrémité apicale. Les mouvements propres du conoide peuvent contribuer a
I’apposition de 1’apex sur la surface cellulaire (Schwartzman et Saffer, 1992; Morisaki et al.,
1995).

L’absence de temps de latence entre la phase d’attachement et la phase de pénétration du
parasite implique que le parasite exprime des molécules d’adhésion de surface qui participent
aux deux processus par une interaction concertée avec les récepteurs cellulaires et le moteur
acto-myosine du parasite. Les ligands parasitaires sécrétés a la surface au niveau du péle
antérieur, permettent un attachement fort et localisé a la surface de la cellule héte, sont
connectés au moteur acto-myosine, ce qui assure leur déplacement antéro-postérieur a la
surface du parasite et donc sa motilité et son entrée dans la cellule hote. Ces ligands sont
ensuite rejetés dans le milieu extérieur au niveau du pole postérieur du parasite. (Sibley et al.,
1998; Menard, 2001; Soldati et al., 2001; Opitz et Soldati, 2002). Ce mode de motilité par
glissement, implique I’action des adhésines sécrétées (micronémes), du role moteur de la
myosine, des facteurs régulant la polymérisation de 1I’actine et des protéases (Figure 6). La

machinerie impliquée dans la motilité est appelée glidéosome (Keeley et Soldati, 2004).

¢ Rdle de la profiline dans la motilité et I’invasion
Dans les conditions physiologiques, I’actine F n’a pas pu étre mise en évidence. Cependant,
I’extréme susceptibilité du parasite aux drogues qui interferent avec la polymeérisation
(cytochalasine D) ou la dépolymérisation (le cyclopeptide jasplakinoide) de I’actine, confirme
le role crucial de I’actine dans la motilité du parasite (Dobrowolski et Sibley, 1997; Wetzel et
al., 2003). La plupart des apicomplexa dont T. gondii ont des formines (Plattner et al., 2008)
et une profiline (Yarovinsky et al., 2005; Baum et al., 2006). Par un systéme d’expression
conditionnel, Plattner et al. (2008) ont montré que la profiline de T.gondii n’était pas
nécessaire a la multiplication intracellulaire. Par contre, elle est indispensable pour la motilité,
I’invasion cellulaire et la sortie active des parasites de la cellule infectée. En conséquence, la

profiline est impliquée dans la virulence in vivo chez la souris.

e Role de la myosine dans la motilité et ’invasion
Des inhibiteurs de la myosine ont montré que la myosine était impliquée dans la motilité du
parasite (Dobrowolski et al., 1997). Plusieurs myosines ont été caractérisées chez T. gondii.
Six appartiennent a la classe XIV, qui n’est décrite que pour les apicomplexes. Deux d’entre
elles, TgMyoB et TgMyoC seraient impliquées dans le bourgeonnement et la séparation des

cellules filles lors de la division endodyogenique de T. gondii (Delbac et al., 2001). TgMyo0A,
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quant a elle, participe a la motilit¢é et a I'invasion. Elle est localisée sous la membrane
plasmique. Cette localisation est déterminée par deux arginines situées dans son domaine C-
terminal. L’extinction conditionnelle de I’expression de TgMyoA a permis de montrer que
cette protéine était essentielle a I’invasion cellulaire. En effet, des parasites n’exprimant plus
de TgMyo-A ne sont plus mobiles et ne peuvent plus envahir les cellules (Meissner et al.,
2002).

_ A, Contact initial do parasite avec la cellule hite, exocytose
| des micronémes, des protéines du col des rhopiries et
= formation de la jonction mobile.

B. Glissement du parasite prenant appui sur la jonction mobile, exocyiose des rhopirics et début de
formation de la vacuole parasitophore

C. Le contenu du bulbe des rhopiries contribue 3 la formation
de la vacucle parasitophore. Le contenn des micronémes
couvre la surface du zofie et s"accumule au fur et 4 mesore
en arriére de la jonction mobile.

D. Extension de la vacnole parasitophore
La jonction mobile atieint Ia partie postéricure du zofte et se
ferme en arridre du paragite alors isobé dans Ia vacwale.
Le comtenn des granules denses est déwversé dams la vacoole et
. contriboe i la maturation de ce compartinent.

Figure 6 : Différents stades d’invasion de la cellule héte par T. gondii (Garcia-Reguet et al.,
2000).

V.2. Attachement du parasite a la cellule hote

La notion de reconnaissance est difficile a appréhender chez le toxoplasme en raison de sa
capacite a envahir de trés nombreux types cellulaires. Deux hypotheses peuvent étre
envisagées pour expliquer cette absence de spécificité¢ d’hote : le parasite dispose d’une large
panoplie de ligands capables d’interagir avec un ou plusieurs récepteur(s) présent(s) a la
surface d’un type cellulaire précis ou/et des molécules tres répandues parmi tous les types

cellulaires sont impliquées (Taylor et al., 2006; Hedhli, 2008).
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V.2.1. Role des micronémes

L’exocytose des micronémes intervient dés le début de l’invasion comme le suggére
fortement la relocalisation de plusieurs protéines de micronémes a la surface apicale du
parasite, au moment du contact initial avec la cellule héte (Carruthers et Sibley, 1997; Garcia-
Reguet et al., 2000; Soldati et al., 2001). Lors de I’invasion, les MICs transmembranaires sont
connectées par leur domaine C-terminal cytosolique aux structures cytosquelettiques et par le
domaine N-terminal aux récepteurs cellulaires, soit directement ou indirectement via les MICs
solubles avec lesquelles elles forment des complexes. Le complexe TgMIC2/M2AP joue un
role critique dans la motilité, 1’attachement et I’invasion (Huynh et al., 2004; Huynh et
Carruthers, 2006). MIC3 ne semble pas impliquée dans 1’invasion de fibroblastes (HFF) in
vitro, par contre une légére diminution de la virulence est observée in vivo (Cerede et al.,
2002). La virulence des parasites délétés des génes MIC1 et MIC3 n’est pas restaurée par la
recomplémentation de ces parasites avec une protéine MIC3 mutée, ne présentant plus
d’affinité pour la surface des cellules. In vivo, la virulence est donc liée a 1’affinité de MIC3
pour la surface des cellules. Les parasites délités du géne de MIC8 ne sont plus capables de

former la jonction mobile ni de sécréter les protéines de rhoptries (Kessler et al., 2008).

V.2.2. Réle des autres protéines

Par leur localisation, a I’interface formée par le parasite et la cellule hote, les protéines de
surface sont toutes désignées pour participer a la reconnaissance et 1’attachement du parasite a
la cellule héte. Ces protéines sont majoritairement des protéines ancrées par 1’intermédiaire
d’un groupement glycosyl-phosphatidyl-inositol (GPI) (Manger et al., 1998; Lekutis et al.,
2000). Certaines de ces protéines sont exprimées uniquement au stade tachyzoite (SAG1),
d’autres au stade bradyzoite (SAG4) ou exprimées par tous les stades invasifs comme SAG3.
La fonction de ces nombreuses protéines n’est pas encore trés bien connue. La protéine
majeure de surface SAGI est impliquée dans I’attachement et I’invasion du tachyzoite (Mineo
et Mc Leod, 1993). La configuration de SAG1 présente une niche qui pourrait potentiellement
servir de site de liaison a des protéoglycanes sulfatés de la cellule héte (He et al., 2002).
SAG] serait en partie responsable du développement de I’immunopathologie qui accompagne
I’infection (Rachinel et al., 2004).

Des parasites mutants dépourvus de SAG3 sont 500 a 1000 fois moins virulents pour la
souris. Leur capacité d’attachement et d’invasion de cellules in vitro est inférieure de moitié a

celle de la souche parentale (Dzierszinski et al., 2000).
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V.3. Formation de la vacuole parasitophore

La vacuole parasitophore se referme au niveau postérieur du parasite en une calotte sphérique
postérieure. La membrane entourant le zoite se pince et se détache du plasmalemme. Le
parasite se trouve alors isolé du cytoplasme de la cellule héte, dans cette vacuole. Il a été
suggéré que sa membrane correspond a I’internalisation d’une partie de la membrane de la
cellule hote (environ 70 %) (SussToby et al., 1996).

Les résultats de Mordue et collaborateurs ont confirmé que les lipides et les protéines, a
ancrage GPI, de la membrane hote sont effectivement incorporés dans la membrane de la VP.
Par contre, les protéines transmembranaires en sont exclues, dont les protéines des
compartiments de la voie d’endocytose (Mordue et al., 1999).

D’autre part, I’exocytose des rhoptries se produit au début de la formation de la VP. Leur
contenu est déversé directement dans le cytoplasme de la cellule héte sous forme de vésicules
(évacuoles). Les protéines ROP se relocalisent au niveau de la membrane vacuolaire, du coté
cytosolique de la cellule. Deux protéines ROP16 et PP2C-hn se localisent également dans le
noyau de la cellule hote. ROP2 joue un réle majeur dans I’invasion et la multiplication du
parasite, elle est impliquée dans le recrutement des mitochondries cellulaires et dans la

biogénése des rhoptries (Nakaar et al., 2003).

V.4. Maturation de la vacuole parasitophore

La vacuole résultante résiste a la fusion avec les compartiments de la voie d’endocytose mais
par contre recrute les mitochondries et le réticulum endoplasmique de la cellule héte. Cette
association est probablement impliquée dans la survie intracellulaire du parasite, notamment
pour ’acquisition d’énergie et des lipides.

Un réseau membranaire intravacuolaire se forme, 10 a 20 minutes apres 1’invasion, apres
I’exocytose du contenu des granules denses au niveau du pdle antérieur du parasite
(Dubremetz et al., 1993). Les protéines GRA sont sécrétées sous une forme soluble pour la
majeure partie d'entre elles puis viennent se localiser a un endroit précis de la vacuole. GRA1
vient se localiser, par une interaction faible, au niveau du réseau tubulaire intravacuolaire
(Sibley et al., 1995). Les protéines GRA4 et GRAG interagissent spécifiguement avec GRA2
pour former un complexe multimérique qui est associé de fagon stable avec le réseau
intravacuolaire par des interactions hydrophobes (Labruyere et al., 1999; Lecordier et al.,
1999). GRAY est impliquée dans la séquestration des organelles d’endocytose de la cellule,

sources de nutriments pour le parasite (Coppens et al., 2006).
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V1. Physiopathologie de I’infection par T. gondii

Le parasite présente trois phases infectieuses : les tachyzoites qui constituent la forme capable
de se multiplier rapidement, les bradyzoites qui forment le tissu kystique et les sporozoites
contenus dans les oocystes (Reynal, 2004).

La transmission de T. gondii a licu lors de I’ingestion d’oocystes rejetés dans I’environnement
avec les déjections de chats infestés (Cenci-Goga et al., 2013). Les petits ruminants peuvent
alors consommer de 1’herbe de pature, de I’eau ou une partie de la ration ainsi contaminées et
se parasiter. D’apreés I’é¢tude de Dubey (2009), il suffirait qu’un petit ruminant ingurgite 100
oocystes viables pour s’infecter et que cela ait des répercussions lors d’une gestation en cours.
Dans un article de Buxton et al. (2007), il a été¢ décrit que suite a I’ingestion d’oocystes
viables, on observe un relargage de sporozoites dans le petit intestin puis une multiplication
de tachyzoites quatre jours post-infection dans les nceuds lymphatiques mésentériques. Ce
mécanisme s’accompagne d’un épisode d’hyperthermie chez la brebis environ 10 jours post-
infection et ¢’est durant cette phase que le parasite est détectable dans le sang.

Suite a I’ingestion des Kkystes tissulaires, les bradyzoites pénétrent dans les entérocytes et les
cellules de la lamina propria dans deux heures. Quelques heures plus tard, les bradyzoites se
transforment en tachyzoites. Dans les quatre jours suivants, les tachyzoites ont atteint le
cerveau, les poumons et les autres organes. Une fois pénétrés dans les cellules de 1’hote, les
tachyzoites se multiplient activement jusqu’a ce que 1’hdte développe une immunité contre le
parasite, les parasites extracellulaires sont éliminés, les multiplications intracellulaires
ralentissent et des kystes se développent. Deux jours plus tard, les kystes se forment. Leur
localisation et leur nombre dépend de I’héte : chez les rongeurs (souris et rats), les kystes sont
plutot présents dans le cerveau tandis que chez les ruminants (bétail, ovins, chévres...) ils sont
préférentiellement localisés dans les muscles (Uggla et Buxton, 1990; Esteban-Redondo et
Innes, 1997; Buxton, 1998; Dubey, 1998) (Figure 7).

La sortie du parasite est rapide et entraine la lyse de la cellule-h6te tout en libérant des
parasites trés mobiles. Aucun événement sécrétoire de la part du parasite n’a ét€ mis en
évidence (Black et Boothroyd, 2000). La dissémination des parasites dans 1’organisme donne
lieu a une phase de parasitémie qui déclenche la réponse immunitaire de I’hote. Les rares
parasites qui échappent a 1’élimination par le systéme immunitaire de 1’hote s’enkystent alors

dans les organes cibles (Dubey et al., 1998).
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Figure 7 : Différentes phases de migration des tachyzoites de T. gondii (Guiton, 2008).

Les tachyzoites ont la particularité de se développer et d’étre disséminés dans les circulations
sanguine et lymphatique, ce qui peut conduire a un passage transplacentaire au cours de la
gestation. Ce passage transplacentaire s’explique par le fait que le systéme immunitaire de la
mere est inhibé afin de maintenir la gestation. Ainsi, les mécanismes d’activation des
cytokines inflammatoires telles que I’interleukine 2 (IL2), le Facteur de Nécrose Tumorale
(TNFa) et I’interféron gamma (IFNy) sont atténués et cela favorise I’infection du feetus lors
d’une contamination verticale. Les parasites progressent ainsi jusqu’aux caroncules
maternelles des placentomes puis envahissent les cellules trophoblastiques des villosités
feetales avant d’atteindre I’ensemble du feetus provoquant alors une nécrose a ’origine de
I’avortement. Cette nécrose est provoquée par le développement des tachyzoites a I’intérieur
des cellules jusqu’a les faire exploser. Il s’agit de ponctuations blanches qui correspondent a
une minéralisation dystrophique de foyers nécrotiques associée a la multiplication des
tachyzoites. Lors d’une gestation, lorsque le feetus est infecté, on peut ainsi observer des

Iésions de nécrose sur divers organes (Gutierrez et al., 2010).
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D’apres Dubey et Hill (2008) et Nietfeld et al. (2008), lorsque les brebis ou les chévres sont
infectées par T. gondii en début de gestation, on observe une résorption de I’embryon ou une
momification du feetus. Un animal immunodéprimé ou jeune peut succomber a une infestation
majeure par les tachyzoites car la dissémination systemique de cette forme parasitaire peut
provoquer une pneumonie interstitielle, une myocardite, une nécrose hépatique, une méningo-
encéphalite, une choriorétinite, une adénite ou une myosite.

En revanche, un individu immunocompétent peut développer une réaction immunitaire assez
forte pour contréler I’infection et pousser le parasite a se stabiliser dans sa forme kystique
(Buxton et al., 2007). Lors d’une infection, les nceuds lymphatiques vont produire des INF y
et de nombreuses cellules blastiques. En début d’infection, une majorité de cellules a CD4+
sont produites puis au bout de 11 jours post-infection, les cellules CD8+ sont prédominantes
et les INFy sont alors indétectables.

L’infection est alors controlée et le parasite s’enkyste pour se protéger. Cette forme kystique
peut d’ailleurs persister dans 1’organisme de 1’animal durant des années voir toute sa vie et
elle est préférentiellement localisée dans le systeme nerveux et les muscles.

Dans une étude de Moreno et al. (2012) réalisée sur 74 feetus avortés d’agneaux et 26 de
chevreaux dans diverses régions d’Espagne, 17% de ces feetus présentaient une infection
protozoaire mise en évidence par au moins une technique diagnostique (PCR et/ou
histopathologie). Une autopsie a été réalisée sur chacun de ces feetus et des prélévements de
cerveau, poumon, cceur, foie, rate et rein ont été effectués.

Au cours des ces analyses, il a été mis en évidence des lésions caractéristiques de
toxoplasmose : des foyers de nécrose multifocaux entourés de cellules inflammatoires ou des
foyers multiples d’infiltrats cellulaires non suppuratifs. Les Iésions étaient qualifiées de
Iégeres lorsque I’on retrouvait moins de deux foyers nécrotiques sur un organe, modérées
pour deux a cing foyers et enfin séveres pour plus de cing foyers nécrotiques.

Par ailleurs, des lésions compatibles moins séveres ont été définies ; il s’agit de foyers
d’inflammation gliale ou d’une inflammation gliale diffuse sans zone nécrotique apparente.
Des lésions dites compatibles correspondent a une atteinte l1égere. 1l est apparu que les Iésions
étaient similaires pour une infection a T. gondii et Neospora caninum, ce qui rend la PCR
indispensable pour différencier ces deux parasites responsables d’avortements chez les petits
ruminants.

A T’issue de cette étude, les auteurs ont conclu que les avortements étaient associés a des
1ésions pour 62,5 % des feetus infectés par Neospora caninum et seulement 37,5 % pour ceux

touchés par T. gondii. Il semblerait donc que la présence de Iésions histologiques ne puisse
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pas étre recherchée seule pour la détermination d’une infection par I’agent de la
toxoplasmose.

Chez I’homme, le risque d’infection réside dans la consommation de viande mal cuite qui ne
permet pas 1’¢élimination d’une éventuelle forme kystique, I’ingestion accidentelle d’oocystes
provenant des féces de chat ou la consommation de légumes du jardin mal lavés et contaminés
eux aussi par les déjections de chat.

Chez un individu immunodéprimé, la toxoplasmose peut avoir la forme d’une méningo-
encéphalite due a la multiplication de kystes dans le cerveau suite a un échec de la réponse
immunitaire. Chez la femme enceinte, une infection durant la grossesse peut provoquer des
malformations du feetus dues a une contamination par voie transplacentaire a la naissance. Il
est donc important d’observer des régles strictes d’hygiéne lors de la préparation des plats, de
bien cuire les viandes, de prendre des précautions lors de la manipulation du chat de
compagnie et en particulier lors du nettoyage de sa litiére (gants ...) (Reynal, 2004; Halos et
al., 2010).

Enfin, dans une étude de Buxton et al. (2007) il est suggéré qu’une sensibilité accrue a I’agent
de la toxoplasmose due a la race serait envisageable. En effet, dans une étude citée par ces
derniers, les brebis de race Charollaise seraient plus souvent séropositifs que les autres races
mais cela pourrait aussi s’expliquer par 1’environnement dans lequel évoluent ces animaux et

la séroprévalence dans leur région d’élevage.
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I. Réponse immune innée

Dans une infection par voie orale, la premiére barriére a traverser est celle des cellules
épithéliales intestinales. Les bradyzoites ou les sporozoites libérés dans la lumiére intestinale
entrent en contact avec les entérocytes et les envahissent par un processus d’invasion active.
Pendant la pénétration, les cellules épithéliales sont activees et produisent des cytokines pro-
inflammatoires et d’autres molécules comme les défensines. Une fois a I'intérieur d’une
cellule hote, le parasite commence sa multiplication. Ensuite les parasites arrivent dans la
lamina propria (LP). Les neutrophiles, monocytes et cellules NK (Natural Killer) sont les
premiéres a arriver au site d’entrée en réponse aux cytokines pro-inflammatoires. Les cellules
dendritiques (CD ou DC) et les lymphocytes intra épithéliaux (LIE ou IEL) présents dans la
LP jouent également un role dans la réponse au parasite. Chez la souris, les PRR (Pathogen
Recognition Receptors) comme le TLR11 et le CCR5 identifient les antigénes parasitaires
respectivement la profiline (Yarovinsky et al., 2005) et la cyclophiline (Aliberti, 2005).
L’interaction des PRR avec ces protéines parasitaires induit la production d’IL12 par les CD.
Ces cellules sont les producteurs principaux de I’IL12 dans ’infection a T.gondii (Liu et al.,
2006). Cependant, plusieurs populations cellulaires sont impliquées dans la production d’IL12
comme les neutrophiles (Bliss et al., 1999, 1999a) et les macrophages (eSousa et al., 1997,
1999). L’IL12 induit ensuite la production de I’IFNy par les cellules NK, NKT et les cellules
de la réponse immune adaptative (lymphocytes CD4+ et CD8+) (Kim et al., 2006).

I.1. Schéma de I’immunité innée

Les macrophages et les cellules dendritiques sont directement infectés par les parasites libres
ayant traversé 1’épithélium ou indirectement en phagocytant les entérocytes infectés ou en
apoptose. Le parasite infecte les CDs des plaques de payer, de la lamina propria ainsi que
ceux des ganglions mésentériques en plus des macrophages et des entérocytes (Rescigno et
al., 2001).

L’IL15 produit par les entérocytes infectés et 1’IL12 produit par les CDs activées stimulent
I’activité des cellules T et leur différentiation en T helper de type 1 capables de sécréter
I’TFNy (Aliberti et al., 2004). Ces cytokines activent également les Natural killer (NK), et les
Natural Killer T (NKT) pour sécréter de I’'I[FNy qui déclenche 1’activité microbicide et
microbiostatique des macrophages, des cellules dendritiques et des entérocytes, ce qui permet

I’élimination du parasite (Figure 8) (Korbel et al., 2004).
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Figure 8 : Réponse immunitaire innée durant 1’infection par T. gondii (Hunter et Sibley,
2012).

I.2. TLRs impliqués dans la reconnaissance de T. gondii

Ainsi, l'activation par le TLR de MYDB88 dans les cellules dendritiques (DC) conduit a
I'activation dépendante de IL12 des cellules Thl, qui sont nécessaires pour la survie de I'hote
pendant I'infection parasitaire (Jankovic et al., 2002 ; Yarovinsky et al., 2006).

Il a été montré que le TLR11 est le récepteur de I’immunité innée qui reconnait la profiline du
toxoplasme chez la souris. Ce récepteur est requis pour la production de I’IL12 par les cellules
dendritiques aussi bien in vivo qu’in vitro via la molécule MyD88 (Yarovinsky et al., 2005;
Yarovinsky et Sher, 2006; Yarovinsky, 2008). Le blocage de la sécrétion de protéine chez T.
gondii n'a pas empéche la reconnaissance par les DCs de la profiline, ce qui suggere que le
TLR11 détecte la profiline qui est libérée passivement par des parasites (Plattner et al., 2008).
De plus, il est intéressant de noter que la reconnaissance par les DCs de la profiline se produit
avant une interaction directe avec le parasite, en utilisant la stratégie de «detection a distance»

(Pifer et al., 2011; Pifer et Yarovinsky, 2011). Les humains n'ont pas le géne pour coder le
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TLR11 fonctionnel (BOX 2). On ne sait pas si la profiline de T. gondii peut étre reconnue en

I'absence de TLR11 par d'autres classes de récepteurs (Figure 9) (Yarovinsky, 2014).

A@ 142

NPV 2l FNex

Figure 9: TLRs impliquiés dans la reconaissance de T.gondii (Yarovinsky, 2014).

Tandis que le TLR11 contrdéle la sécrétion de I’IL12, le TLR2 semble impliqué dans la
production du CCL2/MCP-1 ou du TNF en réponse au parasite (Del Rio et al., 2004;
Debierre-Grockiego et al., 2007). Le role accessoire du TLR2 dans I’induction de la synthése
d’IL12 s’explique par un role dominant du TLR11 (Yarovinsky, 2008).

Dans I'ensemble, il semble qu'une gamme de TLR, incluant deux TLRs de surface cellulaire
(c'est-a-dire TLR2 et TLR4) et quatre TLR endosomaux (TLR7, TLR9, TLR11 et TLR12)
soient impliqués dans la détection innée de T. gondii chez la souris. La fonction des récepteurs
innés n'est pas seulement de détecter la présence d'un agent pathogéne, mais aussi de
déchiffrer sa nature. De plus, il semble que seule la reconnaissance de la profiline de T. gondii
par TLR11 et TLR12 fournit une spécificité innée vis-a-vis de T. gondii et des parasites
apicomplexes apparentés, alors que les TLR restants contribuent a la réponse immunitaire en

détectant des signaux inflammatoires plus genériques pendant I'infection (Yarovinsky, 2014).
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I.3. Cellules impliquées dans I’immunité innée

1.3.1. Cellules épithéliales intestinales IEC

Aux surfaces des mugueuses, une seule couche de cellules épithéliales agit comme une
barriére entre I'hote et le monde extérieur (Barker, 2014). Ces cellules deviennent des acteurs
centraux dans I’induction des réponses immunitaires muqueuses (Figure 10) (Peterson et
Artis, 2014).

De plus, la cytokine IL25 spécifique d’IEC n'est pas requise pour une réponse immunitaire
protectrice contre T.gondii. Ces IECs sont les premiéres cellules a étre infectées par T.gondii,
et qui constituent une composante importante de la réponse antiparasitaire (Figure 10) (Zaph
et Artis, 2015). Elles produisent des IFN de type 1, influencent la dégranulation des cellules
de Paneth et peuvent accélérer la maturation de DCs (Barakat et al., 2009; Foureau et al.,
2010). En plus, les IECs produisent des chimiokines a motif CXC qui sont des chemo-
attractants des neutrophiles, des chimiokines a motif CC et a motif CXC qui sont attractantes
pour les lymphocytes et les monocytes (Laurent et al., 1997; Lacroix-Lamande, 2002).

Des cellules épithéliales spécialisées, appelées cellules de Paneth, tapissent les cryptes et
libérent des défensines et d'autres peptides antimicrobiens dans la lumiere intestinale (Clevers
et Bevins, 2013).

Des cellules épithéliales spécialisées (cellules M) échantillonnent le contenu luminal et, par
transcytose, les antigenes sont transportés vers le DC sous-jacent pour étre présentés aux
cellules T. La muqueuse intestinale est drainée par les vaisseaux lymphatiques, et de cette
maniére, les ganglions mésentériques acquiérent un antigéne et un DC porteur d'antigéne pour
I'activation de la réponse immunitaire adaptative (Kunisawa et al., 2007).

Rapidement apres infection, les entérocytes liberent de 1’oxyde nitrique NO (monoxide
d’azote) inhibant la réplication du parasite et sa pénétration dans la barriére intestinale
(Hayashi et al., 1996; Yap et Sher, 1999).

La chimiokine CXCL2 sécrétée par les entérocytes permet le recrutement des neutrophiles
(Del Rio et al., 2001). Les chimiokines CCL3, CCL4 et CCL5 partagent un récepteur
commun CCR5 exprimé par les macrophages et cellules dendritiques, cellules phagocytaires
internalisant T. gondii. De méme que pour les neutrophiles, les macrophages sont capables de
tuer T. gondii dans leur compartiment intracellulaire, consécutive a une endocytose active, et

de libérer des facteurs microbicides (Murray, 1984; Denkers, 2003).
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Figure 10: Model de la réponse immune mucosale lors d’infection par T. gondii (Schulthess
et al., 2008).

Les a-défensines produites par les cellules de Paneth sont libérées dans la lumiére de crypte,
ou elles contribuent au contrdle de la distribution microbiennes ainsi qu'a la défense contre
I'invasion des pathogénes y compris T. gondii (Figure 11) (Clevers et Bevins, 2013). En effet,
les a-défensines (cryptidines ou Crps) sont parasiticides pour les tachyzoites de T. gondii in
vitro (Tanaka et al., 2010). Barakat et al. (2009) suggérent que l'activation de TLR9 pendant
I'infection conduit a la production d'IFN de type I, qui peut moduler I'expression de Crp dans
les cellules de Paneth (Figure 13). Les Cryptdines limitent la pénétration du toxoplasme dans
I’intestin en renforcant la réponse inflammatoire intestinale notamment par la production des

chimiokines CCL2, CCL3 et CCL5 par les entérocytes (Ju et al., 2009; Yarovinsky, 2014).
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Figure 11: Séquence d’événements aboutissant a la libération des Cryptidines lors d’infection

par T. gondii (Foureau, 2008).

1.3.2. Cellules dendritiques

Les DCs sont des cellules présentatrices d'antigenes (APC) tres puissantes et sont essentielles
pour le développement de réponses immunitaires contre la plupart des classes de parasites.
Lors de l'infection par T.gondii, les DCs sont une source précoce et critique d'lIL12 (Scharton-
Kersten et Scott, 1995; Reis et Sousa et al., 1997).

Les DCs dites immatures, sont les cellules sentinelles situées dans les tissus périphériques.
Leur principale caractéristique est leur grande capacité d’endocytose (Sallusto et al., 1995).
Des DCs immatures ont été décrites dans les plaques de Peyer (Rescigno et al., 2001) et a
travers la lamina propria. Une fois les antigenes phagocytés dans les tissus périphériques, les
DCs migrent vers les organes lymphoides secondaires initiant alors leur maturation (Dunay et
al., 2008).

1.3.2.1. Activation des cellules dendritiques

Les DCs humaines sont uniquement activées en présence de tachyzoites vivants et leur
activation entraine leur maturation, comme indiqué par 1’augmentation des molécules de
surface CMH II, CD80, CD86 et CD40 (Subauste et Wessendarp, 2000). Les DCs immatures
ne subissent pas de maturation une fois infectées par T. gondii mais présentent une

prolifération intracellulaire du parasite réduite, par leur expression d’un récepteur au TNFa, le
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TNF-R2, induite par I’infection. Les DCs matures, méme infectées, ne 1’expriment jamais

(Giese et al., 2004).

1.3.2.2. Présentation antigénique par les cellules dendritiques

Les DCs immatures recrutées au site d’infection sont alors des cellules privilégiées dans le
contact avec les antigenes parasitaires ou méme le parasite entier au niveau de la lamina
propria. L’échantillonnage des antigénes, a lieu directement dans la lumiere intestinale. Apreés
maturation, les cellules dendritiques seraient capables de faire passer des extensions a travers
les jonctions serrées de 1’épithélium intestinal sans détruire 1’intégrité de la couche cellulaire
(Rescigno et al., 2001). Une seconde voie, alternative, impliquerait la capture des parasites
qui passent la barriere intestinale par les DCs. La derniere se fait via les entérocytes infectés
qui entrent en apoptose et sont digérés par les DCs (Larsson et al., 2001).

Le mécanisme de présentation par le CMH | impliquerait les transporteurs TAP (transporter
associated with antigen processing). Des peptides parasitaires sécrétés hors de la vacuole
parasitophore seraient pris en charge par les transporteurs TAP du cytoplasme vers le
réticulum endoplasmique (Gubbels et al., 2005; Goldszmid et al., 2007).

Des études in vitro et in vivo utilisant des parasites transgéniques ont montré que la
présentation des antigénes par le CMH II des DCs est capable d’activer des LTs CD4+
spécifiques et leur production d’IFNy (Pepper et al., 2004). Dans le sang des souris infectées,
trois populations de DCs CD11c+ ont été caractérisées : une lymphoide CD8o+, une myéloide
CD11b+ et une plasmacytoide (DCp) PDCA+. Suite a I’infection, seules les DCs CD8a+ et
les DCp augmentent I’expression de leurs molécules de CMH I, jouant ainsi probablement un
role important dans D’activation des LTs CD4+. De plus, seules les DCp voient leur
expression de CD83 augmentée, marqueur de maturation. Ces cellules activées par le parasite

produisent de grandes quantités d’I1L12 (Pepper et al., 2008).

1.3.2.3. Production d’IL12 par les cellules dendritiques

Le recrutement local des populations cellulaires précédentes déclenche une forte réponse
cytokinique caractérisée par la synthése d’IL12, cytokine initiatrice de la réponse cellulaire, et
d’IFNy, cytokine majeure de résistance a I’infection par T. gondii.

Trois voies de synthése de I’'IL12 par les DCs ont été décrites, la premiere pourrait impliquer
les molécules de glycosylphosphatidyl inositol (GPI), des lipides présents a la surface du
parasite et qui seraient les ligands de récepteurs TLR (Denkers, 2003). En effet, les TLR1,
TLR2, TLR4 et TLR6 ont des ligands de nature lipidiques qui ne sont pas tous clairement

identifiés (Kaisho et Akira, 2006). La deuxiéme voie implique la profiline qui est capable de
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se lier au TLR11 (Plattner et al., 2008). La troisieme voie impliquerait également une protéine
parasitaire : la cyclophiline-18, libérée par les tachyzoites extracellulaires, qui se lierait au
récepteur CCR5 (Aliberti et al., 2003), notamment chez les DCs CD8o+, mais également faire
impliquer MIP-1B et RANTES (Aliberti et al., 2000). D’autres travaux ont montré que la
synthése d’IL12 est dépendante d’une interaction entre deux populations DC et LT et requiert
I’engagement du CD28 et du CD40L (Subauste et al., 2000).

Plus récemment, une protéine de choc thermique de T. gondii, la HSP70, a montré sa capacité
a induire la maturation de DCs humaines en 48 heures par une voie de signalisation MAPK
(Kang et al., 2004), et leur synthése d’IL12 en impliquant la voie TLR4/MyD88 (Aosai et al.,
2006).

Ces DCs par leur sécrétion d’IL12 (mais aussi d’IL15), activent les NK, les NKT et les
cellules T CD4+. Ces cellules apres activation sécrétent de grande quantité d’IFNy qui active
les fonctions microbicides des entérocytes, des macrophages et des DCs (Aline et al., 2002).
Les DCs CD8a+ sont le type cellulaire le plus important pour l'induction de la production
d'IL12 dépendant de TLR en réponse a l'infection par T. gondii (Reis eSousa et al., 1997,
Scanga et al., 2002; Yarovinsky et al., 2005; Mashayekhi et al., 2011).

D'autres sous-groupes DCs et macrophages sont capables de produire de I'lL12 mais qu'apres
avoir été stimulée par I'lFNy (Trinchieri, 2003).

Comme la production d'IL12 in vivo est essentiellement intacte en 'absence d'IFNy (Scharton-
Kersten et al., 1996 ; Reis eSousa et al., 1997), on peut conclure que les DCs CD8a+ sont les
principaux capteurs primaires de l'infection par T. gondii qui initient la résistance de I'hdte au

parasite (Yarovinsky, 2014).

1.3.3. Systeme Monocytes/Macrophages

1.3.3.1. Monocytes

Les monocytes inflammatoires sont rapidement recrutés dans la cavité péritonéale des souris
infectées et expriment les marqueurs CD11b, F4/80, CD68, CD115 et Gr-1 (Ly-6C) (Dunay et
Sibley, 2010). Ils jouent un rdle important dans le contrdle de la multiplication parasitaire au
niveau local produisant de I’IL12, du TNFa et d’oxyde nitrique au niveau de la lamina propria
(Dunay et al., 2008). Leur recrutement dépend de la chimiokine MCP-1 et de son récepteur
CCR2 (Mordue et Sibley, 2003; Zaph et Artis, 2015). Les monocytes inflammatoires de LP
peuvent également jouer un rdle immuno-modulateur par la production de I'IL10 et de

médiateurs lipidiques comme prostaglandine E2 (PGE2) (Figure 12) (Grainger et al., 2013).
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Figure 12 : Trafic des monocytes inflammatoires lors d'une infection par T. gondii (Dunay et
Sibley, 2010).

1.3.3.2. Macrophages

Les macrophages sont également cruciaux dans I'immunité innée contre l'infection a T. gondii.
Ils possedent une fonction antimicrobienne puissante et traitent efficacement et présentent des
antigénes peptidiques pour l'activation des lymphocytes T. L'IFNy est le principal inducteur
de l'activation classique des macrophages. Les macrophages de souris activés acquiérent des
activités antimicrobiennes qui dépendent de la privation de tryptophane, qui survient apres
induction de l'indoleamine 2,3-dioxygénase, et de la production d'oxyde nitrique synthase
inductible (iNOS) (Buzoni-Gatel et Kasper, 2007).

Les macrophages activés synthétisent le TNFa, avec celui produit par LT CD4+ de LP,
améliore la production d'iNOS (Liesenfeld et al., 1999).

Les facteurs cellulaires qui sont nécessaires pour l'effet [FNy sont largement inconnus, bien
qu’IGTP et LRG-47, membres de la famille GTPases p47, soient nécessaires pour la
résistance in vivo par inhibition de la croissance des parasites dans les macrophages (Butcher
et al., 2005a). Les macrophages Grl+ CD68+ produisent de 1’IL12p40 et les macrophages
activés par ’IFNy génerent des dérivés nitrogénes pendant la phase aigué de I’infection,

inhibant ainsi la multiplication des tachyzoites in vivo (Mordue et Sibley, 2003).

54



Etude bibliographique Immunité anti-T.gondii

L'interaction CD40/CD154 intervient dans la régulation de la production par les macrophages
d’IL12 et par les lymphocytes T de I'IFNy, cette intéraction est essentielle pour amorcer la
réponse inflammatoire intestinale (Li et al.,, 2002), et est cruciale dans la résistance
(Reichmann et al., 2000).

1.3.4. Polynucléaires neutrophiles

Suite a l'infection par T. gondii, les neutrophiles sont une source précoce d'IL12 et d'IFNy
(Bliss et al., 1999, 2000; Sturge et al., 2013). L'appauvrissement des neutrophiles au cours de
I'infection par T. gondii entraine une diminution de I'immunité et une pathologie systémique
(Bliss et al., 2001). Ces cellules sécrétent des cytokines (source importante d’IL12 et de
TNFa) et chimiokines possédant un fort pouvoir attractant pour les cellules dendritiques
immatures. Les neutrophiles seraient don cruciales dans les premiers stades de I’infection a T.
gondii pour le développement d’une réponse Th1 efficace (Bliss et al., 2001; Bennouna et al.,
2003; Denkers, 2003, 2004).

Les neutrophiles sont des cellules phagocytaires capables de détruire les tachyzoites a la fois
dans leur compartiment intracellulaire mais aussi par la sécrétion de facteurs microbicides
(Thorne, 1983; Nichols, 1985). Leur trafic dépend de leur expression du récepteur CXCR2,
qui se lie au chimiokine CXCL2 sécreétée par les entérocytes (Del Rio et al., 2001).

Un dialogue décisif entre les neutrophiles et les DCs a récemment été prouvé. La culture in
vitro de neutrophiles en présence d’extrait de T. gondii entraine la synthese des chimiokines
MIP-1a0, MIP-1p et RANTES qui sont de puissants attractants pour les DCs immatures, de
méme que la sécrétion de TNFa qui induit la maturation des DCs ainsi que leur production
d’IL12 (Denkers et al., 2004; Egan et al., 2008).

La voie de synthése de I’IL12 dans les neutrophiles implique la molécule adaptatrice MyD88,
sans qu’un TLR particulier n’ait pu étre identifié¢ (Del Rio et al., 2004).

Le tachyzoite induit ’afflux de PN dans les tissus infectés et la libération de piéges
extracellulaires (NETS), in vitro et in vivo, composés de chromatine et d'agents pathogénes
extracellulaires (Mocsai, 2013) qui peuvent limiter la viabilité du pathogene et suggérant un
role nouveau pour les neutrophiles dans I'immunité contre T.gondii (Abi Abdallah et Denkers,
2012). L'activité antimicrobienne des NETs dépend de leur structure car ils fournissent une
forte concentration locale de protéines a activité anti-infectieuse a proximité directe des
microorganismes piégés (Brinkmann et al., 2004). Ces protéines comprennent des enzymes
telles que le lysozyme ou les protéases, des peptides antimicrobiens (BPI et defensines par

exemple) ainsi que des chélateurs d'ions comme la calprotectine. Les histones, protéines les
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plus abondantes des NETS, possédent egalement une forte capacité a tuer les microorganismes
(Rose et al., 1998 ; Li et al., 2007).

1.3.5. Autres cellules immunitaires

Les cellules NK activées notamment par la voie de signalisation de STAT4 (Cai et al., 2000)
et stimulées par I’'IL12, I’'IL15 et le TNFa (Gazzinelli et al., 1993), produisent de I’'IFNy qui
augmente 1’activité anti-microbienne des cellules M, des DCs et des IECs (Sher et al., 1993).
Les IELs exercent une activité cytotoxique vis-a-vis des IECs infectées et produisent du
TGFp permettant de limiter les phénoménes immuno-pathologiques liés a I’TFNy.

Les LTyd présentent également une activité cytotoxique in vitro contre les cellules infectées
indépendante de la présentation de 1’antigéne par le CMH, et sécrétent de ’IFNy, de I'IL2 et
du TNFa (Subauste et al., 1995). En raison de leur préférence de localisation pour I’intestin,
ces cellules pourraient représenter une composante essentielle de la réponse immunitaire
locale intestinale chez I’homme (Lepage et al., 1998).

Tres probablement les éosinophiles, ainsi que les mastocytes interviennent rapidement au site
de l'infection et sont impliqués dans I’installation précoce de la réponse immunitaire non
specifique par I'intermédiaire de la production d'IL12 et de divers facteurs pro-inflammatoires
(Bliss et al., 2001). Enfin, les cellules non-hématopoiétiques (fibroblastes, cellules
endothéliales,...) sont capables de réduire la prolifération du parasite par des mécanismes

dépendants du fer, de I'iNOS, de I'IFNy et du TNFa (Yap et Sher, 1999).

I.4. Role de PIFNy dans la réponse innée

1.4.1. Synthése d’IFNy

L’IFNy est la cytokine majeure de lutte contre T. gondii (Suzuki et al., 1988), qui est produit
par différents types des cellules du systeme immunitaire. Les cellules NK produisent 1'TFNy
dans la phase précoce de l'infection puis ce sont les lymphocytes T CD4+ et CD8+ qui sont
les principales sources d'IFNy (Suzuki et al., 1988; Gazzinelli et al., 1991; SchartonKersten et
al., 1997 et 1997a).

La production d’IFNy par les macrophages peut étre le fait d’une stimulation autocrine par
leur IL12. Il en est de méme pour les DCs. L’activation des macrophages et la maturation des
DCs par I’IL12 induit la synthése d’IFNy par la voie de signalisation STATA4, in vitro comme
in vivo (Figure 13) (Fukao et al., 2001). Les cellules NK activées par I’IL12 synthétisent de
I’IFNy et participent ainsi @ une immunité non spécifique contre T. gondii (Gazzinelli et al.,
1993), mais restent essentielles a I’activation des LT CD8+, dont le rble est primordial dans
la lutte anti-toxoplasme (Combe et al., 2005).
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Figure 13: Sources cellulaires d’IFNy durant I’infection a T. gondii (Yarovinsky, 2014).

1.4.2. Mécanismes de protection induits par PIFNy

L'TFNy a de nombreuses fonctions qui conduisent a l'inhibition de la croissance du parasite
intracellulaire. Les mécanismes intracellulaires directs comprennent l'induction de composés
parasiticides tels que l'oxyde nitriqgue (NO), les especes oxygenées réactives (ROS), les
peptides antimicrobiens et les GTPases liées a I'immunité (IRG) ainsi que la dégradation des
acides aminés nécessaires pour la croissance intracellulaire des parasites (Figure 14)
(YYarovinsky, 2014).

L’IFNy déclenche d’une part 1’activité microbicide et microbiostatique de nombreuses
cellules dont les macrophages, entérocytes et cellules dendritiques par I’induction d’enzymes
STAT1-dépendantes telles: I’oxyde nitrique synthase inductible (iNOS), la GTPase interféron
inductible (la IGTP) et I’indolamine dioxygenase (IDO) (Yap et al., 2006).

Le NO joue un role dans la conversion du parasite d’un stade de multiplication rapide, les
tachyzoites, a un stade de multiplication lente, les bradyzoites (Bohne et al., 1994). La
synthése des NO entraine une privation d'arginine et blogue efficacement la réplication de T.
gondii (Fox et al., 2004).

Les GTPases p47 s’attachent aux divers membranes cellulaires et perturbent leur intégrité, y
compris celles du toxoplasme, qui se trouve exposé dans le cytosol a I’activité lytique des
phagosomes, ce qui aboutit a sa lyse (Yap et al., 2006).

L’IFNy stimule les macrophages et les DCs pour produire « Reactive Oxygen Intermediates »
dont I’effet anti-microbien est un important mécanisme de I’'immunité innée (Aline et al.,
2002). Ces radicaux oxygénés sont instables et peuvent de ce fait réagir avec divers

composants cellulaires (Murray et al., 1985). L’TFNy est capable de limiter la disponibilité du
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fer au niveau des entérocytes infectés et d’inhiber de ce fait la réplication du parasite (Dimier
et Bout, 1998).

L’indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO) convertit le tryptophane dans les cellules phagocytaires
et les cellules infectées en N-formylkynurénine, ce qui entraine une famine cellulaire en

raison de la carence de cette substance essentielle (Silva et al., 2002; Kasper et al., 2004).
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Figure 14: Mécanismes de résistance & T.gondii induits par I’IFNy (Yarovinsky, 2014).

1.5. Subversion du systéme immunitaire inné par T. gondii

Les mécanismes d'évasion parasitaire sont de plusieurs types:

- le role de la vacuole parasitophore: la présence du parasite dans une vacuole parasitophore
lui permet d'échapper aux défenses immunitaires humorales (AC, enzymes, protéolytiques et
complément). La modification de la structure de la paroi par les protéines ROP et GRA
empéche I'échange trans-membrane et la fusion des vacuoles lysosomales (Mordue et al.,
1999);

- les différents stades parasitaires garantissent le renouvellement des antigénes, nécessitant un
ajustement du processus d'élimination immunologique de I'h6te. Le changement de stade
tachyzoite est favorisé par la présence de NO et se manifeste par des variations

isoenzymatiques majeures (Tomavo, 2001);
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- mimétisme moléculaire: le toxoplasme partage quelques epitopes avec son hote, y compris
les épitopes cérébraux (Birner et al., 2000). Cela pourrait expliquer la capacité de Toxoplasma
a rester indétectable dans les tissus du cerveau, mais pose le probléme de I'apparition de
maladies neurologiques, telles que la schizophrénie, suite a une infection par Toxoplasma
(Yolken et al., 2001);

- immunosuppression: cela concerne plus spécifiqguement I'immuno-modulation de la réponse
immunitaire.

Sous l'influence de I'IFNy, le NO est capable de réduire la prolifération des lymphocytes
(Candolfi et al., 1994). 1l en va de méme pour IL10. Ceci est directement sous le contrdle des
protéines Toxoplasma, telles que les protéines SAG1 et Microneme (MIC) (Neyer et al.,
1998). Mais cette suppression n'est exercée que sur les lymphocytes spléniques et
mésentériques (Seng et al., 1999). Au cours de l'infection par Toxoplasma, la production
d'IL12 par les cellules dendritiques est réduite, alors que la production d'IL10 augmente (Reis
e Sousa et al., 1999). D'une certaine maniére, ces mécanismes immunosuppresseurs
empéchent le développement de phénomenes immunopathologiques (Mordue et al., 2001). lls
assurent la survie de I'ndte, mais aussi celle du parasite;

- apoptose: le parasite induit lI'apoptose des cellules CD4+ dans la phase aigué (Khan et al.,
1996), contribuant ainsi partiellement a I'immunosuppression observée pendant la phase aigué
de la maladie. Cependant, l'infection d'une cellule par Toxoplasma inhibe ses capacités
apoptotiques et garantit la survie de la cellule infectée en empéchant sa lyse via le systeme
Fas (Goebel et al., 2001).

Les parasites intracellulaires en régle générale et T. gondii en particulier résistent a ’activité
enzymatique des lysosomes, et inhibent 1’acidification du phagosome. Ce parasite interfere
¢galement dans la signalisation cellulaire de 1’hdte ce qui lui permet de manipuler les cellules
qu’il infecte (Sacks et Sher, 2002).

Le parasite est capable d’interférer avec la voie d’activation du NF-kB dans les macrophages
murins et ’HSP 70 des souches virulente (typel) a été impliquée dans la diminution de
I’expression d’iNOS (Dobbin et al., 2002).

Les ROP16 I/11l induit une phosphorylation de STAT3 et STAT6 entrainant une activation
prolongée et une régulation ultérieure de I'lL4 tout en antagonisant I'induction de I'lL12. La
protéine GRA15II active TRAF6 et induit la libération de NFxB aprés une dégradation
protéasomique. NFxB migre vers le noyau et entraine la production d'lL12. ROP18I
phosphoryle les GTPases liées a I'immunité (IRG), bloquant ainsi leur accumulation sur la

vacuole et protégeant le parasite de la destruction. Le ROP181 phosphoryle également le
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facteur de transcription de I'nbte ATF6p, qui est impliqué dans la réponse des protéines
dépliées et peut également étre important pour une presentation efficace des antigénes par les
DCs (Figure 15) (Hunter et Sibley, 2012).
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Figure 15: Modulation de la signalisation immune de cellule héte par T. gondii (Hunter et
Sibley, 2012).

Il. Réponse immunitaire adaptative anti-T. gondii

Les lymphocytes produisent une réponse cellulaire adaptative. Ces cellules ont besoin d’un
temps de «priming» pour réagir contre les pathogenes. Une fois stimulées, ces cellules gardent
la mémoire contre le pathogéne. Lors d’une infection ultérieure avec le méme pathogene, elles
répondent rapidement pour éliminer le pathogene le plus tot possible. L’infection par T.
gondii induit une forte réponse cellulaire caractérisée par une activation des cellules T CD4+
et T CD8+ et une réponse de type Thl. Le contrdle de la toxoplasmose aussi bien en phase
aigué que chronique dépend principalement de la production d’IFNy. Le rdle des cellules

CD8+ est primordial dans la résistance a I’infection (Figure 16) (Guiton, 2008).
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Figure 16: Représentation schématique de I’immunité adaptative anti-toxoplasmique (Guiton,
2008).

I1.1. Réponse immunitaire cellulaire

11.1.1. ROle des lymphocytes

Les deux types de lymphocytes CD4+ et CD8+ sont nécessaires pour le développement et le
maintien d’une réponse protectrice contre la toxoplasmose (Gazzinelli et al., 1991). Les
lymphocytes CD4+ jouent un réle important dans la régulation de la réponse alors que les
lymphocytes CD8+ sont les effecteurs majeurs contre le parasite.

Le transfert de cellules spléniques T CD4+ et/ou T CD8+ issues de souris immunes, a des
souris saines soumises a une infection virulente ultérieure, ont démontré que les lymphocytes
T CD8+ sont les médiateurs majeurs de la résistance a 1’infection aigué mais que I’expression
maximale de leur activité nécessite une action synergique des cellules T CD4+ (Suzuki et
Remington, 1988; Parker et al., 1991). Pendant la phase chronique, les LT CD4+ jouent un
réle primordiale pour maintenir la pression immune (Vollmer et al., 1987). Plus important
encore, la corrélation étroite entre le développement d’encéphalites toxoplasmiques et la
diminution du nombre de cellules T périphériques chez des patients atteints du SIDA met en
¢vidence le role crucial des lymphocytes T dans le contrdle de I’infection chronique (Buzoni-
Gatel et al., 1997). Les cellules T CD8+ jouent un r6le majeur dans le contrble de la
formation des kystes puisque le transfert de cellules T CD8+ immunes protége les souris
receveuses contre le développement des kytes cérébraux (Brown et McLeod, 1990; Parker et
al., 1991).
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11.1.1.1. Lymphocytes T CD8+

Les cellules T CD8+ produisent ’IFNy et sont les effecteurs majeurs de la protection contre la
toxoplasmose (Gazzinelli et al., 1991). Leur activité protectrice s’exerce par une cytolyse
spécifique par laquelle elles éliminent les cellules cibles infectées par le parasite et limitent la
réactivation des kystes tissulaires dans la phase chronique (Brown et McLeod, 1990; Suzuki
et al., 1990; Suzuki et Remington, 1990).

Au niveau systémique, les LT CD8+ ont été identifiés comme les principaux effecteurs par la
production d’une quantit¢ importante d’INFy. Leur activation peut faire intervenir la
présentation antigénique par les DCs décrite précédemment (Guan et al., 2007).

Plusieurs antigenes spécifiques de T. gondii ont été identifiés comme contenant des épitopes
dominants présentés par les CPA et reconnus par les LT CD8+. Des peptides provenant des
protéines GRA4 et GRAB, ROP7 et d’une protéine sécrétée Tgd057 ont été caractérises
(Jordan et Hunter, 2010). La cytotoxicité des LT CD8+ est 1'une de leurs principales
caractéristiques, bien que cette capacité apparaisse accessoire dans la lutte contre T. gondii par
rapport a la synthése d’IFNy. L’IL12 est indispensable a la différenciation des LT CD8+
effecteurs et a leur production d’IFNy, tandis que les T mémoires sont indépendants de 1’1112
(Wilson et al., 2008). De plus, la neutralisation de la voie d’exocytose des granules (de
granzyme) bloque la cytotoxicitt de LT CD8+ envers des macrophages infectés,
contrairement & la neutralisation du FasL, 1’autre voie possible de cytotoxicité des LTc
(Nakano et al., 2001).

Des lymphocytes intraépithéliaux, ou IEL, CD8aa exprimant un TCR yd ont été décrits dans
I’intestin des souris. Le rdle de ces lymphocytes reste inconnu en toxoplasmose (Chen et al.,
2002). Dans le cas d’une infection par voie orale, une population IEL CD8a recrutée et ainsi
sensibilisée induit une protection lors d’un transfert passif in vivo. Elle est capable de produire
de ’IFNy et d’induire une activité cytotoxique contre des entérocytes infectés par le parasite
in vitro (BuzoniGatel et al., 1997; Lepage et al., 1998; BuzoniGatel et al., 2001).

Cette sous-population sensibilisée produit du TGFB en quantité importante, qui permet de
protéger les souris de I'inflammation iléale létale (Schulthess et al., 2008).

Des IEL TCR off CD8af ont également montré une activité cytotoxique via la perforine ou le
mécanisme Fas-FasL (Gelfanov et al., 1996) avec production de I'lIFNy (Chardes et al., 1994).
IIs sont également capables de synthétiser des cytokines anti-inflammatoires, comme I’'IL10 et
TGFp, nécessaires au maintien de I’homéostasie intestinale. TGF produit par les IEL activés
inhibe la production d’IFNy par les LT CD4+ de la lamina propria (Luangsay et al., 2003,;

Kasper et al., 2004). Les populations d'IEL peuvent présenter soit des effets protecteurs de
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I'ndte, soit contribuer a une maladie inflammatoire dans le tractus gastro-intestinal (Figure 17)
(Cheroutre et al., 2011).
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Figure 17: Mécanismes pro inflammatoires anti-T. gondii et régulation par les lymphocytes

intra-épithéliaux (Kasper, 2004).

11.1.1.2. Lymphocytes T CD4+

11.1.1.2.1. Lymphocytes T CD4+ de la lamina propria

Les premiers lymphocytes T a intervenir sont les cellules résidantes du site de I’inflammation
: les LT CD4+ de la lamina propria. Ces LT sont activés par les DCs et les macrophages ayant
infiltré 1’épithélium infecté par contribution d’IL12 (Liesenfeld et al., 1996).

Dans des souris C57BL/6, les LT CD4+ de LP d’animaux infectés synthétisent beaucoup
d’IFNy et de TNFa qui participent a la nécrose des villosités de I’intestin gréle, et augmentent
la production de plusieurs chimiokines dont MIP-2, MCP-1, MIP-1a et IP-10 par les
entérocytes infectés. Cette réaction augmente alors I’attraction d’autres cellules

inflammatoires (Mennechet et al., 2002).

11.1.1.2.2. Lymphocytes T CD4+ effecteurs

Les lymphocytes T CD4+ peuvent intervenir par le biais de deux mécanismes : la cytotoxicité
et la production de cytokines. L’activité cytotoxique sur les cellules infectées par T. gondii est
restreinte au CMH 11 et a été mise en évidence dans le sang de patients en phase chronique
(Curiel et al., 1993; Yang et al., 1995).
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Lors d’une infection naturelle a T. gondii, un afflux massif de cellules T CD4+ productrices
d’TFNy est produit dans la LP (Mennechet et al., 2002) apres leur activation par les CPA au
niveau des ganglions mésentériques, et leur recrutement par réduction 1’expression de CCR7
et augmentation de CCR2, CCR5, CCR9 et CXCR3 qui intéragissent avec les chimiokines
produites par les cellules épithéliales infectées et par les APC activées (Graeler et al., 2002;
Bachmann et al., 2006).

Pendant la phase chronique, les LT CD4+ jouent un rble primordiale pour maintenir la
pression immune (Vollmer et al., 1987). Plusieurs populations des cellules T CD4+ existent
dont les cellules Th (T helper) et Treg. Entre les cellules Th, plusieurs sous populations ont
été identifiees qui sont les Thl, Th2, Th17. Globalement, la réponse induite par T. gondii est
du type Thl (Zenewicz et al., 2009).

11.1.1.2.2.1. Lymphocytes Thl

La résistance a l'infection par T. gondii est étroitement liée a une réponse cellulaire Thl
favorisée par 1'IFNy et I'I[L12 produits aprés activation des NK et des M® (Suzuki et al.,
1988). Le rble des CD4+ semble important dans la mise en place et surtout le maintien de la
réponse effectrice T CD8+, par leur synthese de I’'TFNy et de I’IL2, cytokines essentielles pour
I’activation des LT CD8+. L’IFNy permet la différenciation des précurseurs ThO en Thl.
L’IL2 joue un rdle primordial dans la résistance a la phase aigué de I’infection (Suzuki et al.,
1988; Gazzinelli et al., 1991, 1992; Casciotti et al., 2002).

Les cellules CD4+ ont aussi un role dans la réponse humorale contre la toxoplasmose, en
phase chronique, comme cellules accessoires pour la production d’anticorps d’isotype
particulier tel qu’IgG2a (Johnson et Sayles, 2002).

L’IFNy est I’augmentation de I’expression des molécules CMH | par les CPA, ce qui induit
I’activation des T CD8+ avec une activité cytotoxique spécifique de I’antigéne (Boehm et al.,
1997; Ely et al., 1999; Nakano et al., 2001). Comme lors de la réponse innée, I’'IFNy exerce

un fort pouvoir anti-parasitaire (Dimier et Bout, 1998).

11.1.1.2.2.2. Lymphocytes Th2

Des études indiquent que T. gondii suscite des réponses Th2 dans certains contextes (Suzuki
et al., 2000). L’absence totale de cytokines Th2 est mortelle au cours de I'infection par T.
gondii, ce qui indique que le role des cytokines Th2 est principalement de moduler la forte
réponse des cytokines Thl (Singh et al., 2005).
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Le profil Th2 implique la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires, telles que I’'IL10 et
I’IL4, capables de contrer les effets délétéres d’ une surproduction d’IFNy. Le rdle crucial de

I’IL10 est le plus décrit (Suzuki et al., 2000).

e |L10

L’IL-10 posséde une activité anti-inflammatoire dans de nombreuses pathologies associées a
une forte production d’IFNy, d’IL1 ou de TNFa (Van de Loo et Van den Berg, 2002) et est
produite notamment par le placenta murin. Lors d’encéphalite chronique toxoplasmique, la
neutralisation de I’IL10 conduit a une augmentation de I’infiltration leucocytaire dans le
systeme nerveux central, indiquant un réle de cette cytokine dans le contréle de
I’inflammation lors d’une infection a T. gondii. Des souris invalidées pour 1’IL-10 ne sont pas
capables de contrbler la réponse pro-inflammatoire et succombent a I’infection a T. gondii trés
tot au cours de la phase aigué suite a la production incontrolée d’IFNy et de TNFa (Suzuki et
al., 2000). L’induction d’IL10 par T. gondii pourrait étre un des mécanismes d’échappement
du parasite a la réponse immune (Wille et al., 2001).

e Lipoxine A4 (LXA4)

Les lipoxines possédent des propriétés anti-inflammatoires dans I’arthrite, les néphrites et
autres pathologies inflammatoires. Leurs actions incluent [’inhibition des fonctions
leucotrienes, des fonctions des cellules NK, de la migration leucocytaire, de la production de
TNFa induit par les chimiokines, de la translocation de NF-«B et de I’expression de
récepteurs aux chimiokines et de molécules d’adhésion (Ohira et al., 2004). Pour assurer de
telles fonctions, ces agents se fixent sur deux récepteurs principaux : le récepteur a la lipoxine
A4 (LXA4R) et le récepteur nucléaire AHR (Aryl Hydrocarbon Receptor) (Maddox et al.,
1997). Une étude réalisée chez des souris déficientes en IL10 et infectées par T. gondii a
montré ’acquisition d’une protection conférée par I’injection de 1’extrait STAgQ, 24 heures
avant I’infection qui permet la synthése de LXA4 inhibant la migration des DCs et la
production d’IL12 et de CCR5 in vivo et in vitro (Figure 18) (Reis eSousa et al., 1999).
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Figure 18 : Contrdle de la réponse pro-inflammatoire durant 1’infection par T. gondii (Reis e
Sousa et al., 1999).

11.1.1.2.2.3. Lymphocytes Th17

Enfin, une troisiéme sous-population de LT CD4+, les Th17 entrerait également dans la mise
en place de la réponse anti-toxoplasmique (Kelly et al., 2005). Les cellules précurseur ThO se
différencient en cellules Th17 sous I’action combinée du TGFp et d’IL6. L’1L23 sécrétée par
les CPA est un facteur d’expansion et de survie des Th1l7. Ces lymphocytes produisent de
I’IL17A et de I’'IL17F, mais également des facteurs connus pour induire une réponse
inflammatoire dont le TNFa, I’IL6 ou encore le GM-CSF (Kikly et al., 2006). Le principal

role de I’'TL17 est sa capacité a recruter les neutrophiles (Witowski et al., 2004).

11.1.1.2.2.4. Lymphocytes T régulateurs

Une quatrieme sous-population de LT CDA4+, appelée régulatrice (LT reg), a pour
caractéristique 1’expression du marqueur CD25 et/ou de Foxp3, en plus du CD4, a été
identifiée, récemment, comme une population impliquée dans la toxoplasmose par production
de I’IL10 (Ronet et al., 2005; Ge et al., 2008).

Les cellules Treg CD4+CD25+ sont impliquées dans la tolérance maternelle induite par les
alloantigénes feetaux. Ces données suggerent que la perte foetale provoquée par T. gondii,
puisse étre indépendante de la transmission verticale et que la diminution des cellules Treg
CD4+CD25+ pendant I’infection pourrait représenter un mécanisme nouveau impliqué dans

I’avortement provoquée par ce parasite (Ge et al., 2008).
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11.2. Réponse immunitaire humorale

11.2.1. Détection et Cinétique de la réponse humorale

Les anticorps IgA et IgM sont produits pendant la premiére semaine (Trois a dix jours) apres
I’infection et atteignent un plateau en 1 mois (Figure 19). Des IgM spécifiques peuvent
apparaitre au cours d’une réactivation de toxoplasmose congénitale, il est possible de ce fait
qu’ils persistent longtemps suite a une réactivation persistante des kystes de toxoplasme. Les
niveaux d’IgM spécifiques diminuent habituellement aprés 1 a 6 mois, mais restent
généralement détectables pendant un an ou plus (Del Bono et al., 1989; Sibalic et al., 1990;
Gorgievski-Hrisoho et al., 1996).

Les IgA sont sécrétés apres les IgM et persistent jusqu’a six a sept mois apres infection, leur
sécrétion est induite par I’IL10 et le TGF (Defrance et al., 1992). Ces IgA ont été détectées
dans le lait maternel chez des femmes présentant aussi bien une phase aigué que chronique.
Ces IgA sont dirigées contre un large éventail d’antigénes dont le poids moléculaire varie de
14 2100 kDa (Mack et McLeod, 1992).

Chez la souris, les IgA sont sécrétées dés deux semaines post-infection et persistent pendant
au moins 17 semaines. Les réponses a IgG et IgM (sérum et lait) débutent en méme temps que
celles des IgA (Chardeés et al., 1990).

IgG titer reaches a
plateau within 2-3 months
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Figure 19: Cinetique de la réponse en anticorps chez I’homme infecté par T.gondii (Robert-
Gangneux et Dardé, 2012).

67



Etude bibliographique Immunité anti-T.gondii

Chez le chat, des IgA reconnaissant des antigenes de tachyzoites de 24, 34, 38 et 43 kDa ainsi
qu’un antigeéne de sporozoite de 24 kDa ont été détectés au niveau des sécrétions intestinales
apres leur infection par voie orale avec des kystes de T. gondii (Omata et al., 1997). Des IgG
sont également présent au niveau du tractus intestinal du chat, et coopérent avec les IgA pour
prévenir I’infection (Omata et al., 1997). Comme pour ’homme, des IgA anti-T. gondii ont
été détectées dans I’humeur aqueuse de chats présentant une toxoplasmose oculaire (Lappin et
al., 1995).

La production des 1gG survient aprés celle des IgM et IgA. Les souris produisent
majoritairement des IgG2a et peu d’IgG1 contrairement a I’homme, par les cellules B activées
par les cellules Thl (Burke et al., 1994). Les 1gG sont produits durant toute la vie de I'note et
signent la phase chronique de l'infection. Les antigenes reconnus par les IgG sont plus
nombreux, et dirigées essentiellement contre les antigenes membranaires de 30 kDa, 43 kDa
et 97 kDa (Decoster et al., 1988, 1995).

Bien que la réponse cellulaire semble étre celle qui confere le plus grand degré de protection
lors d’une primo-infection, au cours des infections suivantes, la réponse humorale parait
essentielle pour bloquer précocement I’invasion du parasite dans les cellules de I’hote (Innes

et al., 2007).

11.2.2. Role des lymphocytes B

Le rble des lymphocytes B (LB) n’est pas négligeable dans la lutte anti-toxoplasmique, tant
par leur synthése d’anticorps que par leur interaction avec les autres cellules du systeme
immunitaire. Traditionnellement, on pense que la réponse immunitaire humorale joue un role
subordonné au cours de la toxoplasmose car, en tant que parasite intracellulaire, T. gondii est
relativement inaccessible aux anticorps (Nakayama, 1965). Les études de Taylor et Frenkel
(1982) suggeérent que les anticorps ont peu d'effets pendant I'infection aigué mais peuvent
devenir importants pendant la phase chronique et pour une résistance a long terme (Kang et
al., 2000).

Il a été reconnu depuis longtemps que lorsqu'on opsonise avec des anticorps anti-Toxoplasma
spécifiques, les tachyzoites sont activement phagocytés et tués par les macrophages
(Anderson et al., 1976; Sibley et al., 1985). De plus, lI'opsonisation peut induire I'activation du
complément et entrainer la mort de T. gondii (Schreiber et Feldman, 1980). Certains ont
suggéré un effet direct des anticorps anti-Toxoplasma dans le blocage de la capacité des

tachyzoites a infecter les cellules hotes (Sayles et al., 2000).
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Un réle important des cellules B dans la protection contre I’infection a T. gondii, par leur
action sur la fonction des macrophages et sur la réponse cellulaire T a été prouvé (Chen et al.,
2003). Des cellules B-1 activées produisant de 1°1L12 et de I’IFNy suite a une infection par T.
gondii ont déja eté identifiées (Harris et al., 2000). Par ailleurs, Menard et al. (2007) ont
montré que les cellules B issues de souris infectées, par leur TNFa membranaire, augmentent
I’expression de I’'IFNy par les cellules T CD4+. Le contact direct entre ces deux populations
est indispensable et nécessite des LB activés mais pas obligatoirement spécifiques de T.
gondii. L’activation des LT CD8+ par les LB pourrait se faire par la cross-présentation des
antigenes parasitaires via le CMH | (Ménard et al., 2007). Des chercheurs ont suggére que les
LB pourraient étre directement impliquées dans la production d'IL12 ou indirectement soit en
induisant I'expression de CD40L sur des lymphocytes T (Jaiswal et Croft, 1997) ou en
exprimant eux-mémes CD40L (Grammar et al., 1995; Wykes et al., 1998; Zhang et Denkers,
1999).

11.2.3. Role des anticorps anti-T.gondii

11.2.3.1. Réponse muqueuse

La réponse muqueuse est caractérisée par la sécrétion d’IgA sécrétoires. De tels anticorps sont
retrouvés au niveau intestinal apres une infection de souris par T. gondii (Chardés et Bout,
1993). Les femmes en phase aigué de I’infection montrent les plus forts taux d’IgAs. Le role
protecteur de ces IgAs a ensuite été déterminé par un test in vitro. Les résultats montrent une
baisse significative, qui peut aller jusqu’a 50 %, de la réplication des tachyzoites lorsque les
entérocytes sont infectés en présence de lait de meéres en phase aigué, par rapport a une
infection en présence de lait de meres non infectées. En fait, ’observation microscopique des
cultures a révélé qu’il y’a diminution & 75 % de I’infection des entérocytes mais pas la

réplication du parasite intracellulaire mis au contact d’entérocytes (Mack et McLeod, 1992).

11.2.3.2. Réponse systémique

Les anticorps, seuls ou en coopération avec I’immunité cellulaire, n’ont jamais montré une
efficacité totale contre le parasite mais occupent plutét un réle de soutien. Leur implication
peut se faire selon trois modes ; la lyse des tachyzoites extracellulaires, la neutralisation de la
pénétration des tachyzoites dans les cellules et le blocage de la multiplication intracellulaire
(Omata et al., 1996).

Les IgM inhibent I’invasion cellulaire par les tachyzoites et diminuent la dissémination

parasitaire dans la phase aigué de la toxoplasmose (Couper et al., 2005).
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La lyse des tachyzoites extracellulaires semble largement dépendante des IgM. Ces IgM non
specifiques, naturelles, se trouvent en grande quantité mais restent moins efficaces que des
IgM spécifiques chez de patients infectés de fagon aigué ou chronique (Konishi et Nakao,
1992). Une étude plus récente sur des IgM naturelles issues de porcs, de lapins et de chiens
sains a montré qu’elles étaient capables d’entrainer la lyse des tachyzoites extracellulaires de
fagcon dépendante du complément. Cette lyse n’a pu étre observée avec des IgM de chat,
suggérant que T. gondii peut échapper a la lyse extracellulaire chez son héte définitif (Kaneko
et al., 2004). Des anticorps spécifiques dirigés contre des protéines de surface (SAG1) de
granules denses (GRA2 et GR6) ou de rhoptries (ROP2) sont capables d’inhiber 1’invasion du
parasite (Mineo et al., 1993; Cha et al., 2001; Mishima et al., 2002; Couper et al., 2005).

Quelques études ont été menées sur 1’inhibition de la réplication intracellulaire du tachyzoite
par les anticorps. En 1993, un anticorps monoclonal dirigé contre une protéine présente sur
des structures vésiculaires cytoplasmiques du parasite a été testé. Les parasites extracellulaires
seraient capables d’endocyter cet anticorps. Une fois dans les cellules-h0tes, le nombre de
rosettes de parasites est fortement diminué, suggérant que I’incubation des tachyzoites avec

cet anticorps limite leur réplication intracellulaire (Mineo et al., 1994).
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I. Objectifs

Comme évoqué précédemment, la toxoplasmose est essentielle a étudier, d’une part parce
qu’il s’agit d’une zoonose majeure avec impact remarquable sur les nouveaux nés et les
immunodéprimés comme la femme enceinte, d’autre part, en raison de son importance
économique significative en élevage caprin comme en elevage ovin.

Jusqu’a ce jour aucune investigation séro-épidémiologique sur la toxoplasmose caprine n’a
été effectué en Algérie. Ce présent travail a été réalisé¢ a I’Est Algérien dans la région de Mila
et avait comme objectif général, une contribution originale a la connaissance de 1’infection
par T.gondii chez le caprin.

Dans un premier temps, nous tenterons de connaitre la situation spatiotemporelle de la
Toxoplasmose chez les caprins & un moment donne et dans une région déterminée, pour avoir
une idée sur la séroprévalence de cette affection. Déterminer aussi les différents facteurs
d’exposition a T.gondii et les évaluer en tant que facteurs du risque ou facteurs protecteurs.
Dans un deuxiéme temps, nous évaluerons la performance de deux tests sérologiques le LAT
(Latex Agglutination Test) et le test ELISA indirect (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay)
dans la détection de I’infection sur des sérums de caprins.

Enfin, les résultats obtenus nous permettrons d’estimer I’impact sur la santé publique et de
prescrire un systéme de surveillance de la maladie chez les caprins pour minimiser leurs effets

néfastes.

1. Matériel et méthodes

11.1. Description de la région étudiee
La wilaya de Mila (prononcé [mi.la]) est une wilaya algérienne située dans le Nord-Est de
I'Algérie en Kabylie orientale, elle est délimitée :

e aunord, par les wilayas de Jijel et de Skikda ;

o al'est, par la wilaya de Constantine ;

e ausud, par les wilayas de Batna et d'Oum el Bouaghi ;

e al'ouest, par la wilaya de Sétif
La wilaya se caractérise par un relief varié et présente deux grandes zones distinctes ; au nord,
des montagnes et des collines : M’sid, Aicha, Zouagha et El-Halfa, et au sud, les plaines et
les hauts plateaux.
Le climat est humide au Nord, subhumide a semi aride au centre et semi-aride au Sud. La
pluviométrie varie entre 600 et 900 mm au nord de la wilaya (920 mm sur le mont de Msid
Aicha), entre 400 et 600 au centre de la wilaya et moins de 400 mm au sud.
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La wilaya abrite le plus grand barrage d'eau au niveau national barrage Beni-Haroun qui
alimente une grande partie de I'Est algérien avec de I'eau potable et de 1'eau d’irrigation.

La wilaya de Mila est crée lors de la division administrative algérienne de 1984, avec la ville
de Mila comme chef-lieu de la wilaya, elle compte 13 dairas et 32 communes, avec une
superficie de 348 100ha = 3 481 km?.

Notre étude est menée dans deux communes de cette wilaya ; la commune de Terrai Bainen et
celle de Zéghaia. La premiere est localisée dans I'extréme nord de lawilaya de Mila,
limitrophe de la wilaya de Jijel (Figure 20). Elle se trouve a flanc de montagne bordée au sud
par le barrage de Beni Haroun.

La commune est dominée au nord par le djebel Anz EI Arbi & 1 162 metres, faisant partie de
la chaine montagneuse du Zouagha. Le nord de la commune abrite trois grandes foréts
de chéne-liége. L altitude est de 1 162 & 1 190 m, avec superficie de 81,70 km?.

La commune de Zeghaia est localisée au centre-est de la wilaya de Mila a 7 km de Mila par la
RN79. Altitude de 185 & 615m au maximum, avec superficie de 60 km?

La ville de Zeghaia est construite en pente nord-sud au pied d'une montagne, dite Essatour qui
culmine a 615 metres. Au nord se trouve le barrage de Beni Haroun qui recouvre le lit de

I'Oued Endja. A I'ouest on trouve une large forét d'exploitation.
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Figure 20: Localisation de la région d’étude (commune Zéghaia et Terrai Bainen) au sein de
la wilaya de Mila.
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11.2. Description du cheptel caprin

Dans I’Est Algérien et précisément dans la wilaya de Mila, un effectif de 40 256 tétes de
caprins est signalé par les autorités compétentes (DSA de Mila, 2015).

La région étudiée dispose de 8652 éleveurs détenant 2115 tétes de chévre laitiére (DSA de
Mila, 2013). Le mode d’¢élevage est généralement de type semi-intensif voir extensif. Les
animaux sont nourris au foin, au son et beaucoup plus a ’herbe pendant la saison de paturage.
Celle-ci va de Mars a Décembre avec des variations suivant les conditions climatiques, ces
caprins se nourrissent presque exclusivement en dehors de 1’étable. L’association de 1’¢élevage

des caprins et des ovins est trés fréquente dans cette région.

11.3. Echantillonnage et prélevements

Notre étude est de type transversal suivie d’une enquéte épidémiologique descriptive au
moyen d’un questionnaire bien structuré et adressé aux éleveurs caprins. L’étude a eu lieu
durant la période allant de janvier au mois d’avril 2017, sur cent quatre-vingt treize caprins
(n=193) issus de vingt-cing élevages (n=25) sélectionnées au hasard.

L’échantillonnage est de type multi niveaux, débutant en premier lieu par le choix aléatoire de
la wilaya de Mila dans I’Est Algérien, avec deux communes. Le choix des ¢levages a aussi été
aléatoire en utilisant une liste de la totalité des éleveurs caprins de la région. Le but était
d’avoir une répartition homogene des ¢élevages sélectionnés sur la zone d’étude. Par ailleurs,
le nombre de caprins a prélever dans chaque ferme a été défini en fonction du nombre total
existant dans 1’élevage: soit la ferme comprenait moins de 10 caprins et dans ce cas tous les
caprins étaient prélevés, soit la ferme contenait plus de 10 caprins et dans ce cas, au moins 10
individus étaient prélevés. L’important est d’avoir un échantillon représentatif comptant au
moins 10% de I’ensemble des individus présent dans chaque élevage visité.

Au moment du prélévement, les chevreaux 4gés de moins de 3 mois ont été écartés de 1’étude
afin d’¢éviter une éventuelle détection d’anticorps d’origine colostrale (OMACAP, 2015). Ce
processus nous a permis de réaliser un échantillonnage aléatoire de 198 prélévements
sanguins de caprins agées entre 4 mois a 08 ans provenant de 02 communes sélectionnées, et
issus de 25 exploitations caprines (n=12 de Terrai Bainen et n=13 de Zéghaia). Si on se réfere
au chiffre des Directions des services agricoles de 2015, le taux d’échantillonnage réalisé a été
d’environ 0.48% pour les caprins (n=40256).

Nous avons décidé de calculer la taille d'échantillon requise pour notre étude sur la base d’une

prévalence préliminaire. Cette prévalence préliminaire estimée a 20% nous a permis de
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calculer a 210 le nombre d’échantillons de sérums caprins nécessaire pour notre étude selon la
formule suivante:

n=[t?xp (1-p)] / m? ol

n = taille d'échantillon requise

t = niveau de confiance a 95% (valeur type de 1,96)

p =prévalence estimative de T. gondii chez les caprins

m = marge d'erreur a 5% (valeur type de 0,05)

Pour les préléevements sanguins, la veine jugulaire a été ponctionnée a fin de recueillir le sang
dans un tube & systéme vacutainer® sous vide (5 ml) (réf: 454092) pour récupérer du sérum
apres coagulation.

Les sérums obtenus ont été transférés immédiatement dans des tubes Eppendorf® et stockés
dans un congélateur a -20°C. Les échantillons ont été transportés et acheminés vers le
laboratoire de parasitologie-mycologie de ’ENSV dans une glaciére a +4°C pour analyses

sérologiques.

I1.4. Etablissement d’un questionnaire

Un questionnaire épidémiologique a été distribué a 1’éleveur afin de révéler 1’état des fermes
visitées et les conditions d’¢élevage, aussi les caractéristiques des animaux.

Ce questionnaire comporte des éléments en relation avec les fermes visitées (type d’élevage et
de production, présence d’avortement ou non, présence ou absence des chats), ainsi, ceux liés
aux caprins prélevés (age, sexe, race, trouble reproductif, signes cliniques....).

Les élevages préleves ont été essentiellement constitués des caprins de races locales
(100%). L’échantillon comprenait 129 femelles (70,10%) et 55 males (29,89%). Les animaux
ont été répartis en trois classes d’age : <12 mois (24,45%), 12 a 36 mois (29,34%) et plus de
36 mois (46,19%). Parmi les femelles sélectionnées, 56,58% (73) ont des antécédents

d’avortement.

11.5. Analyses sérologiques

Une détection des anticorps anti-T. gondii a été réalisée au sein du Laboratoire de
Microbiologie de 1’école nationale supérieure vétérinaire d’Alger (ENSV). Apres
décongélation des sérums a température ambiante, nous avons procédé aux analyses
sérologiques des 184 sérums en utilisant deux kits sérologiques commerciaux : un Kit de type

ELISA ID Screen® Toxoplasmosis Indirect Multi-species (IDvet, Grabels, France) et un kit
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de type LAT, test d'agglutination au latex Toxo-Latex ® (SPINRER EACT, S. A. Ctra. Santa

coloma, Espagne).

11.5.1. Latex Agglutination Test (LAT)

Le test d'agglutination au latex Toxo-Latex ® (SPINRER EACT, S. A. Ctra. Santa coloma,

Espagne) a été utilisé pour révéler la présence des anticorps anti-T. gondii de facon qualitative

et semi-quantitative.

Principe du test:

Le réactif TOXO-Latex est une suspension de particules de latex de polystyrene revétues d'un

antigene soluble de Toxoplasma gondii. Les particules de latex permettent une observation

visuelle de la réaction antigene-anticorps. Si la réaction se produit, la suspension de latex

change et une agglutination claire devient évidente, en raison de la présence d'anticorps a une

concentration supérieure a 4 Ul/ml.

Réactifs Toxo-Latex:

- Reéactif 1 ; Les particules de latex en suspension adsorbés avec de 1’antigéne soluble de T.
gondii.

- Réactif 2 ; Contréle positif sérums animal contenant au moins 4UI/ml d’anti corps anti T.
gondii.

- Reéactif 3 ; Contréle négatif contenant le sérum animal.

Procédure:

Controler les réactifs jusqu'a ce qu'ils atteignent la température ambiante, puis secouer

doucement, en particulier le réactif 1 pour disperser les particules du latex. 50 ul du sérum

d'échantillon ont été pipetés dans un cercle de la glissiere en plastique, 25 pl d'antigéne

Toxoplasma ont été ajoutés, mélangés et secoues pendant 4 minutes a I'aide d'un rotateur.

Lecture et interprétation:

Les résultats ont été lus comme suit:

Réaction négative: un aspect homogene doit étre interprété comme I'absence d'anticorps.

Réaction positive : une agglutination claire doit etre interprétée comme une présence d’IgG

anti-T. gondii.

Un résultat positif se présente avec une formation d’un voile circulaire opaque dont le

diamétre est égal ou supérieur a la moitié du diamétre du puits. Cette formation de voile

s’explique par ’agglutination qui se crée entre les antigénes de surface de T. gondii et les

anticorps spécifiques.
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11.5.2. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Les anticorps 1gG dirigés contre T. gondii dans les sérums ont été recherchés par le test
ELISA en suivant les instructions du fabricant du kit ID Screen® Toxoplasmosis Indirect
Multi-species (IDvet, Grabels, France).

Les réactifs ont été ramenés a température ambiante (21°C + 5°C) et ont été homogénéisés
avant leur utilisation. Les témoins négatifs et positifs sont fournis dans le kit. Un volume de
90 de Tampon de dilution 2 est distribué dans chaque puits, suivi de 10 pl de deux témoins
Négatif et Positif est déposé dans les cupules Al, B1 et C1, D1 respectivement. Ainsi, un
volume de 10 pl des échantillons a tester est distribué dans les autres puits de la plaque a 96
puits fournie dans le kit pour une incubation pendant 45 minutes a température ambiante.
Trois lavages avec la solution de lavage sont effectués en évitant le desséchement des cupules
entre les lavages et 100 pl de conjugué 1X sont ensuite déposés dans chaque cupule puis la
plaque est a nouveau incubée pendant 30 minutes a température ambiante. Trois nouveaux
lavages avec la solution de lavage sont effectués comme précédemment avant de déposer 100
ul de solution de révélation dans chaque cupule et d’incuber la plaque pendant 15 minutes a
I’obscurité. Au final, 100 ul de solution d’arrét est déposée dans chaque cupule avant de
mesurer et d’enregistrer les densités optiques a 450 nm.

Le test ELISA détecte les anticorps IgG dirigés contre 1’antigéne P30 de T. gondii. Pour
I'interprétation des résultats, le pourcentage S/P (S: Sample, P: Positive control) a été calculé
avec la formule suivante :

S/IP % = (DO de I'échantillon / DO du témoin positif) x 100. Si S/P est inférieur ou égal a
40%, le résultat est considéré comme négatif ; si S/P est compris entre 40% et 50%, le résultat
est considéré comme douteux ; si S/P est supérieur ou égal a 50% et inférieur a 200%, le
résultat est considéré comme positif ; si S/P est supérieur ou égal a 200%, le résultat est
fortement positif. Le test est validé si la valeur moyenne de la DO du témoin positif est
supérieure a 0,350 (D0O>0,350) et si le rapport entre la moyenne des DO des controles positifs
(DOcp) et la moyenne des DO des contrdles négatifs (DOcn) est supérieure a 3,5.

11.6. Analyses statistiques

L'analyse statistique a été effectuée en utilisant "Statistica 10.0" de Stat soft Inc., Tulsa, USA
et "IBM SPSS Statistics 20.0," IBM Corp., USA. Le degré de signification du lien entre la
séroprévalence et 1'dge, le sexe, le type d’¢élevage, la présence ou non des chats, les communes
¢tudiées et 1'état abortif ou non chez les femelles a €té réalisé par le test 2 ou Fischer Exact

ou les valeurs dans une ou plusieurs cellules sont < 5. Ces liens ont été considérés comme
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significatifs pour p <0,05. Le degre de dépendance de la maladie sur différents facteurs a eté
déterminé par les odds-ratios (avec intervalles de confiance).

La comparaison des résultats entre les différents tests a été réalisée par le test de McNemar
avec determination de la valeur Kappa. Introduit pour la premiere fois en 1947 par Quinn
McNemar, ce test statistique est aujourd’hui utilisé dans les applications de la recherche
médicale (Altman, 1991). Le coefficient Kappa a été utilisé pour estimer le niveau d’agrément
entre les tests pour la détection de T. gondii chez les caprins a partir des sérums.

Le coefficient k est toujours compris entre -1 et 1 (accord maximal). Habituellement, on utilise le
« bareme » suivant pour interpréter la valeur k obtenue :

< 0 Grand désaccord

0.00 — 0.20 Accord trés faible

0.21 — 0.40 Accord faible

0.41 —0.60 Accord moyen

0.61 — 0.80 Accord satisfaisant

0.81 — 1.00 Accord excellent
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I11. Résultats

I11.1. Etude de la séroprévalence vis-a-vis d’une infection par Toxoplasma
gondii

Deux techniques sérologiques ont été utilisées, le test ELISA indirect et le test d’agglutination

LAT.

Nous allons présenter pour chaque méthode sérologique la séroprévalence obtenue.

111.1.1. Etude de la séroprévalence par la technique ELISA indirect
Parmi les 184 caprins testés, 132 était positifs aux anticorps spécifiques de T. gondii, ce qui
correspond & une séroprévalence de 71,73% (1C95%, 64%-79,4%) (Figure 21).

Séroprevalence (%) individuelle vis a vis
de T.gondii par le test ELISA Indirect

M Cas séropositif

H Cas séronégatif

Figure 21 : Séroprévalence individuelle vis-a-vis de T.gondii en utilisant le test ELISA.

Parmi les 25 élevages visités, 24 présentaient au moins un animal séropositif a T. gondii, soit

un taux d’exposition de 96% des troupeaux choisis (Figure 22).
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Séropreévalence (%) troupeau vis a vis de
T.gondii par ELISA Indirect

4%

® Troupeau séropositif
® Troupeau séronégatif

Figure 22 : Séroprévalence troupeau vis-a-vis T. gondii en utilisant le test ELISA Indirect.

Au sein des élevages séropositifs, la séroprévalence de T. gondii varie de 0% a 100% (Figure
23) (prévalence intra-troupeau). La majeure partie des troupeaux (29,16%) présente une
séropositivité de 60 a 66,66%. Pour 6 élevages (25%), la totalité des individus se sont montrés

positifs a T.gondii (100% séropositifs).

Séropreévalence intra-troupeau vis a vis de T.gondii
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Figure 23 : Fréquence de distribution de la séroprévalence intra-troupeaux de T. gondii par le
test ELISA.
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En fonction des valeurs de densité optique (DO) obtenus par le lecteur ELISA, et suivant le
pourcentage S/P% calculé, on pourrait diviser les sujets séropositifs en trois catégories selon
le degré de positivité (Figure 24) ;

50%<S/P %<79% ; faiblement positif (infection chronique),

80%<S/P %<119% ; moyennement positif (infection chronique),

120%<S/P %<200% ; fortement positif (infection peu récente).

D’aprés cette analyse, on constate que la plupart des sujets séropositifs (76,51%) présentent
une infection chronique, ou il y’a persistance d’anticorps anti-T. gondii (IgG) comme trace
d’un contact antérieur avec le parasite. D’autres sujets présentent une valeur S/P%> 120%, et
qui peut aller jusqu’au 175% (qui est en relation avec le taux d’anticorps), subirent une
infection plus au moins récente, révélant un contact récent avec le parasite ou une
réactivation d’une infection ancienne suite a une pression sur le systéme immunitaire. La
raison de cette constatation, c’est que le test ELISA détecte les deux classe d’anticorps IgG et
IgM sans faire distinguer entre infection chronique réactivée et I’infection récente (non aigue).

Dans notre étude, pas d’individus présentant une infection aigue (S/P %>200%).

Séroprévalence vis a vis de T.gondii (%)

90%

80% 76,51%

70% -

60% -

H Faible

50% -

@ Moyenne
40% -

Pourcentage %

u Forte
30% -

20% - 16,66%

10% -

0% -

Degré de séropositivité

Figure 24: Variation de la séroprévalence de T.gondii en fonction du degré de séropositivité
selon le test ELISA.
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I11.1.2. Etude de la séroprévalence par le test d’agglutination le LAT
Parmi les 184 caprins testés, 117 étaient positifs aux anticorps anti-T.gondii, ce qui
correspond & une séroprévalence de 63,58% (1C95%, 56.43%- 70.20%) (Figure 25).

Séroprévalence (%) individuelle vis a
vis de T.gondii par LAT

m Cas séropositif

® Cas séronégatif

Figure 25: Séroprévalence individuelle vis-a-vis de T. gondii par le test LAT.

La totalité des élevages caprins visités possédaient au moins un animal séropositif, soit un

taux d’exposition de 100% (Figure 26).

Séroprévalence (%) troupeau Vvis a Vvis
de T.gondii par LAT

0%

B Troupeau séropositif
B Troupeau séronégatif

Figure 26: Séroprévalence vis-a-vis de T.gondii au niveau du troupeau par le test LAT.
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Au sein des fermes séropositives, la séroprévalence de T.gondii variait de 20% a 90% (Figure
27) (prévalence intra-troupeau).

La majeure partie des troupeaux (24%) présentait une séropositivité de 80 a 90%, tandis que
20% des fermes montraient des taux de séroprévalence de 66,66%. En fin, 8 troupeaux (32%)

présentaient un pourcentage de séropositivité inférieur ou égal a 50%.

Séroprévalence (%) intra-troupeau vis a vis de
T.gondii

66,66%

5
4
75%
3
20% 40% 50% 80% 87%
I 25% 44,4% 55,5% 57% 71,4% I833% 90%
0 I I I I

Séroprévalence intra-troupeau %

Fréquence de troupeaux

N
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Figure 27 : Distribution de la séroprévalence intra-troupeau de T.gondii par le test LAT.

111.2. Etude des facteurs de risque
Nous avons étudié les facteurs de risque susceptibles d’étre a I’origine d’une exposition a une
infection par T.gondii chez le caprin. Les deux techniques sérologiques ont été considérées et

les résultats sont les suivants :

111.2.1. Analyse des facteurs de risque avec le test ELISA

Le tableau suivant résume tous les résultats obtenus apres I’analyse des facteurs d’exposition
qui semblent jouer un réle comme facteurs de risque liée a I’apparition et I’augmentation de la
séropositivité vis-a-vis de T. gondii chez le caprin.

L’analyse détaillée des résultats montre que la séroprévalence de T. gondii ne varie pas de
fagon significative en fonction du sexe (P=0,602), de I’age (P=0,792), du type d’élevage
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(P=0,380), de la présence de chats (P=0,233) ou encore de la localité des animaux (commune)
(P=0,419) (Tableau 2).

En revanche, la séroprévalence semble varier de fagon significative en fonction de la présence
ou de I’absence d’avortement (P=0,007) (Figure 28).

Tableau 2: Analyse des facteurs susceptibles d’influencer le risque d’infection par T. gondii

en tenant compte des résultats obtenus par la technique ELISA.

Variables Catégories Fréguences observées  Séroprévalence Valeur P Signification
Positif Négatif Total

Sexe Male 38 17 55 69,1 (55.97-79.72) 0,602 NS
Femelle 94 35 129 72,9 (64.62-79.8)

Age <I2mois 31 14 45 68,9 (54.34-80.47) 0,792 NS
12-36 mois 38 16 54 70,4 (57.17-80.86)
>36 mois 63 22 85 74,1 (63,91-82.24)

Type Extensif 12 7 19 63,2 (41.04-80.85) 0,380 NS

d’élevage Semi- 120 45 165 72,7 (65.48-78.95)
intensif

Présence de Oui 107 38 145 73,8 (65,5-82,1) 0,233 NS

chat Non 25 14 39 64,1 (54,3-82,9)

Commune Zéghaia 70 31 101 69,3 (58,5-80,1) 0,419 NS
Terrai 62 21 83 74,7 (63,9-85,5)
Bainen

Avortement  Oui 60 13 73 82,2 (71.88-89.29) 0,007 S
Non 34 22 56 60,7 (47.63-72.42)

NS; Non Significatif, S; Significatif

Séroprévalence vis a vis de T.gondii (%)

90%

82.19%
80%

70%

60.71%
60% -

50%

39.28% H Chevre ayant avorté
40% -

m Chévre n'ayant pas avorté

Pourcentage %

30% -
17.80%

20% -
10% -

0% -

Positif Négatif
Réaction au test ELISA

Figure 28: Variation de la séroprévalence de T. gondii en fonction du statut abortif de la
chévre analysée par le test ELISA.
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111.2.2. Analyse des facteurs de risque avec le test d’agglutination le LAT

De la méme fagon, une analyse des facteurs de risque a été réalisée en tenant compte cette fois
ci des résultats obtenus par le test LAT. Les résultats sont repris dans le tableau 3.

L’analyse ne montre aucune variation d’une facon significative de la séroprévalence de
I’infection a T.gondii en fonction du sexe (P=0,096), de 1’age (P=0,113), du type d’élevage
(P=0,967), de la présence de chats (P=0,500), de la localité (commune) (P=0,945) ou encore
du risque d’avortement (P=0,503).

Tableau 3: Analyse des facteurs susceptibles d’influencer le risque d’infection par T.gondii
par le test LAT.

Variables Catégories Fréquences observées Séroprévalence Valeur P  Signification
Positif Négatif Total NEANUEEY)

Sexe Méale 30 25 55 54,5 (41.53-66.98) 0,096 NS
Femelle 87 42 129 67,4 (58.95-74.92)

Age <I2mois 23 22 45 51,1 (37-65.04) 0,133 NS
12-36 mois 37 17 54 68,5 (55.26-79.32)
>36 mois 57 28 85 67,1 (56.52-76.12)

Type Extensif 12 7 19 63,2 (41.04-80.85) 0,967 NS

d’élevage Semi- 105 60 172 63,6 (53.6-68.02)
intensif

Présence de Oui 94 51 145 64,8 (53,6-73,2) 0,500 NS

chat Non 23 16 39 59,0 (32,5-75,1)

Commune Zéghaia 64 37 101 63,4 (53.64-72.12) 0,945 NS
Terrai 53 30 83 63,9 (53.12-73.37)
Bainen

Avortement  Oui 51 22 73 69,9 (58.56-79.17) 0,503 NS
Non 36 20 56 64,3 (51.20-75.55)

NS; Non Significatif, S; Significatif

111.3. Etude de la comparaison des deux techniques sérologiques
Les performances de la méthode d’agglutination en latex (LAT) ont été évaluées en prenant
comme test de référence ELISA indirect a la dilution 1/100.
Pour la technique LAT, la sensibilité¢ (Se), la spécificité (Sp), ’exactitude relative (Er), le
coefficient kappa de Cohen (K) et le test de Mc Nemar ont été calculés en prenant ELISA
indirect comme test de référence.
Les résultats obtenus ont montré les valeurs suivantes ;

- une valeur prédictive positive de 89,74%

- une valeur prédictive négative de 59,70%

- une sensibilité relative de 79,54%
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- une spécificité relative de 76,92%

- I’exactitude relative 78,80%
Le calcul de la concordance entre les deux techniques (ELISA et LAT) par I’utilisation du test
Kappa de Cohen a montré un coefficient K de 0,519 (p=0,000) appartenant a 1’intervalle 0,41-
0,60, ce qui correspond a un accord moyen entre ces deux techniques (Tableau 4).
Le résultat du test Mc Nemar (5,769) a montré que les deux techniques donnaient des résultats

et des valeurs significativement différentes (p=0,024).

Tableau 4: Comparaison de la technique LAT avec I’ELISA indirect pris comme test de
référence dans le dépistage de ’infection par T.gondii chez le caprin.

Test ELISA indirect ‘
+ - Total
+ 105 12 117
- 27 40 67
LAT Total 132 52 184
Valeurs intrinseques  Se=79,54% Sp=76,92% Er=78,80%
K=0,519

Test Mc Nemar (P<0,05)

Se; Sensibilité, Sp; Spécificité, Er; Exactitude relative, K ; valeur Kappa
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V. Discussion

De nombreuses études sur la séroprévalence vis-a-vis de Toxoplasma gondii ont été réalisées
chez les petits ruminants dans différentes régions du globe. Cependant, notre étude fournit,
pour la premiére fois, des informations sur la séroprévalence et les facteurs de risques
susceptibles d’influencer 1’apparition d’une infection par T.gondii chez le caprin en Algérie.
La mise en évidence des anticorps spécifiques de T.gondii témoigne d’une circulation

fréquente du parasite parmi les élevages caprins.

IV.1. Protocole de I’étude et biais de conception

Avant de faire 1’analyse des résultats obtenus dans cette étude, il nous parait nécessaire de

discuter le protocole général de 1’enquéte, afin de faire ressortir ses qualités et ses defauts.

IV.1.1. Méthode d’échantillonnage

L’étude réalisée est de type transversal rétrospectif, sur un effectif de 193 caprins
sélectionnés, mais 184 uniquement subissaient les deux tests sérologiques tant que les deux
plagues ELISA ne suffissent que pour 184 échantillon, dans une région qui en héberge
environ n=40256 caprins (DSA de Mila, 2015), ce qui correspond a un taux d’échantillonnage
de 0.48%. L’idéal aurait été de prélever 10% de la population caprine de la région pour
obtenir une meilleure précision des résultats.

Malheureusement les difficultés d’accéder a toute la région et le colit cher des kits d’analyse
(nombre limité des sérums a tester (par kit)) ont rendu difficile la réalisation d’un
échantillonnage représentatif de la population caprine de la région.

Méme si les elevages ont éte sélectionnés de maniére aléatoire, il nous fallait quand méme
I’accord des ¢éleveurs pour prélever leurs animaux, certains ont carrément refusé de participer
a I’étude. Par conséquent, ceci a crée un certain biais de sélection. D’autre part, pour le choix
des caprins a prélever au sein de chaque ferme, nous pensions que dans un élevage donné, il
serait relativement aisé de prélever au hasard n’importe quel caprin afin d’avoir au final une
représentation homogene de 1’effectif. Nous nous sommes rapidement rendu compte que la
majorité des éleveurs ne veulent pas faire des préléevements sur les petits caprins, ceci
explique pourquoi dans notre étude, la classe des animaux qui ont moins de 6 mois était limité
par rapport aux autres classes.

La collecte des prélevements sanguins s’est effectuée dans le respect des régles d’hygiéne et
de conservation de la chaine du froid, tout au long de 1’enquéte, depuis la récolte jusqu’a

I’acheminement au laboratoire.
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IV.1.2. Questionnaire epidémiologique

Le questionnaire a été rempli par les éleveurs des différents élevages. Les réponses aux
questions sont basées en grande partie sur la mémoire des éleveurs. Par conséquent, peu de
données objectives n’ont pu étre synthétisées a partir des questionnaires. Aussi, le fait de
demander des informations aux éleveurs sur les avortements constitue un autre biais en raison

de non déclaration de ces derniers.

IV.1.3. Techniques sérologiques

Une variété de tests sérologiques ont été utilisés pour détecter les anticorps sériques dirigés
contre T.gondii, incluant le test de colorant Sabin-Feldman (DT), le test d'agglutination
directe (DAT), le test d'agglutination modifié (MAT), le test de hémagglutination indirecte
(IHT), le test d’agglutination au latex (LAT), le test de fixation du complément (CFT), le test
intra-dermique (IDT), l'essai immuno-enzymatique (ELISA), le test d’immunofluorescence
indirecte (IFAT) et la méthode du Western blot (WB) (Jacobs et al., 1960; Lappin et al.,
1994; Silva et al., 1997; Dubey, 2008; OIE, 2008; Rossi et al., 2011).

Pour la détection des anticorps dirigés contre le parasite T.gondii, nous avons utilisé la
technique ELISA et le test LAT.

L'ELISA est un outil de diagnostic utile et pratique pour tester les échantillons de sérums pour
la présence d'anticorps anti-T.gondii. Ce dosage peut étre sensible et peut étre semi automatisé
pour les tests a grande échelle, la lecture des résultats est moins subjective que celle d'autres
tests comme I’IFAT ou le LAT (Hill et al., 2006).

Le test de colorant Sabin-Feldman a été développé en 1948 par Albert Sabin et Harry
Feldman (Dubey, 2008). Si on le compare avec la technique ELISA, le test DT est tres
sensible et spécifique sans preuve de faux résultats chez les humains, il est utilisé a des fins de
diagnostic et considéré comme un test étalon. Le DT tout comme I’'IFAT est plus sensible et
spécifique comparé a I’THT ou bien a ’ELISA (Jacobs et al., 1960; Piergili, 2004).

L'ELISA a été adapté pour étre utilisé chez la plupart des animaux domestiques, tels les
moutons et les chevres, pour la détection des troupeaux contaminés par T.gondii (Van der
Puije et al., 2000; Dubey, 2008, 2009). Il existe des tests ELISA spécifiques pour les sous-
types IgM et 1gG. Ces tests ELISA sont idéalement adaptés pour détecter un grand nombre
d'échantillons et regarder le rapport IgM/IgG. Le rapport IgM/IgG peut étre utilisé pour
distinguer les infections aigués et chroniques (Danemark et Chessum, 1978).

Ce test a une ou plusieurs limites telles I'exigence pour le conjugué spécifique a une espece

hote et des performances variables chez différents hotes (Van der Puije et al., 2000).
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Le test ELISA (ID Screen Toxoplasmosis Indirect Multi-especes; ID.VET Innovative
Diagnostics, France) est un test commercial utilisé pour déterminer la présence d'anticorps
anti-P30 (SAGL1) spécifiques de T.gondii dans des échantillons de sérum de différentes
especes animales y compris la chévre. Il s'agit d'un test ELISA multi-especes, avec une
sensibilite et une spécificité de 86% et 99% respectivement chez les porcs infectés
expérimentalement (Bokken et al., 2012) et une sensibilité entre 95% et 97% et une
specificité de 97% chez les chats domestiques (Gyorke et al., 2011). Klun et al. (2007), lui ont
décrit une sensibilité et une spécificité respectivement de 58,3% et 96,1%.

Quant au test LAT utilisé aussi dans ce travail, il permet une détection rapide des anticorps
IgG et IgM dirigés contre T.gondii dans des échantillons de sérum. Le test est basé sur le
principe d'agglutination des particules de polystyrene revétues de l'antigéne soluble de
T.gondii.

Le test LAT/T.gondii est disponible dans le commerce, il s’agit d’un test de diagnostic simple,
rapide et fiable pour l'utilisation chez une grandes variété d’espéces (OIE, 2008). Dans le test
LAT, les particules revétues d'antigene de polystyréne blanc agglutinent en présence
d'anticorps, ce qui est visible a 1'eeil nu. En raison de l'efficacité diagnostique appropriée et
d'une large utilisation dans I'étude sérologique avec diverses especes animales (Ramzan et al.,
2009; Bartova et al., 2010; Ahmad et al., 2013; Machacova et al., 2014; Matsuo et al., 2014).
Le LAT a été choisi et employé ainsi dans la présente étude.

En revanche, une limite de ce test c’est la dépendance a 1'égard d'antigeénes indigénes produits
in vitro ou par des souris qui rend le codt élevé du kit. Dans la plupart des cas, les antigénes
portent du matériel extra parasitaire, qui peut avoir une réactivité non spécifique avec les
sérums d'essai. Un antigéne de surface immunodominant SAG1(P30) de T.gondii est
considéré comme un candidat important pour le développement de réactifs pour un diagnostic
efficace (Handman et al., 1980). Aussi, parmi les limitations du test, c’est 1’observation
subjective de la réaction antigéne-anticorps a 1’ceil nu, ce qui différe d’une personne a une
autre, et rend parfois le jugement du résultat difficile (Ramzan et al., 2009). Par ailleurs, ce
test peut détecter une production intensive d'anticorps au jour 17 PI, qui diminue au jour 21
(références).

Les tests LAT et ELISA sont appropriés pour détecter une réponse humorale contre T.gondii
chez des chevres infectées expérimentalement; les tests IFAT et LAT arrivent a détecter une
réponse d'anticorps avant d'étre détectée par ELISA. Le diagnostic de I'infection par T.gondii

est plus difficile pendant les 2 premieres semaines (Nishi et al., 2001).
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Des etudes antérieures ont montré que la technique ELISA est moins sensible que la

technique d'agglutination (Packham et al., 1998).

IV.2. Séroprévalence de I’infection par T.gondii chez le caprin

La toxoplasmose a une répartition géographique trés large et est considérée comme I'une des
infections parasitaires les plus courantes chez I'nomme et les animaux a sang chaud. Les
symptomes cliniques de la toxoplasmose ne sont pas spécifiques. En raison de la taille
microscopique et de la localisation intracellulaire des formes prolifératives de ce parasite
protozoaire et de la difficulté relative dans sa culture en laboratoire, le développement d'outils
immunodiagnostiques tels que la sérologie et I'immunohistochimie sont essentiels pour la
détection de I’infection (Uggla et Buxton, 1990). Par conséquent, 1'évaluation des tests
sérologiques devient importante pour utiliser des tests sensibles et spécifiques dans les études
sérologiques (Uggla et al., 1983 et Moreno et al., 1991).

Il existe des variations considérables dans le comportement de différentes especes de bétail
aux différents tests diagnostiques. En outre, il n'existe aucun matériau de référence mondial
typique a T.gondii, pour lequel, les différents tests de diagnostic peuvent étre normalisés. La
séroprévalence des anticorps 1gG spécifiques de Toxoplasma peut étre déterminée par
diverses techniques de diagnostic chez les moutons et les chévres (Masala et al., 2003).

Dans I'étude actuelle, le test ELISA a été utilisé, il est approprié pour la détection d'anticorps
IgG et IgM specifiques de T.gondii (Ghazaei, 2005; Vesco et al., 2007), il a été utilise comme
test de référence pour révéler les performances du test LAT, une technique couramment
utilisé dans différentes régions de monde, 1’idée était d’évaluer sa sensibilité et sa spécificité.
Notre enquéte sérologique utilisant deux tests différents a montré une séroprévalence vis-a-vis
de T.gondii de 71,73% par la technique ELISA Indirect et de 63,58% par le test LAT.

Les anticorps spécifiques de T.gondii ont été mis en évidence chez 48,5% des 107 chiens
analysés (Dubey et al., 2008), chez 30,6% des 75 animaux domestiques et 27,7% des 101
chats sauvages analysés (Dubey et al., 2009), 0,8% de 238 rats sauvages (Dubey et al., 2006)
et 41,1% des 102 poulets sauvages (Dubey et al., 2005). T.gondii viable a €té isolé de 35
poulets et 1 rat (Dubey et al., 2005, 2006). Ces études ont indiqué que les infections a T.
gondii sont endémiques chez les animaux domestiques et sauvages testés.

La séroprévalence mondiale estimée de la toxoplasmose chez le bétail est de 9% (Bovins),
30% (moutons) et 15% (chevres). Dans différentes parties du monde, le taux de séropositivite
vis a vis de T.gondii a été trouvé tres varié de 11,6 a 96% chez les caprins. Ainsi, la

prévalence la plus élevée a été décrite en Amérique du Sud et dans certains pays européens,
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alors que la plus faible a été signalée en Inde, en Amérique du Nord et au Royaume-Uni
(Dubey et Beattie, 1988; Tenter et al., 2000; Dubey, 2010). En Afrique, la séroprévalence
varie de 6.4 % (Djibouti) & 81.6 % (Nigeria) chez les caprins (Chantal et al., 1994; Arene,
1984).

Nos résultats sont comparables a ceux obtenus par d’autres auteurs dans d’autres région du
monde (Ben Rachid et Blaha, 1979; Arene, 1984; Zain Eldin et al., 1985; Patton et al., 1990;
Antonis et al., 1998; Slosarkova et al., 1999; Figueiredo et al., 2001; Klun et al., 2005).

A l'échelle internationale, les séroprévalences obtenues dans cette étude par les deux tests
utilises se sont montrées plus élevée que la moyenne mondiale (Fayer, 1981; Dubey 2004;
Clun et al., 2006; Dubey et al., 2008).

En revanche quelque soit la technique utilisée, nos séroprévalences étaient plus faibles a celle
rapportée au Brésil (92,4%) (Gondim et al., 1999). La méme image est donnée (80.61%) par
Karaca et al. (2007) et Beyhan et al. (2013) (95,24%) dans leurs rapports sur les caprins en
Turquie en faisant recours au test Sabin Feldman (SFDT).

Si on tient compte de la séroprévalence obtenue par la technique ELISA, on constate qu’elle
est proche a celles déclarées par Hove et ses collaborateurs (2005) en Zimbabwe (68,59%) en
utilisant la technique IFAT, contrairement a la technique LAT qui a montré une
séroprévalence plus faible. En fin, on a révelé une seéroprévalence trés proche de celle (74.8%)
déclarée par Teshale et al. 2007 en Ethiopie.

Chez 364 caprins, un taux de positivité de 59,8% a été obtenu avec le test IHAT dans la
région de Stara Zagora, en Bulgarie (Prelezov et al., 2008), taux inferieur a celui obtenu dans
cette étude.

En Egypte (Giza), Barakat et al. (2009) ont montré un taux de séroprévalence de 59,4%,
valeur assez similaire a celle obtenue dans notre étude par le test LAT (63,58%). Au Soudan,
Ibrahim et al. (2015) ont révélé chez des femelles adultes une séroprévalence assez proche
(64%) de la notre en utilisant le test LAT. Mé&me constat réalisé aux Tles Canaries (63,3%)
(Rodriguez Ponce et al., 1995).

Des taux de séropositivité de 51 a 52%, ont été déja signalés respectivement par Sanad et Al-
Ghaban (2007) en Arabie Saoudite, et par Tasawar et al. (2011) au Pakistan en appliquant le
test LAT comme test de dépistage.

En Turquie, une séroprévalence de 50% a éte obtenue pour T.gondii chez le caprin en utilisant
le test IHAT (Sevinc et al., 2000) et en Roumanie, un taux de 52,8% obtenu par le test
ELISA (lovu et al., 2012). Ces taux étaient assez proches de notre séroprévalence lorsque les

sérums étaient analysés par le test LAT.
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En utilisant différents tests sérologiques (LAT, IHAT et ELISA), en Egypte, Younis et al.
(2015) ont pu montrer un taux de séroprévalence vis a vis de la toxoplasmose de 49,4%,
64,2% et 50,6% respectivement.

A Grenade et & Carriacou (West Indies), des sérum ont été analysés par le test d'agglutination
modifié (MAT) pour détecter les anticorps anti-T.gondii, des séroprévalences de 44,1% et de
42,8% ont été detectés chez les moutons et les caprins respectivement (Chikweto et al., 2011).
Au Breésil, une séroprévalence de 46,0% a eté obtenue par le test IFAT chez le caprin
(Carneiro et al., 2009), et un taux de 39% a été rapporté en Egypte par le test ELISA (Kandil
et Abou-Zeina, 2000).

Dans notre étude, et quel que soit le test appliqué, le taux de séropositivité est généralement
plus élevé que celui rapporté par d’auteurs chez des caprins de différentes régions du monde;
un taux de 39% au Brésil par le test IFAT (Anderlini et al., 2011), 35% au Sud de la Tunisie
par le test MAT (Lahmar et al., 2015), 31% en Ouganda (Bisson et al., 2000), 30% en Iran
par le test IFAT (Sharif et al., 2007), 28,9% au Brésil par le test LAT (Pita Gondim et al.,
1999; Bisson et al., 2000), 27,9% dans la province de Satun, Thiland (Jittapalapong et al.,
2005), 26,8% a Ghana par le test ELISA (van der Puije, 2000), 25,4% au Pakistan (Ramzan et
al., 2009), 19,3% en Iran (Hashemi-Fesharki, 1996), 5,9% et 33% au Venezuela (Nieto et
Melendez, 1998; Figueiredo et al., 2001 ), 19,7% en Ethiopie (Zewdu et al., 2013), 14,1% en
Chine (Zhao et al., 2011), 12% en Arabie saoudite (Al Mohammed, 2011).

Une faible séroprévalence de la toxoplasmose a été rapportée par Figueiredo et al. (2001) au
Brésil (18,4%) en utilisant le test IHAT, au Ghana, en utilisant le test ELISA (32,2%) chez les
moutons et 26,8% chez les caprins rapportés par Puije et al. (2000)

Sharma et al. (2003) ont réalisé un suivi sérologique et ont détecté une prévalence de 30% sur
une période de 4 ans par le test IHAT. Cette différence de valeurs est probablement liée a la
durée d’étude et les caractéristiques de la technique appliquée. Arnaudov (1971, 1973) a
observé que 32,65% des moutons etudies et 27,16% des chévres étaient positifs pour la
toxoplasmose.

A Punjab, au Pakistan, une détection des anticorps anti-T.gondii (IgG et IgM) a été faite en
soumettant un nombre de sérums plus élevé que le notre a la méme technique ELISA, ils ont
révélé un pourcentage assez faible de 14,32% (Ahmad et al., 2015). Samad et al. (1993) ont
révélé un taux de positivité vis-a-vis de T.gondii assez faible par le test LAT chez des caprins
(12,09%). Hashemi-Fesharki (1996) a testé des serums de 3311 moutons et 638 caprins et ont

pu obtenir des taux de 24,50% et 19,25% respectivement.

91



Etude expérimentale Discussion

Ainsi, la synthese de tous ces derniers résultats montrent que nos seroprévalences sont plus
importantes. Dans notre région d’étude, le caprin est 1'un des animaux important pour la
production de viande et de lait, nous devrions faire attention au lait ainsi qu'a la viande
provenant de ces animaux car ils sont considérés comme une source potentielle de la
toxoplasmose humaine (Skinner et al., 1990).

Pandy et Van Knapen (1992) ont trouvé une prévalence fortement faible (2,9%) dans les
différentes parties de Zimbabwe, en utilisant la technique ELISA, ceci peut étre expliqué par
le climat semi aride avec le systeme extensif des élevages testés. Derakhshan et Mousavi
(2014), en Iran, ont révélés un taux extrémement faible de 1,7% par le test IFAT.

Au Botswana, une séroprévalence de 10% a été détectée (référence), des taux encore plus
faibles situé entre 4,3 et 5,6 % % en utilisant les test IFAT et ELISA respectivement ont été
signalés en Afrique du Sud (Abu Samraa et al., 2007).

En plus des raisons citées plus haut, les différences dans les séroprévalence décrites par toutes
ces études, pourraient étre prises expliqué aussi par les traditions d’élevage, par I'age de I'hote,
par la race, le sexe de I’animal, les conditions environnementales, la taille de la ferme, le
nombre de chats présents mais encore du style de vie des habitants et des pratiques d’élevages
(ArkoMensah et al., 2000; Van der Puije et al., 2000; Ghazaei, 2006 ; Olivier et al., 2007).
Ainsi, elles pourraient étre attribuées aux différentes zones géographiques, mais les résultats
montrent de maniére convaincante que la toxoplasmose est une protozoose largement
répandue et qu'une partie considérable d'animaux est en contact avec I'agent infectieux.

Les taux de prévalence varient considérablement dans les différentes parties du monde,
principalement en raison de la différence dans la gestion des exploitations agricoles, du climat
et les conditions hygiéniques (Dubey et Beattie, 1988; Tenter et al., 2000, Zhao et al., 2011).
En outre, cela differe en raison de la différence dans les tests de sérodiagnostic utilisés (Vesco
et al., 2007), tel que le MAT qui présente une performance supérieure et meilleure par rapport
aux autres test sérologiques comme décrit Klun et al. (2005).

Dans cette étude, la forte séroprévalence des anticorps anti-T.gondii observés chez les caprins
(71,7% ou 63,58%) peut étre mise en relation avec la présence de chats dans la quasi-totalité
des élevages étudiés. Dans les rares cas ou les agriculteurs n'avaient pas de chats, ces derniers
étaient présents dans le quartier et avaient acces a l'eau et a I'alimentation du bétail. Les chats
infectés excretent des oocystes non sporulés de T.gondii qui, apres sporulation, deviennent
infectieux pour ’homme et les animaux, en préservant cette capacité de résistance et de

contaminer pendant plus de 18 mois dans I'environnement (Gorbani et al., 1983; Weilland et
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Dalchow, 1970; Dubey, 1994). On peut donc expliquer I’importante séroprévalence rapportée
dans cette étude par I’activité et le mouvement des oocystes sporulés.

Fayer (1981) a indiqué que les différences dans la prévalence de la toxoplasmose chez les
différentes especes animales s'expliquent par une différence de susceptibilité a I'infection par
T. gondii et cette vision est également soutenue par le travail de Dubey et Streitel (1976).
Cette variation de la sensibilité des especes peut étre attribuée a la différence des conditions
environnementales et écologiques, ce qui affecte la biologie du parasite ou le systeme de
reproduction et les mesures d’hygiene dans les fermes.

De méme, les taux de prévalence plus élevés de la toxoplasmose dans les zones chaudes et
humides comparés aux régions froides et seches (Fayer, 1981) sont attribués a la viabilité plus
longue des oocystes de T.gondii dans des environnements humides, ainsi que dans les zones
forestiéres (Fleck, 1972; Dickson et Benneh, 1988) régions qui se rapprochent fort dans les
conditions a notre région d’étude.

La variabilité des tests sérologiques et les seuils de positivité (cut-off) ainsi que le type
d’antigene utilisé influent sur la séroprévalence mis obtenue dans les différentes études. Par
exemple, le test MAT est considéré comme le meilleur test en terme de sensibilité et de
spécificité pour la détection des anticorps anti-T.gondii (Desmonts et Remington, 1980;
Dubey et Desmonts, 1987).

Dans cette étude, pratiquement toutes les exploitations (96 a 100%, selon la technique ELISA
et LAT respectivement) ont présenté au moins un animal séropositif, ce qui va dans le sens d’
une forte contamination de I'environnement par des oocystes sporulés de T.gondii. L’inverse a
¢té observé en Maroc par EL Jai et ses collaborateurs (2003) avec un taux d’exposition au
parasite de 12% uniquement. Cela est a mettre en relation avec le climat semi-aride a aride de
la région étudiée dans leur étude, qui est moins favorable a la survie des oocystes (Dubey,
1994). Enfin, cette dissémination importante du parasite parmi les troupeaux caprins pourrait
étre expliquée par la présence permanente des chats et leur acces a l'alimentation et a I'eau du
bétail.

IVV.3. Analyse des facteurs de risque associés a une infection par T.gondii

La connaissance des facteurs de risque susceptibles d’influencer positivement ou
négativement la prévalence d’une infection par T.gondii est necessaire pour une bonne
compréhension de son epidémiologie, ainsi que leurs implications en termes de stratégies de

contr6le adaptées aux conditions locales.

93



Etude expérimentale Discussion

Séroprévalence en fonction du sexe
Aucune différence significative n’a pu étre démontrée entre la séropositivité des males et celle
des femelles vis-a-vis de T.gondii (p>0,05) et ce par les deux tests sérologiques utilisés
(ELISA et LAT). Ce constat est compatible avec ce qui a été rapporté par Bisson et al. (2000)
et Carneiro et al. (2009).
En revanche, d’autres travaux tels ceux de Martin (2000); Kelly et al., (2001) et Swai et
Kaaya (2012) ont montré que les femelles étaient plus infectées que les méles. Aussi, Younis
et al. (2015) ont révélé que l'infection par T.gondii était significativement plus élevée (valeur
P <0,01) chez les chévres (62,5%) que chez les boucs (24,0%). Au Ghana, une prévalence trés
élevée des anticorps anti-T.gondii a été observée chez les femelles caprines (35,8%) (P <0,01)
(van der Puije et al., 2000). Méme constat était rapporté par Hajialilo et al. (2010), Al-mabruk
et al. (2013) et Dubey et al. (2014).
Au cours d’une étude réalisée par Tasawar et ses collaborateurs en 2011, les résultats ont
montré que les caprins femelles ont une prévalence significativement différente (P<0,05)
(supérieure a 55%) comparée au sexe masculin. Ces résultats sont en accord avec des études
antérieures (Ramzan et al., 2009).
Enfin, il semble important de signaler que les résultats de certains travaux n’ont pas coincidé
avec ceux d’Esmat (1997) et Boughattass et al. (2011).
IIs ont expliqué ce constat par le fait que I'immunité chez la femelle est beaucoup plus réduite
par divers facteurs tels que la gestation, la nutrition et I'allaitement (Martin, 2000; Kelly et al.,
2001). En outre, les réponses immunitaires innées sont améliorées chez les males (Kittas et
al., 1984).
Teshale et al. (2007) ont défini le sexe comme un facteur de susceptibilité accrue vis-a-vis T.
gondii (P=0.0007) comme indique aussi des rapport antérieurs (Okoh et al., 1981; Tamiru et
al., 2004), une constatation qui ne soit pas conclue par d’autre (Tilaye et Getachew, 2002). De
méme, Li et ses collaborateurs (2016) ont indiqués que les chevres soient plus prédisposées
que les boucs (P<0,05).
Il est a signaler que généralement la susceptibilité aux infections par les parasites protozoaires
est plus importante chez les femelles que chez les males (Alexander et Stinson, 1988;
Gebremedhin et al., 2013a et b).
En effet, les différences hormonales entre les méles et les femelles jouent un role important
dans la détermination de la susceptibilit¢ a une infection parasitaire. 1l est maintenant
largement admis que de nombreuses hormones, y compris les hormones associées au sexe,

influencent directement le systeme immunitaire (Roberts et al., 2001). Il a été rapporté que
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I';estrogéne améliore la production d'anticorps et que I'androgeéne supprime les réponses
immunitaires des cellules T et des cellules B (Da Silva, 1999), mais I'immunité chez les

femelles peut étre altérée en raison de divers facteurs tels que I'age et I'environnement.

Séroprévalence en fonction d’age
Apreés D’analyse statistique de nos résultats, les caprins testés ne présentent aucune
susceptibilité accrue ou un risque élevé a I’infection par T. gondii en fonction des tranches
d’age, ce qui indique une chance égale a contracter 1’agent infectieux quelque soit 1’age de
I’animal (p>0,05).
Chikweto et al. (2011) ont signalé que la séoprevalence a augmenté avec I'age chez plus de
20% de porcs, de moutons et de chévres, ce qui indique l'acquisition postnatale de T. gondii.
Ahmad et collaborateurs (2015) ont rapporté une augmentation de la prévalence de l'infection
avec I'age chez les petits ruminants. La prévalence élevée obtenue chez les plus agés est due a
I'exposition aux facteurs de risque pendant une période plus longue que celle des jeunes, a
mesure que ces animaux vieillissent, ils sont de plus en plus susceptibles d'étre exposés a une
infection par ingestion d'oocystes infectants dans I'environnement. (O'Donoghue et al., 1987;
Puije et al., 2000). Des constatations similaires sont également été discutées par Vesco et al.
(2007), Lashari et Tasawar (2010) et Tasawar et al. (2011).
Tout comme les travaux de Figueiredo et al. (2001), Boughattass et al. (2011) et Al-mabruk et
al. (2013), une équipe de recherche, en Egypte, a confirmé a travers des études sérologiques,
chez différentes espéce animales de la ferme, que I’age supérieur a 5 ans était associé¢ a un
dédoublement du risque d’infection par rapport au jeune age (<2 ans) (80,7% vs 41,6%)
(Younis et al., 2015).
Teshale et al. (2007) ont trouvé une différence significative entre les différentes tranches
d’age (p<0.0002) en faisant lien avec I’effet cumulatif d’age et la longue période d’exposition
aux oocystes dans I’environnement.
La relation entre I'age et la toxoplasmose chez les chévres a révélé que le parasite avait une
prévalence la plus élevée 77,27% dans le groupe dage de 60 a 75 mois et la plus faible
prévalence 39,32% dans le groupe d'age de 12 a 27 mois. La prévalence a augmenté lorsque
I'dge de I'animal a augmenté. L'augmentation progressive de T. gondii avec I'age suggere une
exposition continue de l'organisme dans l'environnement comme indiqué précédemment
(Jittapalapong et al., 2005; Ivana et al., 2006; Sharif et al., 2006). Dubey et Adams (1990) ont
signalé que la séroprévalence augmentait avec I'age des chévres ; 3,7% des 54 chevres de six

mois étaient seropositifs (supérieur ou égal a 1:40) contre 17,8% des 218 chévres d'un an.
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Jittapalapong et al. (2005) ont étudié la séroprévalence d'anticorps anti T.gondii chez les
chévres domestiques de la province de Satun en Thailande avec des kits commerciaux
d'agglutination au latex. Au total, 631 sérums de chévre ont été examinés pour détecter les
anticorps contre la toxoplasmose. Les chévres plus agées étaient plus séropositives que les
jeunes de moins de 1 an (Teshale et al., 2007).

Ibrahim et al. (2015) ont indiqué que la prévalence des anticorps anti-T.gondii était
significativement plus élevée chez les chévres plus &gées, ce qui est en accord avec les
résultats rapportés par Arko-Mensah (2000), Van der Puije et al. (2000), et Clementino et al.
(2007). Cela peut étre expliqué en se basant sur le fait que les animaux plus agés soient moins
résistants a la toxoplasmose en raison d'une faible immunité (vieillissement du systeme
immunitaire) (Roberts et al., 2001).

En outre, plusieurs références ont indiqué que I'age et méme la race n'ont aucun effet sur la
séroprévalence de la toxoplasmose, mais les animaux adultes sont plus significativement
séropositifs que les jeunes (Dubey et Kirkbride, 1989; Dubey et al., 1992; Clun et al., 2006;
Bahrieni et al., 2008; Gebremedhin et al., 2013).

Séroprévalence en fonction de type d’élevage

L'étude réalisée sur la séroprévalence de l'infection par T.gondii chez les moutons et les
chévres au Zimbabwe a montré que ceux provenant de fermes commerciales avaient une
séroprévalence 8 fois plus faible (10%) que ceux provenant de zones rurales (80%) (Hove et
al., 2005). Abu Samara et al. (2007) ont mentionné qu’il y a eu une séroprévalence
significativement plus élevée dans les exploitations agricoles commerciales (P <0,01).

Un autre facteur qui augmente le risque d'exposition a T. gondii est le systeme de gestion
d’¢élevage. Plant et al. (1974) ont suggéré que la prévalence de l'infection était encore plus
influencée par les facteurs de gestion que par les facteurs environnementaux. Dans leur étude,
une prévalence plus élevée a été enregistrée chez les ovins comme chez caprins dans des
systemes de gestion plus intensifs et ils n‘ont pas trouvé d'association positive entre la
séroprévalence de T. gondii et les différentes zones géographiques.

Ainsi, les études épidémiologiques antérieures ont révélé que les infections a T.gondii sont
plus fréquentes chez les petits ruminants élevés dans des systemes intensifs ou semi-intensifs
(Riemann et al., 1977 ; Waldeland, 1976). Van der Puije et al. (2000) ont associé la
séroprévalence plus élevée de T. gondii chez les moutons au systéeme agricole intensif et semi-

intensif. Une association entre la gestion et la prévalence a également été observée en
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Norvége (Skjerve et al., 1998), aux Etats-Unis (Riemann et al., 1977)et en Tasmanie
(Munday, 1975).

En Afrique du Sud, méme statut est observé dans le systeme d'élevage caprin semi-intensif ou
intensif, ceci pourrait étre due aux chats domestiques qui vivent probablement plus prés des
magasins d'alimentation dans ces fermes, ou ils sont utilisés pour contrdler les rongeurs, ce
qui augmente la fréquence d’exposition aux oocystes excrétés de T.gondii (Abu Samraa et al.,
2007).

Une étude expérimentale a éte réalisée par Plant et al. ou une épidémie de toxoplasmose
congénitale ovine a été simulée en alimentant des grains de mouton contaminés par des feces
de chat. Leur étude a confirmé que dans un systéme agricole intensif, ou les chats sont
habituellement conservés dans les fermes, les aliments pourraient facilement étre contaminés
par les oocystes et étre responsables d'une propagation rapide de l'infection dans un troupeau.
De méme, parmi les facteurs de risque statistiguement significatifs chez les caprins étaient la
pratique agricole (OR = 2.25, p <0.05) et la taille du troupeau (Ahmad et al., 2011).

Comme 1’a montré notre étude, une investigation faite par Ahmad et al. (2015) a révélé une
séroprévalence plus élevée chez les animaux en systeme de gestion extensif et semi-intensif.
Une gestion extensive chez les moutons et les chévres présente un risque accru d'infection a
T.gondii. En outre, l'utilisation d'aliments en vrac ou de paturages pose également une menace
d'obtenir une toxoplasmose. Les deux pratiques permettent aux animaux de se rapprocher des
oocystes excrétés par des félidés sauvages et domestiques. Les animaux élevés intensivement
sont habituellement entravés et ont peu de chance d'ingérer des aliments et/ou de I'eau
contaminés par les oocystes (Anderlini et al., 2011). Des résultats similaires ont été rapportés
chez des moutons ghanéens et brésiliens élevés extensivement (Puije et al., 2000, Lopes et al.,
2010). L'augmentation de la prévalence de la toxoplasmose dans une gestion extensive est
également retrouvée plus recemment chez les moutons et les chévres du nord-est de la Chine
(Wang et al., 2011).

Par rapport au systeme intensif (absent dans notre étude), des résultats similaires ont été
signalés chez les bovins et les moutons en Serbie (Klun et al., 2006). Plus récemment,
l'augmentation de la prévalence de l'infection par T.gondii avec une grande taille de troupeau
est également rapportée dans une étude brésilienne (Anderlini et al., 2011).

La toxoplasmose a été fortement augmentée chez les moutons et les chevres qui ont eté
exploités dans le systeme intensif (76,4% et 56,8%) (P <0,01) que ceux élevés en extensif
(46,5% et 33,3%) et en semi-intensif (62,1% et 46,4%), présentant une susceptibilité élevée

de 2,6 fois (Younis et al., 2015). Cette variation peut étre liée a une présence d'un nombre
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incontr6lé de chats errants dans les fermes. Ces résultats ont coincidé avec ceux enregistrées
par Neto et al. (2008), Tzanidakis et al. (2012) et Al-mabruk et al. (2013).

Séroprévalence en fonction de la Localité
Les différentes séroprévalences rapportées dans les différentes régions de monde pourraient
étre attribuées aux variations de température et d’humidité. En Afrique du Sud, il a été révélé
que le climat humide s’associe significativement a une séroprévalence ¢élevée par rapport aux
autres types de climat. La méme étude a indiqué une corrélation significative entre la
séroprévalence de T.gondii et la température quotidienne moyenne minimale (13°C) (P <0,05)
(Abu Samara et al., 2007).
Dans la présente étude, la différence non significative entre les deux localités (Terrai Bainen
et Zéghaia) s’associe a une uniformité de climat qui est doux et humide, offrant de bonnes
conditions pour la sporulation des oocystes de T.gondii. Cela peut expliquer ainsi le taux tres
faible (2,7%) de moutons infectés dans la wilaya de Djelfa, qui comprend principalement des
prairies avec un climat semi-aride et des températures moyennes minimales faibles,
susceptibles d'étre défavorables a la sporulation des oocystes. Méme statut est observé par
Ahmed e al. (2015) a Punjab au Pakisan, en effet aucune différence statistiquement
significative de séroprévalence n'a été observée chez les moutons et les chevres de différents
districts suggererant une uniformité du climat et des pratiques de gestion dans la zone
d'étudiée.
Des études épidémiologiques antérieures ont révélé que les infections chez les moutons
étaient plus fréquentes dans les zones fraiches et humides que dans les zones chaudes et
seches. Hove et al. (2005) ont trouvé des résultats similaires a I'étude réalisée au Zimbabwe:
une séroprévalence significativement plus élevée dans les régions de Mt Darwin et Bikita du
Zimbabwe, qui regoivent une pluviométrie plus élevée, que les zones plus arides de Mudzi et
Gwanda.
Van der Puije et al. (2000) ont justifié la prévalence élevée observée dans la savane cotiére
humide et les zones forestieres humides du Ghana, en tant que facteur responsable de la
prévalence plus élevée dans ces régions, en particulier par rapport a la savane guinée plus
seche. Comme les variations d’humidité sont également corrélées a la seroprévalence de
T.gondii, les pluies relativement faibles en Afrique australe pourraient justifier une prévalence
globale beaucoup plus faible de T.gondii chez les moutons en Afrique du Sud (Abu Samara et
al., 2007).
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Précisément, comme a été signalé par certain auteurs (Ahmad et al., 2015), la source d'eau
extérieure était un facteur de risque putatif pour les chevres mais pas pour les moutons, cela
s'explique peut-étre par le fait selon lequel les chévres sont principalement infectées par I'eau
potable contaminée. Les chances d'obtenir une infection par la nourriture sont faibles car elles
consomment habituellement les feuilles qui sont loin du sol. D'autre part, les moutons
broutent prés du sol et ont de meilleures chances d'étre infectés par la nourriture et I'eau
contaminés (Waldeland, 1976).

Van der Puije et al. (2000) ont constaté dans leurs travaux que les animaux échantillonnés
dans les zones forestieres, comme les zones choisies dans notre étude, avaient une prévalence
de 39,1%, ce qui était significativement plus élevé (P<0,01) que la prévalence enregistrée
pour la zone la plus séche (20%).

Des taux plus élevés de cas de toxoplasmose dans les zones chaudes et humides comparés aux
zones froides et seches (Fayer, 1981) sont attribués a la viabilité plus longue des oocystes de
T.gondii dans des environnements humides (Fleck, 1972). Cela peut expliquer la
séroprévalence plus élevé de la toxoplasmose dans les zones cétiéres et forestieres et une
prévalence nettement plus faible dans la zone plus seche (Dickson et Benneh, 1988).

Toutes ces constatations renforcent I’explication proposée de notre part, en jugeant le facteur
localité et essentiellement climat, comme facteur qui prédispose et favorise une haute
susceptibilité a I’infection par le protozoaire T.gondii. L’humidité élevée et la couverture
végétale importante caractérisant la région étudiée protegent les oocystes de la dessiccation et
promouvoir leur survie et leur sporulation.

Ainsi, des prévalences généralement élevées chez les chévres et les moutons dans des villages
communs surpeuplés sont probablement dues aux pressions animales, végétales et humaines
exercées sur la terre, tant que la région recoive une pluviométrie élevée, soit plus cultivables
et a plus de ménages par unité de surface et, par conséquent, a probablement un pourcentage
plus élevé de chats domestiques qui augmentent les risques de contamination I'environnement
par les oocystes de T.gondii. Egalement, la multiplicité des espéces animales (herbivore,
carnivore et oiseaux) trouvées dans la région étudiée assure une amplification et continuité
parfaite de cycle évolutif du parasite dans la nature.

Des observations similaires ont été rapportées par Clun et al. (2006) sur le facteur
d'emplacement de la ferme. L'effet de la source d'eau (canaux communs) et de la source de
fourrage etait également significatif, ces derniers ne sont pas étudié dans la courante

recherche.
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Vesco et al. (2007), lbrahim et al. (2015), ont déclaré que l'utilisation d'eau de surface pour
boire et la source des aliments étaient des facteurs associés a la séropositivité de T.gondii en
Italie et au Soudan. T.gondii a été démontré dans I'eau de surface et les eaux souterraines par
I'amplification de I'ADN en France (Villena et al., 2004).

Egalement, une probabilité croissante d'infection sans association statistiquement significative
(p> 0,05) a été trouvée avec des facteurs de risque comme la localité (Ibrahim et al., 2015).
L’influence de D’environnement et de la faune sauvage dans 1’épidémiologie de la
toxoplasmose a été documenté par plusieurs auteurs (Frenkel, 1990; Tenter et al., 2000;
Dubey, 2004).

Séroprévalence en fonction de la présence de chats
Premiérement, la forte prévalence de T.gondii chez les caprins laisse supposer que les
oocystes et les réservoirs sont largement dispersés dans 1’environnement et représentent ainsi
un risque pour I'nomme dans la région de Mila.
Comme I’a montré notre étude, une probabilité croissante d'infection sans association
statistiquement significative (p> 0,05) a été trouvée avec des facteurs de risque comme la
présence de chats errants par Ibrahim et ses collaborateurs au Soudan (2015).
Ce constat est en accord avec Santos et al. (2009), cependant, d’autres travaux ont montré le
contraire (Dubey, 1980; Dubey et Bettie, 1988; Vesco et al., 2007) décrivant la présence des
chats comme significativement associés a la séropositivité vis-a-vis de T.gondii.
Soares et al., 2009 n’ont pu démontrer aucune association significative entre la présence de
chats et la séroprévalence vis-a-vis de T.gondii chez des troupeaux de moutons. En effet, les
moutons qui ont réagi positivement aux anticorps anti-T.gondii ne cohabitaient pas avec des
chats.
Dans ce travail, la forte séroprévalence de T.gondii chez les caprins pourrait étre expliqué par
la présence de chats dans les fermes, il s’agit probablement de jeunes chatons qui éliminent
des oocystes en grande quantité (Weilland et Dalchow, 1970; Dubey, 1994). Les chats
infectés excrétent des oocystes de T.gondii qui préservent la capacité infectieuse pendant plus
de 18 mois dans I'environnement (Gorbani et al., 1983). Cette forte séroprévalence observée
est une preuve de contamination environnementale remarquable par les oocystes.
La présence de chats a contribué de facon significative a augmenter la probabilité d'infection
chez les moutons et les chévres au Pakistan (Ahmad et al., 2015). Les chats sont les hétes
deéfinitifs du parasite et jouent un role vital dans I'infection d'autres animaux en éliminant les

oocystes dans I'environnement (Lopes et al., 2010). Une étude menée en Pologne a montre
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que la presence de chats libres est un facteur de risque important dans la transmission de
I'infection chez les chevres (Neto et al., 2008). Des résultats similaires ont également été
rapportés dans d'autres études chez des animaux de bétail (Puije et al., 2000; Chaudary et al.,
2006; Lopes et al., 2010; Ahmad et Qayyum, 2014).

Les seuls hotes et transmetteurs définitifs de la toxoplasmose dans I'environnement sont les
représentants de la famille des Félidés, le cycle sexuel ne se produit qu’en présence de ces
espéces (Frenkel et al., 1970). Dans une étude, Kostova et al. (1999) n'ont pas pu mettre en
évidence les oocystes de T. gondii dans aucun des 120 chats domestiques testés, au point ou il
serait supposé que les chats semi-domestiqués ainsi que les félidés sauvages jouent un role
plus essentiel dans I'épidémiologie de la toxoplasmose que les chats domestiques (Felis
domesticus).

A Grenade, des enquétes épidémiologiques sur des chats domestiques ont indiqué que 29%
étaient séropositifs a T.gondii et que I'environnement était contaminé par des oocystes (Dubey
et al., 2009). Bien que n'ayant aucune donnée sur les chats présents dans les locaux ou se
trouvait le bétail, I'infection est probablement plus importante chez ces derniers, car au moins
63,58% des caprins testés étaient séropositifs et I'ingestion d'oocystes est la principale source
d'infection des herbivores.

Le contact avec les chats domestiques est donc difficile de le qualifier comme étant un facteur
de risque. Peut-on penser a I’intervention des félidés sauvages dans notre région d’étude ?, par
manque d’informations pertinentes sur la densité et les différentes espéces de chat sauvages
présents dans la région de Mila, on ne peut pas juger avec certitude du rdle de ces derniers
dans la contamination de I’environnement et par cons€équent celle des caprins, méme si
quelques cas ont été signalés par les habitants.

Cependant, afin de confirmer cette information, il serait trés intéressant d'obtenir plus
d'informations sur la seroprévalence de T.gondii chez les chats domestiques et sauvages et le
role qu'ils joueraient dans I'épidémiologie de la toxoplasmose.

Tenter (2000) répertorie 17 especes de félidés sauvages capables d'émettre des oocystes
de T.gondii. Les enquétes disponibles fournissent des prévalences sérologiques comprises
entre 9 % et 100 % selon I'espéce.

Des études dans le monde ont confirmé le r6le de félidés sauvages dans la transmission de
T.gondii. Une enquéte sérologique récente a montré que la prévalence feline vis a vis de
T.gondii est tres élevée (55 a 75 %) (Lopes et al., 2013). Le réle joue par les félidés sauvages
(chat de Libye (Felis lybica), serval (Leptailurus serval) et caracal (Caracal caracal)), est peu

connu.
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Au Zimbabwe, Hove et al. (2005) ont pu démontrer le taux élevé de T.gondii sur un site
fréquenté par un grand nombre de chats sauvages.

Dans le Nord et le Centre du Portugal, les animaux sauvages présentent une séropositivité de
61,1% vis a vis de T.gondii ce qui supporte le scenario d’une présence considérable
d’oocystes sporulés pouvant infecter une multiplicit¢ d’hotes intermédiaires ainsi que
I’environnement (Lopes et al., 2011). Les oocystes de T.gondii ont été trouves chez 23,2% des
chats au Costa Rica, d’ou le taux d’infection trés élevé retrouvé chez les rongeurs et les
oiseaux (Ruiz et Frenkel, 1980a).

L’excrétion d’oocystes dans les maticres fécales présente donc une voie de
contamination majeure de 1’environnement ce qui complique la prévention et le controle de la
toxoplasmose (Dubey, 2009; Halos et al., 2010; Stormoen et al., 2012; Glor et al., 2013). La
transmission de T.gondii a lieu lors de I’ingestion d’oocystes éliminés dans 1I’environnement
(Cenci-Goga et al., 2013). Les petits ruminants peuvent alors consommer de I’herbe de
pature, de I’eau ou une partie de la ration ainsi contaminée. D’aprés Dubey (2009), il suffirait
qu’un petit ruminant ingurgite 100 oocystes viables pour s’infecter avec des répercussions sur
une gestation en cours.

Il faut insister a ce que les chats soient tenus a I’écart des animaux ou du moins que leurs
excréments ne se retrouvent pas dans I’alimentation des animaux d’élevage (Reynal, 2004;
Buxton et al., 2007; Dubey et Hill, 2008)

Il semblerait que le chat infecté soit capable d’excréter des millions d'oocystes dans
I'environnement trois a dix jours apres sa contamination. Cette excrétion peut durer 20 jours et
les oocystes sporulent durant un a cing jours dans le milieu extérieur (Dubey et Beattie, 1988).
Selon les conditions environnementales, les oocystes pourraient persister pendant des mois
(12 a 18 mois) sous forme viable, voire pendant des années dans le sol particulierement en
région humide et tropicale, et constituent une source importante d'infection pour les animaux
de paturage (Tenter et al., 2000; Innes, 2009).

Dans des conditions de laboratoire, les chats peuvent excréter plus de 500 millions d'oocystes
apres avoir ingéré une souris infectée par T.gondii (Dubey et Frenkel, 1972). Des millions
d'oocystes ont été éliminés par des chats nourris avec seulement quelques bradyzoites (Dubey,
2001). Jusqu'a 13 millions d'oocystes de T.gondii étaient présents par gramme de selles de
chat (Schares et al., 2008).

Il a été rapporté qu'a un moment donné, environ 1% des chats ont excrété des oocystes

pendant environ une semaine (Dubey, 1995, 2004).
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En outre, bien que seuls quelques chats puissent éliminer des oocystes de T.gondii a un
moment donné, I'énorme quantité produite et leur résistance assurent une contamination
généralisée de I’environnement (Dubey, 2004).

Des réactivations ou des reprises d’élimination d’oocystes sont observées lors de réinfections
par d’autres coccidies ou a la suite de traitements avec des corticoides (Tenter, 2000).

Peu de données sont disponibles sur la prévalence de la toxoplasmose en fonction de I'age
des chats. lls peuvent se contaminer tout au long de leur vie et la séroprévalence augmente
avec l'age (Fernandez, 1995; Wallace, 1971). Cependant, compte tenu de l'immunité
acquise a la suite d'une premiere infection, ce sont avant tout les jeunes chatons qui sont
excréteurs d'oocystes, mais des ré-excrétions sont toujours possibles, a tout age.

En effet, les chats peuvent s’infecter en raison de mauvaises conditions d'hygiéne a la ferme,
par l'ingestion de nourriture ou d'eau contaminées par des oocystes, ainsi, ils consomment
souvent de la viande crue contenant des kystes a bradyzoites notamment des restes d’abattage,
des petits rongeurs, voire des oiseaux, et méme par cannibalisme (Dubey et Beattie, 1988;
Dubey et Jones, 2008; Innes et al., 2009). Ces animaux sont présents dans la région étudiée et
sont en contact étroit avec les chats et avec d’autres espeéces animales tels les caprins. Les
chats sont aussi susceptibles d’ingérer de la terre ou de I’eau contenant des oocystes sporulés
(Dubey et Jones, 2008).

Les taux d'infection chez les chats sont en grande partie déterminés par le taux d'infection
dans la localité des populations d'oiseaux et de rongeurs, qui servent de source de nourriture
(Ruiz et Frenkel, 1980a). Ceci doit étre pris en considération dans la région d’étude ou il y’a
une fréquence €levée d’oiseaux, ainsi que des petits rongeurs.

Dans les villages de la région étudiée, il y a de nombreux chats qui cohabitent dans les mémes
concessions que 1’homme, les chiens et les autres animaux. Ainsi, la présence systématique de
volailles, notamment de poules, joue certainement un rdle dans la dissémination des oocystes,
tant que les poulets sont abattus a la maison et les visceres sont laissés aux chats.

En revanche, un chat infecté¢ n’excrete qu’une fois dans sa vie puisqu’il s’immunise apres la
primo-infection (Reynal, 2004).

Ce qui suggere, pour qu’il y’ait une forte contamination de 1’environnement par les oocystes,
une densité importante de la population de chats domestiques est nécessaire, ce qui a été le cas
dans notre région d’étude. Ainsi, la présence des chatons qui peuvent s’infecter facilement et
excréter une énorme quantité d’oocystes que les chats plus 4gés ou murs (par la faible
réponse immunitaire tant que leur systéme immun est moins développé et immature) pourrait

jouer un rdle non négligeable dans la contamination du milieu extérieur et de caprin (Dubey et
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Beattie, 1988; Jackson et Hutchison, 1989). Aussi, les chatons infectés de maniere congenitale
peuvent aussi excréter des oocystes (Dubey et Carpenter, 1993), et étre considéré comme une
source du parasite. La haute séroprévalence observée peut étre associé a la présence de chats
dans presque chaque élevage visite, en plus, les chatons nouveau-nés sont plus dangereux que
les vieux chats (Dubey, 1994; Buxton et Rodger, 2008).

D’autre part, la séroprévalence considérable observée chez les caprins pourrait étre due au
type d’élevage. En effet, les animaux sont élevés a I'extérieur et pourraient donc avoir plus de
contact avec les oocystes d’autant plus qu’ils paturent quotidiennement au méme endroit.
Aussi, le contact avec les oocystes est devenu plus important en raison de I’activité et du
mouvement plus élevés des caprins au cours du paturage.

Il convient également de mentionner que Oued k’bir et barrage de Beni Haroune assurent une
abondance de I'eau, une biodiversité marquée avec les systemes d'irrigation traditionnel
développés par les habitants. Dans ce cas, I'numidité maximale et la couverture végétale
importante (prairies et forets) protege les oocystes contre la dessiccation qui favorise leur
survie et leur sporulation. En outre, il semblerait que les animaux ont été plus touchés pendant
les mois de culture au moment de I'abondance de I'eau d'irrigation et donc la culture des
herbes, que pendant I'hiver et I'été, ou les animaux mangent des aliments secs qui limitent la
transmission du parasite. En outre, les oocystes peuvent se propager mécaniquement dans
I'environnement par les mouches, les cafards, les coléoptéres et les vers de terre (Kniel et al.,
2002; Dubey, 2004).

Malgré leur comportement préhensif sélectif, il est possible, mais dans de rares cas, que les
caprins se contaminent suite a 1’ingestion de liquide ou produits feetaux ou de lait cru
contaminé. Une excrétion de tachyzoites dans le lait des chevres naturellement infectées a été
rapporté (Chiari et Neves, 1984; Reynal, 2004). Ceci inclurait donc une excrétion méme
faible de T.gondii dans le lait et produits de mise bas. Cette excrétion dans le lait a d’ailleurs
été évoquée dans une ¢étude menée par Dubey (2009) au cours de laquelle, de ’ADN de
T.gondii avait été retrouvé sur quatre des dix laits analysés par PCR et une sérologie avait
permis la détection d’anticorps sur 91 des 117 échantillons de lait prélevés. C’est pour cette
raison que la possibilité de transmission horizontale de T.gondii par le lait de chévre a ces
chevreaux est envisageable, principalement lorsque la chévre s’infecte dans une période
autour de la mise bas ou le systtme immunitaire est déprimé, présentant une parasitémie
d’une durée de dix jours, qui s’associe a I’excrétion de tachyzoites dans le lait, avec trés peu

d’anticorps ayant une faible affinité a T.gondii, ce qui ne protege pas convenablement le
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chevreau. Ainsi, un chevreau peut ingérer du lait d’une autre mére (présentant le méme statut
évoqué précédemment) par la tétée directe ou par 1’intervention de I’éleveur (biberon).

De plus, d’aprés Reynal (2004), T.gondii pourrait étre isolé dans les fluides corporels comme
la salive, les larmes, 1’urine, les sécrétions vaginales mais le réle dans une éventuelle
transmission n’a pas ¢té prouvé. De méme, le parasite pourrait €tre transitoirement mis en
évidence dans le sperme de bélier mais la encore, cette voie d’excrétion ne semble pas
majeure pour la contamination des brebis (Lopes et al., 2009; De Moraes et al., 2010), le
méme statut est possible chez le bouc infecté expérimentalement (Dubey et Sharma, 1980).
Malgré ca, la transmission via ces produits n’est pas prouvée lors d’une infection naturelle,
cette voie de transmission doit étre envisageable.

Finalement, la haute séroprévalence observée dans ce travail peut étre due a plusieurs facteurs
en association induisant ainsi une forte contamination de 1’environnement ; tels la densité de
chats domestiques dans la région, la résistance des oocystes excrétés par ces chats dans la
nature en forte association avec les condition climatiques favorables a la sporulation et la
survie assurant une longue période de viabilité de cette forme infecticuse, et d’autre part, le
contact répété et long des caprins avec le parasite (en rapport avec le mode de paturage
fréquent). Enfin, n’oubliant pas le r6le éventuel de chats sauvages et des autres espéces hotes

impliquées dans la multiplicité du cycle évolutif.

IV.4. Séroprévalence vis-a-vis de T.gondii et Avortement

En général, chez les moutons et les chevres, la toxoplasmose entraine la mort feetale,
I'avortement, la mort néonatale et la momification qui ont a 1’origine de graves pertes
économiques (Dubey, 2009; Asgari et al., 2011; Tasawar et al., 2011; Abu-Dalbouh et al.,
2012).

Chez les petits ruminants, la toxoplasmose est une source majeure d'avortement, de naissances
prématurée et de déces néonatals, mais une infection subclinique peut également se produire
chez les animaux adultes (Buxton, 1990; Hassig et al., 2003). La transmission congénitale se
produit lorsque les femelles sont infectées pendant la gestation ou les tachyzoites peuvent
traverser le placenta (lors d’infection aigue) et se multiplier dans les tissus foetaux, entrainant
un développement anormal et un avortement (Dubey et Beattie, 1988; Tenter et al., 2000).

La toxoplasmose acquise chez les ovins, les caprins et les équins est subclinique, mais la
fievre, l'ataxie, la dégénérescence retinienne et I'encéphalomyeélite peuvent se développer. La
gravité de la toxoplasmose chez les moutons et les chevres est associée au stade de gestation.

L'infection au stade précoce peut entrainer la mort, la résorption et l'avortement feetale, alors
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que l'infection au stade ultérieur peut ne pas avoir d'effet clinique et les nouveaux nés sont
généralement infectés mais immunisés (Dubey et Beattie, 1988 et Buxton et al., 2007).

Une séroprévalence significativement plus élevée a été trouvée chez les brebis gravides
(P<0,01) et une séroprévalence non significative chez les chévres gestantes (P>0,05) (Ahmad
et al., 2011). Une prévalence plus élevee de la toxoplasmose chez les chevres a été également
rapportée par Tasawar et al. (2011).

Une constatation importante a été rapportée par Younis et al. (2015), ces derniers ont
remarqué une augmentation non significative de l'incidence de la toxoplasmose chez des
chévres avec troubles de mise bas (83,3%) comparées a celles présentant une parturition
normale (60,0%). Ces observations peuvent étre attribuées a la multiplication de T.gondii dans
le placenta et & la libération d'antigenes dans la circulation maternelle. Ces résultats étaient en
désaccord avec ceux rapportés par Aktas et al. (2000), Sevinc et al. (2000b) et Hussein et al.
(2011).

T.gondii est 1'une des causes les plus importantes d’avortements infectieux chez I'homme et le
bétail dans tous les continents (Huong et al., 1998; Dubey 2004; Taylor et al., 2007; Weiss et
Kim, 2007; Innes, 2011).

IV.5. Etude de la comparaison de deux tests ELISA et LAT

L'évaluation de tests sérologiques devient de plus en plus importante afin de pouvoir utiliser
des tests sensibles et spécifiques dédiées aux enquétes épidémiologiques, puisque en général,
de nombreux animaux infectés sont asymptomatiques.

Trés peu d’études ont été consacrées a 1’évaluation des tests sérologiques notamment aux tests
LAT et ELISA.

Dans cette étude, nous avons tenté d’évaluer les performances du test LAT pour la détection
des anticorps spécifiques de T.gondii en prenant le test ELISA Indirect comme référence.

Le calcul du coefficient de kappa de cohen a montré une valeur de 0,59 témoignant d’une
concordance entre les deux tests. Le test LAT a montré une spécificité et une sensibilité de
76,92% et 79,54% respectivement.

O'Donoghue et al. (1987) ont trouvé chez des moutons, en Australie du Sud, une corrélation
significative entre le taux de positivité obtenu par I'lFAT (7,4%) et ELISA (9,2%). Lors de
l'utilisation des tests IFAT et ELISA pour la détection des anticorps anti-T.gondii chez les
petits ruminants (732 ovins et 526 caprins) au Ghana, Van der Puije et al. (2000) ont
démontré que la technique ELISA est a la fois trés sensible (92%) et spécifique (91%) par

rapport a I'lFAT, qui a été considéré comme test de référence.
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Les séroprévalences élevées obtenues par les deux tests suggeérent une mauvaise gestion des
conditions d’élevage, comme la contamination des aliments et de la présence d’une densité
importante de chats (Dubey, 1996).

Les tests MAT et ELISA ont déetecté une proportion semblable, avec concordance parfaite,
d’anticorps anti-T.gondii dans des sérums chez les caprins et les ovins. Ce qui montre que les
deux tests sont fiables comme tests de dépistage a 1’échelle de la population (Negash et al.,
2004).

L'immunoglobuline M (IgM) est le principal sous-type d’anticorps détectés par le test
d'agglutination au latex. Les anticorps IgM apparaissent tot aprés I'infection et, par la suite,
tomber apres 1 mois environ (Yin et Liu, 1998). L'intensité de la réaction d'agglutination
induite par les anticorps IgM est plusieurs centaines de fois plus forte que celle induite par les
anticorps 1gG (Yu et al., 1998).

Ainsi, le test LAT est apte a détecter les 1gG bien que le test ELISA soit plus sensible pour
détecter les IgG que le LAT chez les porcelets infectés experimentalement (Jiang et al., 2008).
Le test MAT et le test ELISA ont été comparés dans leur capacité de détecter les anticorps
dirigés contre T.gondii chez des porcs infectés. Le test ELISA s’est montré légérement
meilleur que le MAT dans la détection d'anticorps dirigés contre T.gondii chez les porcs
infectés (une sensibilité de 88,6% et de 85,7% pour I'ELISA et le MAT respectivement). Par
contre, la spécificité de I'ELISA était mieux (98,0%) par rapport au test MAT (94,6%)
(Gambel et al., 2005).

Dubey et al. (1995), utilisant de truies infectées naturellement, ont trouvé que le MAT était
supérieur en performance que le test ELISA. Les résultats de cette étude ont été fondés en
partie sur des essais biologiques menés sur des souris, une méthode qui a une sensibilité plus
faible par comparaison avec les essais biologiques chez les chats.

Le test LAT est largement utilisé comme test de référence (Matsuo et al., 2014) et le test
IELISA a base de TgGRA7 a été validée pour le sérodiagnostic de la toxoplasmose dans
différents pays a travers le monde (Wang et al., 2014a, 2014b; Gu et al., 2015; Ichikawa-seki
etal., 2015).

En Egypte, Younis et al. (2015) ont décrit les hautes performances du test LAT et le test
IELISA TgGRAY7, avec des valeurs kappa et de la concordance fiables, indiquant leur
excellent potentiel d'utilisation dans les études de séroprévalence chez différentes espéces
animales.

Younis et al. (2015) ont révélé, par une comparaison entre les résultats des tests sérologiques

et les résultats des essais biologiques sur des chats, une sensibilité chez les moutons de 100%
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et 87,5% pour les tests ELISA et LAT respectivement. Aussi la spécificité de I'ELISA chez le
mouton était de 100%, tandis que la spécificité du LAT était de 76,5%. Ces résultats
corroborent avec celles détectées par Figueiredo et al. (2001), qui ont déclaré qu'il y avait une
haute corrélation positive et significative de 'IHAT par rapport a I'ELISA, et ELISA par
rapport a I'lFAT, Mcload et Remington, (1996) et Puije et al. (2000) ont indiqué que le test
ELISA était trés sensible et spécifique (de 92% et 91%) par rapport a I'lFAT qui a été utilisé
comme test de référence.

La réponse immunitaire a été détectée par I'lFAT et LAT au jour 10 Pl et par ELISA au jour
14 PI. Tous les caprins infectés expérimentalement étaient seropositifs au jour 17 PI, et les
niveaux d'anticorps ont augmentés jusqu'au jour 21 PI, et sont restés élevés jusqu'a la fin de
I'expérience (Nishi et al., 2001). Chhabra et al. (1982) ont déetecté des anticorps circulants
chez des chévres infectées par des oocystes du jour 15 au jour 22 Pl par I'hémagglutination
indirecte (IHAT). En inoculant des tachyzoites de T.gondii par voie sous-cutanée, Vitor et al.
(1999) ont détecté des anticorps chez les chévres infectées du jour 5 au jour 12 PI a l'aide des
tests ELISA et IHAT. Les différences dans le type d'inoculum et la maniére d'infection
semblent influencer la dynamique de la maladie et de la réponse humorale de I'hote.
Cependant, l'infection par ingestion d'oocystes, utilisé dans la présente expérience, imite de
plus prés la situation sur le terrain.

Les tests IFAT, LAT, et ELISA ont permis de détecter une réponse humorale contre T. gondii
chez des chevres ; les tests IFAT et LAT ont détecté une réponse aux anticorps avant qu'elle
soit détectée par le test ELISA. Le LAT a détecté une production intensive d'anticorps au jour
17 PI, qui a diminué au bout de 21 jours (Nishi et al., 2001). Le choix du test dépendra de la
disponibilité de I'équipement, des conditions de laboratoire et de la quantité d'échantillons a

analyser.
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Conclusion

Dans cette étude et pour la 1% fois en Algérie, des anticorps anti-Toxoplasma gondii ont été
mis en évidence en appliquant des tests sérologiques tels la technique ELISA et le test LAT
chez I’espece caprine. Le parasite n'a jamais été incriminé dans les troubles de la reproduction
observés dans les élevages, car aucune recherche n'a été menée auparavant sur le parasite.

La forte séroprévalence rapportée dans cette étude 71,73% par la technique ELISA et 63,58%
par le test LAT sont en faveur d’une implication trés probable de T.gondii dans 1’apparition de
certains signes cliniques en rapport avec les troubles de la reproduction.

Une sérologie positive du bétail favoriserait la contamination de leurs produits et par
conséquent I’apparition d’une forte séroprévalence humaine.

Quelque soit la séroprévalence obtenue, il convient d'accorder une attention particuliére au
risque d'infection humaine par la consommation de viande insuffisamment cuite ou de lait cru
de chevre et de brebis.

Ces résultats préliminaires suggerent que le risque d’infection toxoplasmique est fort avec la
consommation de la viande caprine, pour éviter un tel risque, le consommateur doit faire cuire
la viande a une température interne supérieure a 70 °C dans toutes les parties de la viande,
pour détruire les kystes a bradyzoites de T.gondii éventuellement présents.

Enfin, il est important de quand méme de signaler qu’il reste difficile d'évaluer avec une forte
certitude le risque d’infection toxoplasmique, car les tests sérologiques en général manquent
de sensibilité, de spécificité et de concordance entre eux.

D’autres recherches épidémiologiques approfondies ainsi que des essais d’isolement et de

génotypage des souches de toxoplasmes sont nécessaires.
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Annexe I : Fiche de renseignement sur I’animal prélevé

Date :.oooveeeieiieeieeee, Wilaya: ..o,
Commune: .................. Nedélevage : .....ooovvvnviinnnnnn...

Identification de I’animal et symptémes :

Code de 'animale : .......ccccceeveeeieennnne Race:....cooooiiiiiiii,
SeXE I i Age i,
Origine de I’animale : O acheté O natif
Gestation : O Oui O Non

Avortement (femelle) : O Oui O Non
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Annexe Il : Questionnaire a I'intention des éleveurs

N Tl e e

Description d’élevage

Type d’élevage : O intensif O extensif O semi intensif
Présence de chats : O Oui O Non
Alimentation : O Foin O Son O Paturage

Cas d’avortement : O Oui O Non
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Annexe 111 : Examen sérologique des sérums par ELISA indirect

ID Screen® Toxoplasmosis Indirect Multi-species (IDvet, Grabels, France).

TOXOS-MS ver 1014 FR

Réactifs:

Microplaques (de 96 puits) sensibilisées avec I’antigéne P30 (SAG1) spécifique de
Toxoplasma gondii

Conjugué concentré (10X) (marqué a la peroxydase HRP)

Contrdle positif

Contrdle négatif

Tampon de dilution 2

Tampon de dilution 3

Solution de lavage concentrée (20X)

Solution de révélation

Solution d’arrét (0,5 M)

Figure : Différents composants de kit iELISA pour T. gondii
Protocole

- Distribuer 90ul de Tampon de dilution 2 dans chaque puits
- Distribuer :

10pl de Contréle positif dans les cupules C1 et D1

10pl de Contréle négatif dans les cupules Al et B1

10ul de chaque échantillon & tester dans les autres cupules
- Incuber 45 min a 21°C
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- Laver 3 fois chaque cupule avec 300ul de solution de lavage

- Distribuer 100ul de conjugué 1X dans chaque cupule (aprés dilution de conjugué 10X
dans le tampon de dilution 3)

- Incuber 30 min & 21°C

- Laver 3 fois chaque cupule avec 300ul de solution de lavage

- Distribuer 100pl de solution de révélation dans chaque cupule

- Incuber 15 min a 21°C a I’obscurité

- Distribuer 100ul de solution d’arrét dans chaque cupule

- Mesurer et enregistrer les densités optiques a 450 nm.

Figure : Distribution des échantillons dans les cupules.
Validation

Le test est validé si :

La valeur moyenne de densité optique des contréles positifs (DOcp) est supérieure a 0,350
Le rapport entre la moyenne des controles positifs (DOcp) et la moyenne des contrdles
négatifs (DOcn) est supérieur a 3,50.

Interprétation
Pour chaque échantillon, calculer le pourcentage S/P

S/P%= (DO échantillon/ DOCP) X100

Résultat Statut
S/IP % <40% Négatif
40%<S/P %<50% Douteux
50%<S/P %<200% Positif
S/P %2200% Infection Aigue
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Annexe 1V : Examen sérologique des sérums par LAT

Toxo-Latex ® (SPINRER EACT, S. A. Ctra. Santa coloma, Espagne)

Réactifs Toxo-Latex:

Reéactif 1 ; Les particules de latex en suspension adsorbés avec de I’antigéne soluble de T.
gondii.

Reactif 2 ; Contrdle positif sérums animal contenant au moins 4Ul/ml d’anti corps anti T.
gondii.

Réactif 3 ; Contrble négatif contenant le sérum animal.

Figure : Differents composants du kit TOXO-Latex.
Procédure:
Controler les régents jusqua ce qu'ils atteignent la température ambiante, puis secouer
doucement, en particulier le réactif 1 pour disperser les particules de latex. 50 pl du sérum
d'échantillon ont été pipetés dans un cercle de la glissiere en plastique, 25 pl d'antigene
Toxoplasma ont été ajoutés, mélangés et secoués pendant 4 minutes a l'aide d'un rotateur.

Lecture et interprétation:

Les résultats ont été lus comme suit:

Réaction négative: un aspect homogene doit étre interprété comme l'absence d'anticorps.
Réaction positive: une agglutination claire doit étre interprétée comme une présence
d'anticorps anti-Toxoplasma.

Un résultat positif se présente avec une formation d’un voile circulaire opaque dont le
diamétre est égal ou supérieur a la moitié du diameétre du puits. Cette formation de voile
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s’explique par I’agglutination qui se crée entre les antigénes de surface de T. gondii et les
anticorps spécifiques.

Figure : Formation d’agglutinats dans des sérums positifs (Controle négatif n°4)



