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Le toxoplasme (Toxoplasma gondii) est I’agent d’une anthropozoonose cosmopolite :
la toxoplasmose. Ce parasite intracellulaire entretient un cycle hétéroxéne facultatif entre les

félins (hotes définitifs) et les autres homéothermes (hotes intermédiaires).

La toxoplasmose est presque toujours asymptomatique mais elle peut étre sévere chez

I’individu immunodéprimé ou apres transmission congénitale.

L’importance médicale et vétérinaire de la toxoplasmose motive depuis 50 ans de
nombreuses ¢études épidémiologiques afin d’identifier les réservoirs et les modes de
transmission du parasite (Tenter et al., 2000). La consommation de viande crue ou peu cuite
contenant des kystes du parasite et 1I’ingestion d’oocystes avec les fruits et Iégumes souillés
par des féces de chats sont les deux principaux modes de contamination. Plus récemment, la
consommation d’eau contaminée par les oocystes a été retenue comme facteur de risque de
toxoplasmose au Brésil (Bahia-Oliveira et al., 2003). Des épidémies d’origine hydrique ont
¢été a I’origine de toxoplasmoses symptomatiques parfois mortelles au Panama (Benenson et

al., 1982), au Canada (Bowie et al., 1997) et au Brésil (Taverne, 2002).

La séroprévalence de la toxoplasmose humaine varie en fonction des zones
géographiques. En Europe, elle est de 30 a 50 % dans la majorité des pays du centre et de
I’ouest ; elle devient inférieure a 30 % dans le nord. Des prévalences faibles sont notées en
Amérique du Nord, en Asie du Sud-Est et dans quelques pays africains (Niger, Afrique du
Sud) (Tenter et al., 2000). Les prévalences les plus fortes (> 60 %) s’observent principalement
parmi les pays bordant le golfe de Guinée et en Amérique latine. Ces disparités sont
principalement dues a la plus grande survie des oocystes sous des climats humides. Il y a peu

d’infections dans les régions ou les chats sont absents (Dubey, Rollor, et al., 1997).

Les oocystes ont un role central dans la transmission du parasite car ils contaminent
I’homme directement, ou indirectement via les animaux de boucherie. Dans la perspective
d’évaluer le risque de toxoplasmose liée aux oocystes, il est nécessaire de préciser la
prévalence des oocystes dans I’environnement. Cela n’est possible qu’en disposant de
méthodes de détection spécifiques et sensibles car la probabilité d’isoler des oocystes dans un
échantillon naturellement contaminé pris au hasard est trés faible. Etudier la séroprévalence
de la toxoplasmose chez les animaux herbivores est également une méthode intéressante pour

évaluer indirectement la prévalence des oocystes dans 1’environnement.
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Le travail que nous présentons ici s’inscrit dans la préoccupation tout a fait récente
de développer de telles méthodes de détection des oocystes dans I’environnement (Kourenti

etal, 2003 ; 2004 ; Villena et al., 2004).

La premieére partie de ce travail est une étude bibliographique de la biologie des

oocystes, de leur role épidémiologique et des méthodes actuelles pour les détecter.

La seconde partie correspond a notre étude expérimentale. Celle-ci décrit le
développement et ’application en conditions naturelles d’une nouvelle méthode de
détection des oocystes dans ’eau, la séparation immunomagnétique (IMS). Elle présente
également les résultats de la prévalence du parasite dans des réservoirs domestiques et
sauvages susceptibles d’étre infectés a partir des oocystes. Le polymorphisme génétique des

toxoplasmes isolés y est comparé a celui des souches de référence.
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PARTIE 1:
L’OOCYSTE DE TOXOPLASME
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Partie 1 Cycle évolutif

1. Cycle évolutif du toxoplasme

Toxoplasma gondii est une coccidie intestinale du chat. Elle est la seule espece du
genre Toxoplasma (annexe 1). Le toxoplasme est capable d’infecter tous les organismes
homéothermes par 'un des trois stades évolutifs suivants: tachyzoite, bradyzoite ou
sporozoite (figure 1). Les tachyzoites augmentent la densité parasitaire chez 1’hote ;
bradyzoites et sporozoites sont protégés dans des structures kystiques et permettent la

transmission entre hotes.

Le cycle parasitaire peut s’effectuer entre hote définitif et hotes intermédiaires (cycle

sexué) ou entre hotes intermédiaires (cycle asexué) (figure 2).

Le cycle sexué débute dans I’épithélium intestinal des félins. Une schizogonie puis une
gamétogonie aboutissent a la formation d’oocystes immatures qui sont émis en grande
quantit¢ avec les féces. Apreés sporulation, les oocystes sont rapidement disséminés et
conservent leur pouvoir infectant dans le sol et I’eau pendant plusieurs mois. Leur ingestion
par les hotes intermédiaires entraine le dékystement des sporozoites et leur conversion en
tachyzoite (phase aigué€). Une phase chronique s’établit aprés différenciation des tachyzoites
en bradyzoites. Ces derniers se regroupent pour former des kystes qui semblent perdurer toute
la vie de I’hdte, plus particulierement dans les tissus nerveux et musculaires. Le cycle est

complet quand I’hote définitif s’infecte en ingérant une proie contenant des kystes.

Le cycle asexué a lieu entre hotes intermédiaires. L ingestion de kystes tissulaires est a
I’origine d’une série de différenciations bradyzoite — tachyzoite — bradyzoite, qui aboutit a

la formation et a la persistance de kystes tissulaires.
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Partie 1 Cycle évolutif

Figure 1: Les différents stades évolutifs de Toxoplasma gondii.(A) Ultrastructure d’un
tachyzoite en microscopie €lectronique : ¢, conoide ; dg, granule dense ; m, micronéme ; n,
noyau ; pv, vacuole parasitophore ; r, rhoptrie. (B) Un kyste libérant ses bradyzoites apres
digestion trypsique de la paroi kystique (photo M.L. Dard¢). (C) Stades entéroépithéliaux :
Ma, macrogamétocyte ; Mi, microgamétocyte ; S, schizonte (Ferguson, 2004). (D) Oocyste
non sporulé. (E) Oocyste sporulé contenant deux sporocystes renfermant chacun quatre

sporozoites (fleches) (Dubey, Lindsay, et al., 1998).
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Figure 2 : Cycle évolutif de Toxoplasma gondii (Ferguson, 2002).
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Partie 1 Oocystogenese

2. Oocystogenese

2.1. Stades entéroepithéliaux

Les stades entéroépithéliaux (mérozoite, stades sexu€s et oocyste) ont été¢ décrits chez
le chat domestique (Felis catus) apres infection expérimentale par des kystes. Ce mode de

contamination semble naturellement prépondérant chez les félins.

Aprés ingestion, la paroi kystique est détruite par les enzymes gastriques et les
bradyzoites sont libérés dans 1’estomac. La résistance relative des bradyzoites a la pepsine (3
heures (h) en conditions expérimentales ; Dubey, 1998a) leur permet de coloniser 1’épithélium
jéjunal 2 h apres infection (Dubey et Frenkel, 1972). La colonisation d’un entérocyte entraine
la formation d’une vacuole parasitophore a paroi épaisse (Hutchison et al., 1971, Ferguson et
al., 1974), un déplacement et une hypertrophie nucléaire (Dubey et Frenkel, 1972), et une
réduction de la taille des microvillosités qui perdure jusqu’a la fin de I’émission des oocystes
(Ferguson et al., 1976). Une méme cellule peut héberger plusieurs stades de développement
(Hutchison et al., 1971). L’infection provoque des modifications structurales des entérocytes
méme s’ils n’hébergent pas de parasite (Ferguson et al., 1976). Tous les stades intestinaux du

parasite contiennent des granules d’amylopectine (Dubey et Frenkel, 1972).

2.1.1. Mérozoites

Les mérozoites se développent au sein de schizontes de types A a E. Leur morphologie
a été décrite par Dubey et Frenkel (1972) et Speer et Dubey (2005). Ferguson et al. (1974) ont
décrit en microscopie €lectronique, un type unique, 7 jours apres infection, ce qui correspond
chronologiquement a un type D ou E (Dubey et Frenkel, 1972). Cette description est retenue

ci-dessous.

Le jeune schizonte posséde une chromatine distribuée en petites mottes (critere de
différenciation avec le jeune microgamétocyte). Deux membranes en forme de domes
apparaissent preés de chaque noyau et deviennent la membrane interne des futurs mérozoites.

Les mérozoites se développent jusqu’a 1’assimilation compléete du cytoplasme du schizonte.
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La membrane externe du schizonte devient au fur et a mesure du développement des
mérozoites leur membrane externe par invagination et fusion. Les mérozoites formés se
séparent, se retrouvent libres dans la vacuole parasitophore et quittent la cellule hote pour

infecter de nouvelles cellules.

2.1.2. Microgamétocyte et microgametes males

Les microgamétocytes immatures ressemblent aux types D et E mais leurs noyaux sont
plus petits et entourés d’un halo clair (Dubey et Frenkel, 1972). Le noyau du jeune
microgamétocyte se divise pour former jusqu’a 32 noyaux qui se concentrent a sa périphérie.
A partir de chaque noyau, une extrusion apparait en dehors du microgamétocyte ; elle contient
un microgamete en développement (Ferguson et al., 1974). A maturité, le microgaméte est
biflagellé et posséde un noyau dense et allongé et une mitochondrie unique. Les
microgametes s’échappent du microgamétocyte et se trouvent libre dans la vacuole
parasitophore. Chaque microgamétocyte (7-10 x 5-8 pm) donne naissance a 6 a 32
microgametes, en moyenne 12 (4-5 um, flagelle 6-10 pm). Les microgamétocytes
représentent 2 a 4% du total des gamétocytes matures (Hutchison et al. 1971 ; Dubey et

Frenkel, 1972).

2.1.3. Macrogamétocyte et macrogamete femelle

Les macrogamétocytes immatures ont un grand noyau et ressemblent aux types D et E

(Dubey et Frenkel, 1972).

La phase de différenciation en macrogamete est marquée par 1’accumulation de
matériel nourricier sous forme de granules lipidiques et polysaccharidiques, et par I’apparition
d’organites spécialisés dans la formation de la paroi de I’oocyste appelés « wall forming
bodies » (WFB) (Ferguson et al., 1975). A maturité, le macrogaméte mesure 7-8 x 4-7 um et

est entouré¢ d’une pellicule percée de nombreux micropores (Dubey et Frenkel, 1972).

2.1.4. Fécondation

La fécondation du macrogameéte par un microgamete n’a jamais été observée. Compte
tenu du sex ratio trés favorable aux macrogametes, la fécondation ne serait pas le seul

processus intervenant dans la production de plusieurs dizaines de millions d’oocystes. Ainsi,
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les macrogameétes non fécondés pourraient subir une parthénogenése pour former des oocystes

capables de sporuler (Ferguson, 2002).

2.1.5. Formation de la paroi de I’oocyste

Le stimulus déclenchant la formation de la paroi de 1’oocyste pourrait étre la
fécondation du macrogameéte. La paroi de 1’oocyste est composée de plusieurs couches qui
apparaissent au cours du développement du jeune oocyste. L’apparition d’une couche est lice

a la disparition concomitante d’un type de WFB (ou W dans les figures 3A, 3B et 3D).

Les WFB1 mesurent 0,35 um de diamétre et sont protégés par une membrane unique.
Ils se développent par bourgeonnement a partir du réticulum endoplasmique lisse (REL).
Deux populations de WFB1 coexistent dans le macrogaméte mature. Les WFBla sont
périphériques, ont un contenu homogéne dense aux électrons et réagissent avec un sérum
polyclonal anti-MIC4 (antigéne de micronéme) (Ferguson et al., 2000 ; Brecht et al., 2001)
Les WFB1b occupent une position plus centrale, ont un contenu hétérogéne et sont MIC4

négatifs.

Les WFB2 se forment dans les lacunes du réticulum endoplasmique rugueux (RER). A
maturité, ils mesurent 1,2 pm, sont moins denses aux ¢€lectrons et moins nombreux que les
WEBI. IIs sont limités par une double membrane dont la plus externe provient du RER. Les

WEFB2 sont MIC4 négatifs (Ferguson et al., 2000).

La formation de la paroi de 1’oocyste non sporulé débute par 1’agrégation de matériel
de nature inconnue a I’extérieur de la pellicule du macrogamete (couche 1). Une deuxiéme
puis une troisiéme couche (parfois confondues) apparaissent sous la couche 1. Les couches 1,
2 et 3 forment un voile lache MIC4 positif entourant I’oocyste (Ferguson et al., 2000) (figures
3B, 3C et 3E). Sa formation est associée a la disparition des WFB1a, auxquels le nom de VFB
(pour veil-forming bodies) a été donné récemment (Ferguson et al, 2000). La fonction de ce

voile n’est pas connue. Il peut étre observé apres émission et sporulation (Speer et al, 1998).

La formation de la couche 4 est associée a la disparition des WFB1b (figure 3B). La
couche 4 se forme entre le voile et la pellicule (figure 3C). La couche 4 est électron-dense

(figure 3E). La couche 5, plus épaisse, se forme entre la couche 4 et la pellicule. Elle apparait
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moins dense aux ¢lectrons. La formation de cette couche est associée a la disparition des

WEFB2 (figures 3D et 3E).

Figure 3 : Formation de la paroi de I’oocyste non sporulé de toxoplasme observée en
microscopie électronique (Ferguson et al., 2000). (A) Macrogamete mature contenant autour
de son noyau (N) des inclusions lipidiques (L) et polysaccharidiques (P) et trois sous-
populations de wall-forming bodies (Wla, W1b et W2). (B) Jeune oocyste dont la paroi est
partiellement formée : les Wla ont disparu et le nombre de W1b a nettement diminué. (C)
Détail de la paroi du jeune oocyste montrant le voile formé (fleéches) et la couche 4 externe en
développement (O). (D) Oocyste intra-luminal dont la paroi (OW) est entourée d’un voile
lache (V). (E) Détail de la paroi de (D) montrant le voile lache (fleches), la couche 4 externe
(O) et la couche 5 interne (I).

2.1.6. Emission des oocystes

Les oocystes non sporulés sont libérés dans la lumiére intestinale et sont émis
quotidiennement avec les féces pendant quelques jours. Ils ont une structure identique a celle
des oocystes présents dans les entérocytes, notamment un cytoplasme contenant un

nucléoplasme amorphe et un nucléole distinct (Ferguson et al., 1975 ; Ferguson et al., 1979a).
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L’ultrastructure de la paroi de I’oocyste fraichement €mis est inconnue mais pourrait

ressembler a la description précédente.

L’infection par des bradyzoites aboutit presque toujours a 1’émission d’oocystes en
grande quantité (entre 107 et 10® au total) avec une période pré-patente de 3 a 10 jours (j) et
une période patente de 15 4 21 j. Un pic quantitatif est souvent constaté entre les 2°™ et 4™ j
d’émission. La quantité¢ émise est indépendante de la taille de I’inoculum puisqu’un seul
bradyzoite ingéré engendre plusieurs dizaines de millions d’oocystes (Dubey, 2001). Au
contraire, une contamination par des tachyzoites ou des oocystes n’entraine que dans 10 a
30% des cas une émission d’oocystes, généralement moins profuse et moins longue, et apres

une période pré-patente supérieure a 19 j (Dubey, 1996b ; 2002a).

2.2. Sporulation

La sporulation est un processus asynchrone. Dans une suspension, environ 20%
d’oocystes semblent incapables de sporuler (données expérimentales personnelles). Elle
débute 6 h apres 1’émission (Ferguson et al., 1979a). Le noyau de 1’oocyste non sporulé subit
une méiose réductionnelle suivie d’une mitose des deux noyaux précédemment formés. Les
quatre noyaux haploides se trouvent contenus dans deux sporoblastes sphériques issus d’une
division cytoplasmique (Ferguson et al., 1979a). Puis les sporoblastes s’allongent pour former
les sporocystes (Ferguson et al., 1979b). Les deux membranes externes des sporoblastes
deviennent la membrane externe du sporocyste et le plasmalemme du cytoplasme devient la
membrane interne. Dans chaque sporocyste, deux sporozoites se développent a partir de
plaques denses situées prés de chaque noyau. Puis aprés une division nucléaire, quatre
sporozoites sont complétement formés, laissant un corps résiduel entouré d’une membrane

unique (Ferguson et al., 1979c).

2.2.1. Parametres physico-chimiques

Le succes de la sporulation dépend de la température, des conditions d’aérobiose et
d’hygrométrie. Expérimentalement, la sporulation est d’autant plus longue que la température
est faible: 21 j a 11°C contre 48 h a 25°C (Dubey, Miller et al., 1970b). D’une fagon

générale, les oocystes perdent leur capacité a sporuler aprés congélation 1 ja-21°Cou7ja-—
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6°C (Frenkel et Dubey, 1973) ou apres exposition a la chaleur 24 h a 37°C ou 10 minutes
(min) a 50°C (Dubey, Miller et al., 1970b). La sporulation est encore possible apres
conservation des oocystes non sporulés a 4°C pendant 11 semaines (Lindsay, Blagburn et al.,

2002).

En conditions anaérobies, la sporulation peut é&tre incompléte (arrét au stade
sporocyste) et produire des oocystes non infectants (Dubey, Miller et al., 1970a ; 1970b). La
sporulation peut reprendre partiellement (4%) en conditions aérobies apres 30 j d’anaérobiose
(Dubey, Miller et al., 1970b). Expérimentalement, la sporulation est possible dans différents
milieux de conservation (Dubey, Miller et al., 1970b) : 74 a 80% des oocystes développent
leur infectiosité dans de 1’acide sulfurique (H2SO4) a 2% ou dans du bichromate de potassium
(K2CrO7) a 2,5%, contre seulement 36% apres sporulation dans 1’eau. En conditions
naturelles, la sporulation tient probablement compte de paramétres physico-chimiques
beaucoup plus complexes afin qu’un maximum d’oocystes deviennent infectants. La
sporulation est possible dans I’eau de mer a 24°C (eau de mer artificielle a 15 et 32 ppt')

(Lindsay, Collins et al., 2003).

2.2.2. Ultrastructure

La paroi de I’oocyste sporulé est constituée, d’aprés Speer et al (1998), de trois
couches (figure 4C) : une couche externe (couche 4 selon la nomenclature du paragraphe
2.1.5.), dense aux ¢lectrons, de 30,5 nm d’épaisseur, une couche médiane vestigiale (espace
inter couches 4 et 5) peu dense aux électrons de 8-10 nm d’épaisseur, et une couche interne,
moyennement dense aux électrons, de 61 nm d’épaisseur (couche 5). Un micropyle unique est
réparti aléatoirement a la surface de 1’oocyste sporulé (figure 4C). Sa fonction est inconnue
mais il pourrait représenter un site sensible aux actions du CO, et d’enzymes au cours des

étapes précoces du dékystement des sporozoites.

La paroi du sporocyste possede 2 couches distinctes avec une couche externe mince,
dense aux ¢€lectrons, et une couche interne plus épaisse et moins dense. La couche interne est

composée de quatre plaques incurvées maintenues entre elles par quatre sutures épaisses.

! part per thousand ; 15 ppt, soit environ 18 g de sels dissouts dans 1 L d’eau (correspond 2 la salinité de la mer
du Nord).
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Figure 4 : Oocyste sporulé de toxoplasme observé en microscopie électronique (Dubey,

Lindsay et al., 1998 ; Speer et al., 1998). (A) Oocyste sporulé protégé par sa paroi (grande
fleche) contenant deux sporocystes (tétes de fleches) renfermant chacun quatre sporozoites
(petites fleches). (B) Etape tardive du dékystement montrant des sporozoites libres (Sz) et des
plaques sporocystiques enroulées (Sw), protégés par la paroi de I’oocyste (Ow). (C) Détail de
la paroi de I’oocyste montrant la couche 4 externe (Ol) et la couche 5 interne (Il) séparées par
une couche médiane vestigiale (El). Le micropyle (*) posséde une couche externe et une
couche médiane amincie en prolongement de celles de 1’oocyste (fleche) et une couche

interne épaisse (*).

L’¢étude ultrastructurale du sporozoite nécessite un dékystement préalable (Ferguson et
al., 1979d). La paroi de I’oocyste est fragilisée par un traitement mécanique et/ou chimique a
I’hypochlorite de sodium suivi d’une incubation sous CO, (Christie et al., 1978 ; Speer et al.,
1998 ; Freyre et Falcon, 2004). L’action enzymatique de la trypsine et des sels biliaires
provoque la rupture des sporocystes au niveau des sutures et entraine la libération des
sporozoites (Christie et al., 1978) (figure 4A). Les plaques forment alors des structures
enroulées (figure 4B) laissant des résidus sporocystiques (granules d’amylopectine et corps
lipidiques) (Christie et al., 1978 ; Speer et al., 1998). Sur le plan ultrastructural, le sporozoite
peut étre différencié du tachyzoite et du bradyzoite par 1’aspect des rhoptries en microscopie
¢lectronique (tachyzoite : rhoptries labyrinthiques ; bradyzoite : uniformes; sporozoite :
uniformes et labyrinthiques), le nombre de micronémes, et par le nombre et la taille des

granules denses, des grains d’amylopectine et des inclusions lipidiques (Speer et al., 1998).

27



Partie 1 Oocystogenese

Le sporozoite de 7. gondii ne posseéde pas de corps cristalloide contrairement a celui

d’Hammondia hammondi (Riahi, 1997).

2.2.3. Antigénes

Les antigenes du stade oocyste/sporozoite sont moins bien connus que ceux des stades
asexués, méme s’il existe des antigénes communs aux différents stades évolutifs (Ferguson,

2004). Les principaux antigenes identifiés appartiennent au sporozoite.

Deux protéines de 25 et 67 kDa (Sp25 et Sp67) sont majoritaires a la surface du
sporozoite (Kasper et al., 1984 ; Kasper et Ware, 1985 ; Radke et al., 2004). Apres infection
par des oocystes, Sp67 et une protéine additionnelle de 190 kDa (Sp190) induisent une
réponse IgM et IgG au cours de la phase aigué€ puis essentiellement une réponse IgG en phase
chronique (Kasper et Ware, 1985). La réponse IgM ne semble pas étre dirigée contre des
déterminants glycoprotéiques. Sp25 induit uniquement une réponse IgM lors de la phase
aigu€. Bien que présents transitoirement dans un organisme, les oocystes expriment des
protéines capables de provoquer un switch IgM/IgG, au cours de la phase chronique. D’autres
protéines, notamment celles de granules denses, sont présentes dans le sporozoite mais toutes
ne sont pas mobilisées au cours de l’infection cellulaire (Tilley et al., 1997). Le profil
d’expression protéique est modifié lors de la conversion en tachyzoite (Speer et al., 1995 ;

Radke et al., 2004).

La connaissance des antigénes des parois de 1’oocyste et du sporocyste se résume aux

études suivantes :

- Ferguson et al. (2000) ont montré la présence d’une protéine MIC4-like dans les
WFBI1a puis dans le voile lache entourant le macrogaméte mature et 1’oocyste non
sporulé. Par la suite, MIC4 (61 kDa) n’est plus exprimé par 1’oocyste jusqu’a la
formation complete des sporozoites (Brecht et al., 2001). L’expression d’un
antigéne de micronéme au cours de I’oocystogenese est unique chez le toxoplasme

mais a déja été observée chez Cryptosporidium parvum (Bonnin et al., 1993).

- Deux anticorps monoclonaux spécifiques de la paroi interne de 1’oocyste sporulé
ont ét¢ obtenus par Kasper et al. (1984) aprés immunisation avec des lysats

d’oocystes sporulés. Un troisiéme clone a montré une réactivité croisée entre la
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paroi, le sporozoite et le tachyzoite. Ces trois anticorps ne marquant pas les
oocystes intacts, Kasper et al. (1984) ont conclu en 1’absence de structures

antigéniques dans la paroi externe.

- Récemment, la protéine putative 7gOWP1, homologue des protéines de la paroi
externe de 1’oocyste de Cryptosporidium parvum (ou protéines COWP), a été
identifiée dans le génome du toxoplasme (http://www.toxodb.org) (Templeton et
al., 2004). Le séquengage de 7gOWP1 met en évidence de nombreux domaines
riches en cystéine et la plus grande homologie avec COWP6. L’obtention d’un
anticorps monoclonal qui permettra la caractérisation de cette protéine est en cours

(Aubert D. et Villena I., communication personnelle).

2.2.4. Autofluorescence

Les oocystes sporulés et non sporulés émettent une fluorescence bleue naturelle sous
excitation ultraviolette (UV) (filtre d’excitation : 330-385 nm, miroir dichroique ; 400 nm,
filtre d’émission ; 420 nm) (Lindquist et al., 2003 ; Dumeétre et Dardé, 2004). Seules les
parois des oocystes et des sporocystes sont fluorescentes (figure 5). Cette fluorescence
naturelle est partagée par les oocystes d’autres coccidies phylogénétiquement proches de 7.
gondii, comme Besnoitia darlingi, Cyclospora cayetanensis, Eimeria maxima, Eimeria
tenella, Hammondia hammondi, Hammondia heydorni, Isospora belli, Neospora caninum et
Sarcocystis neurona (Ortega et al., 1997; Berlin et al., 1998 ; Belli et al., 2003 ; Lindquist et
al., 2003).

L’origine de cette autofluorescence n’est pas bien identifiée. Une étude de I’oocyste
d’Eimeria maxima a montré I’oxydation de glycoprotéines riches en tyrosine dans les WFB,
leur incorporation dans la paroi en développement, et la présence de formes oxydées de la
tyrosine (dityrosine et 3,4-dihydroxyphénylalanine (DOPA)) dans des extraits d’oocystes
(Belli et al., 2003). La rigidité de la paroi est assurée par le « cross-linking » des protéines par
des ponts dityrosiques et par une oxydation des protéines contenant des groupes DOPA (ou
processus de « quinone tanning »). L’autofluorescence bleue des parois est la réponse a
I’excitation UV de la dityrosine et dans une moindre mesure des groupes DOPA oxydés

(Lerher et Fasman, 1967 ; Belli et al., 2003). L autofluorescence et la rigidité de la paroi de
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I’0ocyste sont donc deux propriétés lices 1’'une a I’autre. Il est possible que le développement

de la paroi de I’oocyste de Toxoplasma gondii soit analogue a celui d’E. maxima.

Figure 5 : Autofluorescence des oocystes non sporulés et sporulés de toxoplasme. (A)
Oocystes non sporulé (té€te de fleche) et sporulés (fleche) parmi des débris fécaux (contraste
de phase). (B) Une observation sous UV facilite la détection des oocystes (filtre d’excitation :

330-385 nm, miroir dichroique : 400 nm, filtre d’émission : 420 nm) (x400, échelle = 10 pm).
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3. Résistance aux conditions environnementales et

aux procédés d’inactivation

Cette résistance correspond au maintien du pouvoir infectant des sporozoites en
présence d’agents physico-chimiques d’inactivation. Elle est due a la rigidité¢ des parois de
I’0oocyste et du sporocyste. Il est important d’évaluer cette résistance pour minimiser la

transmission du parasite via les matrices alimentaires.

3.1. Facteurs physiques

3.1.1. Température

La résistance a la température a été testée pour différentes matrices, en conditions
naturelles ou expérimentales : feces, sol, baies, eau (potable ou non), eau de mer (tableau 1).
Pour comparaison, les oocystes sporulés conservés dans une solution de HSO4 a 2% a 4°C
restent infectants 578 j (Dubey et Beattie, 1988) sans perte d’infectiosité au cours des douze

premiers mois (Dubey, Lunney et al., 1996).

Dans I’eau, ’infectiosité est maintenue pendant 54 mois a 4°C (Dubey, 1998b) ou 548
j 2 20-22°C (Hutchison, 1967). Les oocystes, sensibles a la chaleur, sont rapidement inactivés
a partir de 55°C. Au contraire, une exposition constante a —21°C pendant 28 j n’empéche pas
I’infection (Frenkel et Dubey, 1973). Les oocystes restent infectants apres 180 j a 4 et a 24°C
dans de I’eau de mer a 15 ppt (Lindsay, Collins et al., 2003).

La résistance dans les matrices solides (sol et aliments) est moins importante : les
oocystes restent tout de méme infectants pendant 30 a 410 j selon la température et les
conditions d’expositions des suspensions (tableau 1). Les suspensions soumises aux
fluctuations naturelles de température et d’exposition maintiennent leur pouvoir infectant
pendant 46 j a 18 mois selon les matrices. L’impact d’une contamination fongique ou

bactérienne sur la survie des oocystes n’a pas été évalué.
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Température (°C) Conditions

Durée de survie®

Références

+4/+24
+20/+22
+22,5

+23—5+29
+30
+35
+37

+40

+45

+50

+55/+58

+60/+70

-20—>+35
-6—>+39

+15—->+30

+20—>+27

En laboratoire

Eau

Eau

Eau

Eau

Baies

Feces

Eau de mer a 15 ppt
Eau

Eau

Feces

Sols humides
Eau

Eau

Eau

Feéces

Eau

Eau

Eau

Eau

Eau

En conditions naturelles

Feces dans le sol
Eau

Feces

Feéces dans le sol

Sol humide

28 ]

106

13 mois
54 mois
56
214-4105"
180
548
306410 j°
107-306 j°
117

107

32
91-306 jb
30-153 jb
9]

1j

30-60 min

< 15 min

<1 min

18 mois

122-306j / 153410 j°
46-183j/76-334
56-357j

106 j

Frenkel et Dubey, 1973
Dubey, 1998b

Dubey, 1998b

Dubey, 1998b

Kniel et al., 2002

Yilmaz et Hopkins, 1972
Lindsay, Collins et al., 2003
Hutchison, 1967

Yilmaz et Hopkins, 1972

Dubey, Miller et al., 1970a
Dubey, 1998b

Dubey, 1998b

Yilmaz et Hopkins, 1972

Dubey, 1998b
Dubey, 1998b
Dubey, Miller et al., 1970a ;
Dubey, 1998b
Kuti¢i¢ et Wikerhauser, 1996;
Dubey, 1998b
Dubey, 1998b

Frenkel et al., 1975
Yilmaz et Hopkins, 1972

Frenkel et al., 1975
Ruiz et al., 1973
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Tableau 1: Survie des oocystes sporulés de toxoplasme dans I’eau et les matrices solides
(en italique). * Durée de l’infectiosité globale de la suspension d’oocystes évaluée par
inoculation 4 la souris. ® Durée de I’infectiosité globale d’une suspension découverte (sujette a
la dessication) — durée de D’infectiosité globale d’une suspension couverte. © Durée de
I’infectiosité globale d’une suspension découverte — d’une suspension couverte, exposées au

soleil / ou placées a I’ombre.
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3.1.2. Dessiccation

Les oocystes sporulés dans des féces de chats sont infectants 32 jours sous 100 %
d’humidité a 22-26°C, 18 jours a 80%, 11 jours a 37%, et ne sont inactivés qu’apres 8 jours a
0% (Frenkel et Dubey, 1972). Des suspensions pures d’oocystes sont moins résistantes
(Dubey, Miller et al., 1970a ; Frenkel et Dubey, 1972). En conditions naturelles, 1’exposition
directe des matrices solides aux rayonnements solaires accélere la perte d’infectiosité (tableau

1) (Yilmaz et Hopkins, 1972 ; Frenkel et al., 1975).

3.1.3. Rayonnements

Les rayonnements indirectement ionisants (y et X) sont utilisés pour améliorer la durée
de conservation des aliments (Farkas, 1998). Des doses de 2 a 7 kilograys (kGy) détruisent la
plupart des bactéries pathogénes non sporulées (traitement équivalent a une pasteurisation).
Le pouvoir infectant des parasites présents dans la viande et le poisson est diminué a des
doses de 0,1 a 10 kGy (Farkas, 1998). Seuls les effets des rayonnements y ont été étudiés sur

des baies contaminées par des oocystes de toxoplasme.

Le pourcentage d’oocystes sporulés diminue avec 1’augmentation de la dose
d’irradiation (0,2 a 0,8 kGy) (Dubey, Thayer et al., 1998). Environ 50% des oocystes ne
sporulent pas apres un traitement a 0,6 kGy et les oocystes ayant réussi a sporuler n’induisent
pas de toxoplasmose sérologique. Au contraire, des oocystes sporulés irradiés a 0,35 kGy sont
infectants pour la souris. A des doses supérieures, I’inoculation d’oocystes sporulés irradiés
entraine un dékystement des sporozoites et le développement d’une réponse immunitaire,
mais les sporozoites ne peuvent plus initier la multiplication du parasite (Dubey, Jenkis et al.,

1996 ; Dubey, Thayer et al., 1998).
D’autres rayonnements (UV, infrarouges, micro-ondes) utilisés dans le traitement de

’eau, la conservation ou la préparation des aliments n’ont pas été testés.

3.1.4. Hautes pressions

Un traitement des aliments par hautes pressions peut se substituer a la pasteurisation. Il

est utilis¢ dans une gamme de 100 a 300 méga pascals (MPa) (Delacour et al., 2002). Des
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oocystes, exposés 1 min a des pressions comprises entre 100 et 550 Mpa, perdent leur

infectiosité a partir de 340 MPa (Lindsay, Collins et al, 2004a).

3.2. Facteurs chimiques

3.2.1. Acides et bases

Plusieurs solutions acides (H,SO4 a 2%, K,Cr,O7 a 2,5%) sont d’excellents milieux de
sporulation et de conservation des oocystes : I’infectiosité des oocystes peut y étre maintenue
pendant plus d’un an a 4°C (Dubey, Miller et al., 1970a ; 1970b). Cependant, une exposition
de 24 h a de fortes concentrations (>50%) en acide sulfurique et en acide nitrique inactive les
oocystes (Dubey, Miller et al., 1970a). La résistance aux solutions basiques est moins
importante. L ’infectiosité est diminuée d’un facteur 100 apres 1 h dans une solution de NaOH
a 10%, d’un facteur 1000 dans une solution de NaOH a 20% (Dubey, Miller et al., 1970a).
L’inactivation totale d’une suspension d’oocystes peut €tre obtenue aprés 24 h dans une

solution de NaOH a 6% (Dubey et Beattie, 1988).

3.2.2. Désinfectants et détergents

La résistance a I’hypochlorite de sodium (NaClO) a été la plus étudiée (Dubey, Miller
et al., 1970a). Si la paroi externe de 1’oocyste est détruite par une solution a 5,25%, cette
concentration est insuffisante pour tuer les oocystes apres 30 min d’exposition. De méme, une
inactivation totale n’est pas obtenue apres une exposition des oocystes a des concentrations de
8,3 a 12,5% pendant 30 min ou de 6% pendant 24 h. La résistance des oocystes aux
concentrations de chlore habituellement utilisées pour la désinfection de 1’eau potable a été
évaluée récemment. Villena (2004) a montré par bioessai I’infectiosité d’une suspension de
10° oocystes soumis a différents procédés de chloration pendant 4 h. Ces traitements sont
¢galement inefficaces sur les oocystes de cryptosporidies, alors que 1’ozonation apparait
supérieure (Corona-Vasquez et al., 2002). L’ozonation n’a pas été testée sur les oocystes de

toxoplasme.

D’autres agents chimiques inactivent le toxoplasme mais leur usage domestique parait

inapproprié. Les oocystes perdent leur infectiosité aprés un passage dans I’ammoniaque a
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28 % pendant 10 min ou aprés 3 h avec des concentrations a usage domestique (Frenkel et
Dubey, 1972). Les oocystes sont tués également par une solution iodée contenant 7% d’iode
(I2) et 5% de iodure de potassium (KI) pendant 30 min (Frenkel et Dubey, 1972) ou dans du
formol a 10% pendant 4 j (Ito et al., 1975). Les alcools ne sont pas efficaces, hormis I’éthanol

pur (99 %) apres 24 heures de contact (Ito et al., 1975).

La résistance aux détergents est importante puisque des solutions contenant 0,1% de
polyoxyéthylénesorbitan monoléate (Tween 80) ou de sodium dodécyl sulfate (SDS), ne tuent

pas les oocystes apres 24 h d’exposition (Dubey, Miller et al., 1970a).

3.2.3. Enzymes

Les oocystes résistent aux attaques enzymatiques du tube digestif jusqu’au
dékystement des sporozoites. Expérimentalement, une solution pepsique (activité biologique
1:10000) a 1% (pH 1,3) ou une solution trypsique (activité biologique 1:250) a 0,5% (pH 7,6)
diminue d’un facteur 10 I’infectiosité des oocystes apreés une exposition de 1 h a 37°C
(Dubey, Miller et al., 1970a). Des oocystes incubés dans des solutions de chymotrypsine,
streptokinase, pronase, acétylcystéine et papaine restent infectants, sans autre précision, apres
une exposition de 1 h a 37°C (Dubey, Miller et al., 1970a). L’action enzymatique seule, en
I’absence d’un stimulus mécanique, semble ainsi avoir peu d’effets sur la paroi de I’oocyste
de toxoplasme (Freyre et Falcon, 2004). Des résistances similaires sont rapportées pour les
oocystes d’Eimeria tenella (Ryley, 1973) et de Cryptosporidium parvum (Harris et Petry,
1999).
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4. Importance des oocystes dans la transmission de la

toxoplasmose

4.1. Réservoir d’émission

4.1.1. Chat domestique (Felis catus)

La population de chats domestiques (Felis catus) est estimée a 8 millions en France et
a 400 millions dans le monde (Legay, 1986). Les toxoplasmoses félines symptomatiques sont
exceptionnelles (Dubey et Beattie, 1988). La transmission verticale ne semble pas jouer de

role épidémiologique important (Dubey, 1977).

La multiplicit¢ des tests sérologiques utilisés dans les différentes études de
séroprévalence rend difficile une comparaison des données (Tenter et al., 2000). La
séroprévalence varie avec 1’age, le sexe et le mode de vie des chats. Les anticorps sont
généralement détectés apres le sevrage (>6-10 semaines). Les males, plus territoriaux et plus
enclins a chasser que les femelles, sont les plus exposés. Les séroprévalences élevées (>55%)
sont retrouvées parmi les chats qui évitent tout contact avec ’homme (Dubey, 1973 ; Dubey,
Saville et al., 2002) ou qui vivent dans des zones de transmission toxoplasmique importante
(Dubey, Navarro et al., 2004). Au contraire, les chats vivant en intérieur et nourris avec une
alimentation industrielle sont moins infectés (<40%). Quelque soit le mode de vie des chats,
la séroprévalence est plus faible en Asie (6-33%) qu’ailleurs (Tenter et al., 2000). En France,
la séroprévalence est d’environ 40 a 60% (Pestre-Alexandre et al., 1984 ; Cabannes et al.,

1997).

La quantité d’oocystes émis semble plus importante chez les jeunes males (<1 an)
(Dubey, Hoover et al., 1977). La fin de 1’émission correspond au développement d’une
immunité protégeant des réinfections (Dubey et Frenkel, 1972 ; Sheffield et Melton, 1976 ;
Frenkel et Smith, 1982 ; Davis et Dubey, 1995). Pourtant, une réexcrétion moins importante
d’oocystes a été montrée expérimentalement chez des chats infectés puis réinfectés par une

souche de génotype différent de la premicre (Dubey et Frenkel, 1974 ; Dubey, 1995). Une
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dénutrition, une corticothérapie (Dubey et Frenkel, 1974), et des infections parasitaires

(Dubey, 1976) peuvent aussi favoriser des réexcrétions.

Etant donné la briéveté de 1’émission des oocystes dans la vie d’un chat (2-3 semaines)
et la rareté des réinfections, I’examen parasitologique des selles n’est pas une technique fiable
de dépistage de la toxoplasmose féline. Par cette technique, seulement 2% des chats sont
trouvés excréteurs a un moment donné (Dubey et Beattie, 1988 ; Jackson et Hutchison, 1989 ;

Dubey, 2004).

4.1.2. Félins sauvages

Dix-sept espeéces de félins sauvages sont connues comme hotes définitifs du
toxoplasme. (Lukesova et Literak, 1998). Expérimentalement, avec des souches de
toxoplasme provenant du cycle domestique, le pourcentage d’animaux excréteurs est plus
faible et la quantité émise d’oocystes est moins importante que pour des chats placés dans les

mémes conditions (Jewell et al., 1972 ; Miller et al., 1972).

La séroprévalence de la toxoplasmose a ¢été surtout étudiée parmi les populations
sauvages de félins américains (Aramini et al., 1998 ; Labelle et al., 2001 ; Zarnke et al., 2001 ;
Kikuchi et al., 2004 ; Riley et al., 2004) ou chez des animaux captifs (Zhang et al., 2000 ;
Silva et al., 2001 ; Kikuchi et al., 2004) Comme chez le chat domestique, la séroprévalence
varie en fonction de I’age et du sexe, les males adultes étant les plus infectés (Kikuchi et al.,
2004). Elle est plus élevée en régions intertropicales (50-75%) (Silva et al., 2001 ; Kikuchi et
al., 2004) qu’en milieu arctique (15%) (Zarnke et al., 2001).

Le role direct des félins sauvages dans 1’épidémiologie de la toxoplasmose humaine
est mal connu. Les oocystes qu’ils émettent pourraient étre a I’origine de certains cas humains
de toxoplasmoses séveres (Benenson et al., 1982 ; Aramini et al., 1998 ; 1999 ; Carme et al.,

2002).
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4.2. Dissémination et prévalence dans les matrices environnementales

4.2.1. Sol

L’habitude des félins d’enterrer leur féces permet une contamination des dix premiers
centimetres de la surface du sol et empéche une dessiccation des oocystes (Frenkel et al.,
1975 ; Aramini et al., 1999). Des oocystes ont ainsi été isolés plus volontiers de sols humides
et ombragés (Ruiz et al., 1973). Les eaux de ruissellement et la microfaune du sol favorisent
la dissémination du parasite. Les vers de terre, maintenus au contact de sols contaminés, sont
capables de transmettre 1’infection (Frenkel et al., 1975 ; Ruiz et Frenkel, 1980 ; Bettiol et al.,
2000). En surface, d’autres invertébrés (cafards, mouches) et leurs féces peuvent également
étre porteurs ou contenir des oocystes infectants (Wallace, 1973 ; Frenkel et al., 1975 ; Smith

et Frenkel, 1978).

Des oocystes ont été isolés du sol aprés des cas groupés de toxoplasmose au Royaume-
Uni et au Brésil (Fleck et al., 1972 ; Coutinho et al., 1982). En dehors de tout contexte
épidémique, des bio-essais positifs chez la souris ont été obtenus a partir de sols naturellement
contaminés (Dubey et Beattie, 1988 ; Ruiz et al., 1973 ; Dubey, Weigel et al., 1995 ; Frenkel
et al., 1995).

4.2.2. Eau

Le drainage des sols permet une contamination des eaux de surface et souterraines, des
eaux ressources destinées a la consommation et aux loisirs, puis du milieu marin (Bowie et
al., 1997 ; Miller et al., 2002). Au regard de la densité des oocystes (1,104-1,140 ; Dubey,
Miller et al., 1970b) et de leur interaction probable avec des particules sédimentaires, les

oocystes pourraient se localiser plutdt au fond des eaux stagnantes.

Une seule étude a mis en évidence des toxoplasmes (sous forme d’ADN) dans 10/139
¢chantillons d’eaux de consommation, de surface ou souterraines, prélevés en dehors de tout

contexte épidémique (Villena et al., 2004).

4.2.3. Végétaux

La présence d’oocystes sur les fruits et Iégumes destinés a la consommation n’a jamais
¢été recherchée. Expérimentalement, les oocystes restent infectants pendant 8 semaines au
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contact de baies (framboises, myrtilles) conservées a 4°C (Kniel et al., 2002). Ces fruits ainsi
que d’autres végétaux peuvent €tre une source d’infection par Cyclospora cayetanensis,
coccidie proche du toxoplasme (revu par Shields et Olson, 2003). Il est probable que des
oocystes adhérant aux végétaux restent infectants aussi longtemps que les conditions de
température et d’humidité optimales pour leur survie sont maintenues. Leur ingestion par un
hote est alors possible avant la décomposition des végétaux. Des oocystes de toxoplasme ont

¢été isolés par bio-essai sur de la nourriture de porc (Dubey, Weigel et al, 1995).

4.3. Exemples d’especes animales soumises a I’infection par les
oocystes

Un seul oocyste peut induire une toxoplasmose chez la souris (Dubey, Speer et al.,
1997) ou chez le porc (Dubey, Lunney et al., 1996), mais certaines especes y sont plus
résistantes : chat, rat, bovins (Dubey et Beattie, 1988 ; Dubey, 1996a ; 1996b). L’ingestion
d’oocystes est un mode majeur de contamination pour un grand nombre de mammiferes et
d’oiseaux (Tenter et al., 2000). Il est impossible de faire une présentation exhaustive du
réservoir animal soumis a 1’infection par les oocystes. Les quatre exemples suivants montrent
que certaines especes, de par leur écologie, peuvent servir de bio-indicateurs de la présence

d’oocystes infectants dans 1’eau et le sol.

4.3.1. Rongeurs

Les rongeurs ne semblent réellement constituer un réservoir important d’infection pour
le chat domestique que dans les zones urbaines ou rurales pour lesquelles un cycle parasitaire
perdure (Eyles et al., 1959 ; Dubey, Weigel et al., 1995 ; Frenkel et al., 1995 ; Lehmann et al.,
2003). Les données de séroprévalence montre que la contamination des rongeurs dépend
fortement du degré d’exposition aux oocystes. L’exposition est maximale prés des batiments
de fermes qui attirent rongeurs et chats (Lehmann et al., 2003). Cependant, cette exposition ne
serait pas nécessaire pour maintenir une prévalence élevée. Celle-ci s’expliquerait par une
transmission verticale du parasite sur plusieurs générations (Owen et Trees, 1998 ; Marshall et
al., 2004). Cette hypothése nécessite des investigations supplémentaires, pour expliquer

I’importance de ce mode de transmission dans la toxoplasmose.
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4.3.2. Oiseaux

Par le phénomeéne de migration, les oiseaux sont aptes a transmettre le toxoplasme sur
des distances géographiques importantes, méme si la prévalence du parasite chez les especes

migratrices reste peu connue (Dubey, 2002b).

Les espéces sédentaires qui ont été domestiquées (volailles) sont utilisées comme bio-
indicateurs d’une contamination tellurique par les oocystes, surtout dans les pays ou les
conditions climatiques sont trés favorables a la survie des oocystes (Da Silva et al., 2003).
Des séroprévalences élevées ont été rapportées dans des élevages traditionnels au Brésil (39 a
65,2% selon les régions) (Dubey, Graham et al., 2002, Dubey, Graham et al., 2003a, Dubey,
Navarro et al., 2003 ; Da Silva et al., 2003), dans le nord de I’Argentine (65,5% ; Dubey,
Venturini et al., 2003), en Israél (42,2% ; Dubey, Salant et al., 2004), en Egypte (40,4% ;
Dubey, Graham et al, 2003b) et en République Démocratique du Congo (50,0% ; Dubey,
Karhemere et al., 2005). Au contraire, 6,2% et 16,9% de poulets séropositifs sont rencontrés
respectivement au Mexique (Dubey, Morales et al., 2004) et aux Etats-Unis (Dubey, Graham

et al., 2003c¢). La séroprévalence en France n’est pas connue.

La fréquence de la contamination de la volaille domestique pourrait représenter un
risque potentiel pour 'homme. Cependant, les kystes sont localisés préférentiellement dans le
ceeur et le cerveau, puis dans les visceres et dans les muscles (Biancifiori et al., 1986 ; Dubey,

Ruff et al., 1993 ; Kaneto et al., 1997, Sedlak et al., 2004).

4.3.3. Ovins

Le role épidémiologique des ovins est important dans la transmission du parasite a

I’homme car ils sont les animaux de boucherie les plus infectés (Tenter et al., 2000).

Les données disponibles sont surtout sérologiques. La séroprévalence varie de moins
de 5% au Zimbabwe, Pakistan et en Croatie, a plus de 80% en Turquie et en France (revue par
Tenter et al., 2000). En France, huit enquétes ont été réalisées dans différentes régions entre

1960 et 1997 (tableau 2). Les séroprévalences sont comprises entre 15 et 92%.
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Région Technique® Nombre Séroprévalence (%) Référence

Alsace IFA 180 31 Callot et al., 1970

Anjou [HA 60 15 Chabasse et al., 1978
Bretagne [HA 609 36 Doby et Deunff, 1984

Cote d’Or IFA 583 72 Campana-Rouget et al., 1975
Limousin DT 120 36 Pestre et al., 1962

Paris DT 165 72 Guillot et Desmonts, 1960
Vendée IHA 236 22 Himy-Dahan et al., 1980
Aquitaine I[FA 642 92 Cabannes et al., 1997

Tableau 2 : Séroprévalence de la toxoplasmose chez le mouton en France. °IFA,

immunofluorescence; DT, dye test ; IHA, hémagglutination indirecte.

Responsable de la contamination horizontale, un chat infecté¢ déféquant dans 10 tonnes
de céréales peut y déposer plusieurs doses infectantes d’oocystes par kilogramme de grain
(McColgan et al., 1988). La présence journaliere de chatons dans les bergeries est un facteur
de risque important de contamination (Skjerve et al., 1998). L ¢élevage extensif et un broutage
ras qui favorisent l’ingestion d’oocystes, expliquent également des prévalences élevées
(Tenter et al., 2000). Une transmission verticale brebis/agneaux sur plusieurs générations
pourrait maintenir une prévalence ¢levée en dehors de I’intervention du chat (Duncanson et al.

(2001). Cette hypothese n’est pas encore vérifice.

La gravité de la toxoplasmose congénitale dépend de la période de contamination au
cours de la gestation (d’une durée totale de 150 j). Parmi les agneaux infectés non viables,
35% meurent avant le terme, 60% a la naissance et 5% quelques jours apres (Dubey et
Beattie, 1988). Les contaminations tardives donnent des agneaux infectés mais viables. Le
cerveau et le placenta sont les organes les plus parasités (Dubey et Beattie, 1988 ; Owen et
Trees, 1999 ; Duncanson et al., 2001 ; Hurtado et al., 2001). Habituellement, il n’y a pas de
manifestations cliniques chez les brebis, 1’¢leveur n’est pas alarmé et les avortons sont
rarement soumis a une recherche diagnostique. En Suisse, 19% des avortements constatés

dans la région de Zurich entre 1996 et 1998 sont dus au toxoplasme qui représente la seconde
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étiologie apres la chlamydiose (Chanton-Greutmann et al., 2002). Ce pourcentage est de 11%
en Sardaigne (Masala et al., 2003) et atteint 23% en Espagne (Pereira-Bueno et al., 2004).
Une incidence globale de 12% a été retenue par Dubey et Beattie (1988). La toxoplasmose
congénitale ovine peut ainsi entrainer des pertes économiques importantes pour les éleveurs

(Freyre et al., 1997).

La prévalence parasitaire chez les animaux destinés a la consommation est peu
connue. Des données anciennes montrent une prévalence de 2,8% a 67,6% dans différents
pays (Dubey et Beattie, 1988). Elle peut varier selon les méthodes utilisées, 1’inoculation a la
souris pouvant &tre supérieure aux techniques de biologie moléculaire (Vieira da Silva et
Langoni, 2001). Les chances d’isoler le parasite augmentent généralement pour des titres
¢levés en anticorps (Dubey et Beattie, 1988). Les organes les plus parasités sont le cerveau, le
ceeur, le diaphragme et les muscles squelettiques (Dubey et Sharma, 1980 ; Dubey et Beattie,
1988 ; Esteban-Redondo et Innes, 1998, Esteban-Redondo et al., 1999). Deux études récentes
ont évalu¢ par PCR Ila prévalence du toxoplasme dans de la viande d’agneau: 6/9
prélevements sont trouvés positifs par Aspinall et al. (2002) en Angleterre alors que
seulement 9/150 sont positifs dans la région de Berne par la méme technique (Wyss et al.,

2000).

En France, I'importance de la toxoplasmose ovine demande une réévaluation

notamment pour déterminer les facteurs de risque liés a la consommation d’animaux infectés.

4.3 4. Mammiféres marins

Des séroprévalences ¢€levées et des cas de toxoplasmoses séveres ont été rapportés
chez plusieurs espéces de mammiféres marins (revus par Dubey et Beattie, 1988 ; Dubey,
Zarnke et al., 2003 ; Fayer et al., 2004) notamment chez les loutres de mer (Cole et al., 2000 ;
Miller et al., 2002 ; 2004). La prédation sur d’autres homéothermes étant restreinte a quelques
especes, les principaux modes de contamination sont I’ingestion d’oocystes avec I’eau de mer
et la prédation sur des mollusques qui concentrent les oocystes dans leurs tissus et peuvent
servir d’hotes paraténiques au parasite (Fayer et al., 2004). Expérimentalement, les huitres et
les moules immergées dans 1’eau de mer retiennent des oocystes infectants pendant 85 j
(Lindsay, Phelps et al., 2001 ; Lindsay, Collins et al., 2004b ; Arkush et al., 2003). Ces

mollusques, et peut-étre d’autres, sont potentiellement des sources d’infection toxoplasmique
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pour les animaux et pour I’homme de la méme fagon que les oocystes de Cryptosporidium
parvum (Fayer et al., 1998 ; Freire-Santos et al., 2000b). Le lessivage des sols cotiers et les
effluents continentaux sont les portes d’entrée des oocystes dans le milieu marin (Miller et al.,

2002). La salinité a peu d‘effets sur I’infectiosité des oocystes (Lindsay, Collins et al., 2003).

4.4. Le rdle des oocystes dans I’infection humaine

En I’absence d’un sérodiagnostic différentiel, il est impossible de déterminer quel
stade évolutif est a I'origine d’une toxoplasmose. La part des oocystes est donc inconnue
méme s’il existe des évidences épidémiologiques de toxoplasmose due a 1’ingestion

d’oocystes.

4.4.1. Facteurs de risque associés aux oocystes

Les facteurs de risque associés aux oocystes différent selon les études. Le degré
d'exposition aux oocystes varie en fonction des zones géographiques, du climat qui assure la
plus ou moins grande survie des oocystes dans le sol, des habitudes culinaires et d'autres
facteurs intervenant dans le mode de vie. Malgré des résultats hétérogeénes, les principaux
facteurs de risque sont le contact avec le sol (jardinage sans gants) (Baril et al., 1999 ; Weigel
et al., 1999 ; Cook et al., 2000) et la consommation fréquente de crudités par des femmes qui
ne les avaient pas préparés elles-mémes (Baril et al., 1999). La consommation d’eau non
traitée est un facteur de risque dans des pays ou le traitement de 1’eau est peu développé
(comme dans certaines régions du Brésil) (Bahia-Oliveira et al., 2003). Des cas de
toxoplasmoses chez des végétariens laissent penser a 1’ingestion de végétaux contamingés
(Hall et al., 1999 ; Roghmann et al., 1999 ; Carme et al., 2002). La proximité des chats n’est

pas toujours retenue comme facteur de risque (Cook et al., 2000 ; Bahia-Oliveira et al., 2003).

De facon indirecte, les oocystes constituent également un risque par la contamination

des animaux de boucherie.
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4.4.2. Epidémies et cas groupés de toxoplasmoses par ingestion d’oocystes

Plusieurs épidémies et cas groupés de toxoplasmoses par ingestion d’oocystes ont
montré que la dissémination du parasite a partir de quelques félins excréteurs était assez
efficace pour infecter un nombre significatif d’individus (tableau 3). Ceci est d’autant plus
vrai pour les épidémies hydriques, au cours desquelles de faibles volumes d’eau peuvent étre
vecteurs de plusieurs doses infectantes d’oocystes. A I’opposé, une contamination tellurique

est plutdt a I’origine de petites épidémies souvent familiales.

Dans la plupart des épidémies documentées, les adénopathies sont les principales
manifestations cliniques observées. Des formes plus sévéres ont été observées chez des sujets
immunocompétents au Canada (Bowie et al., 1997), au Brésil (Taverne, 2002) et au Surinam

(Demar et al., 2005). Les cas mortels sont exceptionnels (Demar et al., 2005).

A part deux études ayant associ¢ la présence d’oocystes de toxoplasme a des cas
groupés de toxoplasmoses (tableau 3), les sources de contamination restent difficile a

identifier.

Les enquétes épidémiologiques montrent toujours la présence de chats ou de félins
sauvages au moment de la contamination. L’épidémie canadienne est de loin la plus
documentée car elle est la premiére a avoir été associée a 1’ingestion d’eau de boisson
contaminée par le toxoplasme (Bowie et al., 1997 ; Isaac-Renton et al., 1998 ; Aramini et al.,
1998 ; 1999). Deux parametres semblent avoir favorisé cette épidémie : (i) la contamination
d’un des deux réservoirs alimentant la région de Victoria par des oocystes émis par les chats
et cougars endémiques (Aramini et al., 1998 ; 1999), et (ii) le traitement de 1’eau par
chloration qui a eu peu d’effet sur ’infectiosité des oocystes (Bowie et al., 1997 ; Isaac-
Renton et al., 1998). L’absence d’un traitement appropri¢ de 1’eau de boisson serait
¢également a I’origine de deux épidémies de toxoplasmose dans la ville de Santa Isabela do
Ivai (Parand, Brésil) (Taverne, 2002 ; Dubey, Navarro et al., 2004 ; Holland, 2003), et dans un

village surinamien (Demar et al., 2005).
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Pays Année Source de Nombre de cas Expression clinique Oocystes Référence
Contamination isolés
Royaume-Uni 1972  Bac a sable 2 (familiaux) 1 forme symptomatique Oui® Fleck et al., 1972
1 forme asymptomatique (sérologie évolutive)
USA 1976  Sol 10 (familiaux) 7 formes symptomatiques aigués Non Stagno et al., 1980
(dont une atteinte neurologique sévere)
3 formes asymptomatiques (sérologie évolutive)
USA 1977  Poussiere 37 35 formes symptomatiques aigués Non Teutsch et al., 1979
Ingérée 2 formes asymptomatiques
USA 1979  Contact avec des 9 (familiaux) 6 symptomatiques aigués Non Shenep et al., 1984
chatons infectés 3 formes asymptomatiques
Panama 1979  Eau de surface 35 32 formes symptomatiques aigués Non Benenson et al.,
3 formes asymptomatiques 1982
Brésil 1982  Sol NS? NS Oui® Coutinho et al., 1982
Canada 1995  Eau de boisson 100 63 formes symptomatiques aigués Non Bowie et al., 1997
(2894-7718 estimés) (dont 19 choriorétinites)
37 femmes enceintes asymptomatiques
2 formes asymptomatiques
Brésil 2002 Eau de boisson 290 NS Non Taverne, 2002
Surinam 2005 Eau de boisson 11 9 formes symptomatiques aigués Non Demar et al., 2005

2 formes congénitales

Tableau 3 : Epidémies et cas groupés de toxoplasmoses par ingestion d’oocystes (en gras, les cas d’origine hydrique). * NS, non spécifié. °

Oocystes isolés par inoculation a la souris d’échantillons de sol ou d’eau.
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4.5. Association avec des génotypes particuliers

4.5.1. Diversité génétique du toxoplasme : outils d’analyse et biais de sélection

Cette diversité peut étre analysée par plusieurs techniques de typage faisant appel a
des marqueurs phénotypiques ou génotypiques : analyse de I’expression d’iso-enzymes
(Dardé et al., 1992), PCR-RFLP d’un ou plusieurs geénes codant pour des antigénes du
parasite (ex : SAG2, codant pour un antigene de surface du tachyzoite) (Howe et Sibley,
1995), analyse de microsatellites polymorphes présents dans le génome du toxoplasme
(Blackston et al., 2001 ; Ajzenberg et al., 2002a ; 2005). Un typage génétique est d’autant plus
informatif que les marqueurs utilisés sont suffisamment polymorphes et leur nombre
important. La combinaison de plusieurs marqueurs (typage multilocus) permet ainsi de
détecter des recombinaisons alléliques, qui ne sont pas révélées avec un seul marqueur

(typage unilocus).

Les isolats connus de toxoplasme proviennent essentiellement d’Europe et des Etats-
Unis, de toxoplasmoses humaines ou d’animaux domestiques. Ces isolats ne reflétent donc
pas du tout la diversité zoologique et géographique des hdtes du parasite. La sélection des
isolats en fonction du type de toxoplasmose introduit un biais supplémentaire. Le parasite est
habituellement isolé au cours de toxoplasmoses symptomatiques alors que les formes

asymptomatiques sont prépondérantes dans la maladie.

4.5.2. Structure génétique de 7. gondii

Les analyses multilocus sur des isolats nord-américains ou européens montrent que
95% des isolats connus appartiennent a 3 génotypes dits « classiques » (I, II, et III) (Dardé et
al., 1992 ; Howe et Sibley, 1995 ; Ajzenberg et al., 2002a). Ils sont considérés comme trois
lignées clonales qui seraient apparues il y a 10 000 ans avec la domestication animale (Su et
al., 2003). Les génotypes recombinants (combinaison des alléles classiques : I/II, I/II1, TI/III,
I/II/TIT) et les génotypes atypiques (combinaison partielle ou totale d’alléles non I, II ou III)
représentent les 5% restants (Ajzenberg et al., 2004). Les principales caractéristiques

biologiques et épidémiologiques des génotypes de toxoplasme sont résumées dans le tableau

4.
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Type I
Rarement isolé (10% des collections d’isolats)
Origine principalement humaine
Europe, Etats-Unis, Amérique du Sud
Comportement in vivo : virulence importante chez la souris (DL100<10 tachyzoites)

Comportement in vitro . fort taux de multiplication,

interconversion tachyzoite <> bradyzoite réduite

Type 11
80% des collections d’isolats
Origine humaine et animale (domestique et sauvage)
Europe, Etats-Unis
Comportement in vivo : avirulence, infection chronique
chez la souris avec persistance de kystes tissulaires
Comportement in vitro . faible taux de multiplication,
interconversion tachyzoite-bradyzoite

avec formation de kystes en culture cellulaire

Type 111, génotypes recombinants et génotypes atypiques
Rarement isolé
Origine humaine (association avec des toxoplasmoses souvent séveres)
Origine animale (hotes sauvages inhabituels)
Zones géographiques peu ¢tudiées (régions intertropicales +++)
Comportement in vivo : virulence intermédiaire entre types I et 11

Comportement in vitro : peu étudié

Tableau 4 : Principales caractéristiques biologiques et épidémiologiques des génotypes

de T. gondii (d’apres Dardé, 2004).
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4.5.3. Quels génotypes circulent dans I’environnement ?

Type I

Les isolats d’origine animale, identifiés comme type I par typage multilocus, sont peu
nombreux. Les isolats CT-1 et GT-1, respectivement d’origine bovine et caprine, démontrent

la circulation d’oocystes de type I dans I’environnement (Dubey, 1980 ; Dubey, 1992).

La découverte récente d’une forte proportion de « type I» aprés typage unilocus
(PCR-RFLP SAG2) d’isolats de mouton (Fuentes et al., 2004), de poulet (Dubey, Graham et
al., 2002 ; Dubey, Graham, et al., 2003a ; Dubey, Navarro, et al. 2003 ; Dubey, Venturini, et
al., 2003 ; Dubey, Lévy et al., 2004 ; Dubey, Morales, et al., 2004 ; Dubey, Karhemere et al.,
2005) et dans des produits de boucherie (Aspinall et al., 2002) demande a étre confirmée par

des études multilocus.
Types II et 111

Ces deux types sont majoritaires en Europe et aux Etats-Unis chez les animaux
domestiques et sauvages : félins (Jungersen et al., 2002 ; Dubey, Navarro et al., 2004 ; Dubey,
Graham et al., 2004 ; Montoya et al., 2004), animaux de boucherie (ovins, porcins et poulets)
(Howe et Sibley, 1995 ; Mondragon et al., 1998 ; Owen et Trees 1999 ; Jungersen et al.,
2002 ; Lehmann et al., 2003 ; Dubey, Graham et al., 2003¢ ; Dubey, Edelhofer et al., 2005) et

gibier (Dubey, Graham et al., 2004 ; Villena I, communication personnelle).
Types recombinants ou atypiques

Les génotypes recombinants ou atypiques proviennent essentiellement de régions
faiblement anthropisées, peu étudiées jusqu’a présent (zone intertropicale en particulier), et/ou
sont isolés d’hdtes inhabituels asymptomatiques (animaux sauvages) : loutre de mer (Cole et
al., 2000 ; Miller et al., 2004), ours et cerf (Howe et Sibley, 1995). Chez ’homme, de tels
génotypes ont toujours été associés a des toxoplasmoses symptomatiques séveres (Bossi et al.,
1998 ; Dardé et al., 1998 ; Grigg et al., 2001 ; Carme et al., 2002 ; Ghosn et al., 2003 ;
Ajzenberg et al., 2004 ; Demar et al., 2005). En conditions naturelles, un génotype
recombinant ou atypique a ¢été isolé a partir d’oocystes €émis par un cougar vivant dans la
région de Victoria, un an aprés la survenue d’une épidémie de toxoplasmoses aigués dans la

méme région (Aramini et al., 1998 ; 1999 ; Lehmann et al., 2000).
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Ces génotypes recombinants ou atypiques semblent donc circuler dans des cycles
parasitaires ou 1’homme intervient rarement et de facon accidentelle. A I’intérieur de ces
cycles sauvages, les échanges sexués pourraient prédominer sur une transmission clonale des
trois génotypes classiques. Au contraire, il semble que les génotypes I, II et 111, bien adaptés a
un cycle entre I’homme et les animaux domestiques, se soient propagés de maniére clonale

(Ajzenberg et al., 2004 ; Lehmann et al., 2004).

En conclusion, les types 11 et 111 sont prépondérants dans les réservoirs du parasite.
Ceci n’est vérifié qu’en Europe et aux Etats-Unis, surtout pour les animaux domestiques.
L’analyse d’isolats provenant d’animaux sauvages et de zones géographiques peu étudiées

jusqu’a présent permettrait de redéfinir la prévalence de chaque génotype.
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5. Méthodes de détection des oocystes

5.1. Stratégies d’échantillonnage

La recherche d’oocystes dans un lieu donné est soumise a trois critéres principaux: (i)
la présence d’un nombre suffisant de chats pour y maintenir un cycle parasitaire avec leurs
proies, (ii) des conditions climatiques favorisant la persistance d’oocystes infectants, (iii)

I’accessibilité des hotes intermédiaires aux matrices contaminées.

En milieu rural, les lieux rassemblant ces critéres sont les réserves d’aliments qui
attirent rongeurs et chats dans les batiments d’¢élevage. Elles ont été retenues comme source
d’infection dans des élevages porcins aux Etats-Unis (Dubey, Weigel et al., 1995). Les
oocystes sont également a rechercher autour des batiments d’¢levage et des habitations
(potagers), pres des points d’eau, dans les prairies humides exposées au drainage des sols,
dans les fossés. En milieu urbain, les jardins publics (aires de jeux) et particuliers (potagers),
et d’une facon générale les lieux ombragés aux sols meubles et humides semblent propices.
La filtration d’eaux de surface stagnantes est préférable a celle d’eaux courantes. Des
recherches ponctuelles dans 1’eau potable sont possibles en fonction du type de traitement et

de 1’état d’entretien du réseau de distribution.

I1 ne doit pas exister dans la plupart des cas de saisonnalité marquée pour la détection
des oocystes dans les eaux car les chats peuvent s’infecter tout au long de I’année et les
oocystes sont assez résistants aux variations climatiques annuelles. Néanmoins, les périodes
de fortes précipitations qui entrainent un lessivage des sols souillés ont déja été associées a

des cas de toxoplasmose chez I’homme ou 1’animal (Bowie et al., 1997 ; Miller et al., 2002).

Une source de contamination est rarement identifiée en dehors de tout contexte
épidémique. Apres une épidémie, la recherche des oocystes doit étre rapide, car ils peuvent
disparaitre de la source de contamination pendant le délai d’apparition des premiers signes
cliniques (Teutsch et al., 1979 ; Stagno et al., 1980 ; Shenep et al., 1984 ; Isaac-Renton et al.,
1998).
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5.2. Détection dans I’eau

Les méthodes de recherche du toxoplasme dans I’eau ressemblent a celles développées
pour les oocystes de Cryptosporidium parvum et les kystes de Giardia intestinalis (Zarlenga
et Trout, 2004). Etant donné une plus faible densité des toxoplasmes dans un échantillon pris
aléatoirement, I’analyse devrait porter, si possible, sur un volume d’eau important (50 a 100

L).

5.2.1. Concentration

Trois méthodes sont utilisées selon le volume d’eau a concentrer : la filtration, la

floculation et la centrifugation.

5.2.1.1. Filtration

Isaac-Renton et al. (1998) et Villena et al. (2004) ont évalué¢ des cartouches,
respectivement en acrylique tissé et en polyéthersulfone (Gelman Envirochek Standard (GES)
ou High-Volume (GEHV)), qui permettent la filtration de volumes plus importants (500-1000
L) et plus turbides que des membranes classiques, en cellulose ou en polycarbonate. Les GES
et GEHV sont maintenant recommandées pour la détection normalisée de C. parvum et de G.
intestinalis (AFNOR, 2001 ; USEPA, 2001) car elles ont une capacité de filtration importante,
et leur conception facilite I’¢lution des protozoaires, en toute sécurité (McCuin et Clancy,
2003 ; Wohlsen et al., 2004). Leur porosité d’1 pm permet la capture des oocystes de
toxoplasme avec une sensibilité théorique de 1 a 10 oocystes / litre d’eau distillée pour 100 L
filtrés (Villena et al., 2004 et Villena, 2004). Ces auteurs ont montré que la sensibilité
diminue quand la turbidité (exprimée en NTU) augmente, sans savoir si cela est di a la
filtration ou aux étapes ultérieures d’élution, de purification ou de mise en évidence des
oocystes (Villena et al., 2004). Une diminution similaire des pourcentages de récupération des
oocystes de cryptosporidies et des kystes de Giardia peut €tre corrélée a la turbidité. La perte
des protozoaires a lieu surtout pendant les étapes de filtration et d’élution : 40 a 50% dans des
eaux peu turbides (11 NTU) et jusqu’a 99% pour les Giardia a 99 NTU alors que 35% des
cryptosporidies sont encore récupérés a cette turbidité (DiGiorgio et al., 2002). Dans une autre
étude, Simmons et al. (2001) montrent une perte moyenne de cryptosporidies plus importante

encore (85%) dans des eaux de surface d’une turbidité moyenne de 14,9 NTU.

52



Partie 1 Meéthodes de détection

L’¢lution des oocystes est une étape importante et son efficacité dépend de la turbidité
du prélévement, du type de filtre et de la méthode choisie (Musial et al., 1987 ; LeChevallier
et al., 1995 ; Nieminski et al., 1995 ; Inoue et al., 2003). Les oocystes piégés par le filtre sont
¢lués avec des solutions détergentes qui rompent les interactions hydrophobes entre les
oocystes, les particules sédimentaires et les fibres du filtre (Musial et al., 1987). La sonication
du culot apres centrifugation de I’éluat semble améliorer la séparation des oocystes de
cryptosporidies (Musial et al., 1987). La normalisation des procédés a conduit a 1’utilisation
de solutions salines types PBS supplémentées en détergents comme le laureth-12 ou le
Tween-80 (AFNOR, 2001 ; USEPA, 2001). Malgré leur caractére dispersant, la force ionique
relativement élevée du PBS (164 mM) entraine plutot 1’agrégation des oocystes aux débris
(Davies et al., 2003). L’utilisation de solutions contenant des agents dispersants (EDTA,
pyrophosphate de sodium) augmente significativement le pourcentage moyen de récupération
des oocystes de cryptosporidies par rapport aux solutions conventionnelles (Inoue et al.,

2003).

Une seule étude a évalué les méthodes d’¢lution USEPA et AFNOR sur les oocystes
de toxoplasme (Villena, 2004). Il n’a pas été observé de différences entre les deux procédures
pour un méme type de prélévements (eau distillée, eau de consommation et eau de surface). 11
est a noter qu’aucun oocyste n’a été¢ détecté dans des prélévements turbides, sans que cet

¢échec soit di spécifiquement a I’¢élution.

5.2.1.2. Floculation

La floculation est employée dans les stations de potabilisation des eaux pour clarifier
les eaux turbides. Appliqué au toxoplasme, cette technique simple et peu coliteuse entraine a
pH acide (5,4 a 6,0) la floculation des particules solides et des oocystes par des agents tels que
le sulfate de fer (Fe,(SO4)3) ou le sulfate d’aluminium (Alx(SO4)3). Le surnageant éliminé, le
floc est dissout (pH 4,0) et les oocystes sont concentrés par centrifugation (Kourenti et al.,
2003). Il n’existe pas de différence significative entre les deux types de floculation dans la
récupération d’oocystes de toxoplasme sporulés ou non a partir d’1 L d’eau distillée. Les
pourcentages moyens de récupération sont compris entre 90,4% + 19,1% et 100,3% =+ 26,9%.
Ces valeurs peuvent diminuer jusqu’a 35,9% =+ 12,3% selon I’inoculum et I’age des oocystes,

quelque soit I’agent utilisé.
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Cette technique est difficilement applicable au traitement de volumes importants. Si
ses effets sur la viabilité des oocystes de toxoplasme ne sont pas connus, la floculation peut
diminuer celle des oocystes de cryptosporidies (Shepherd et Wyn-Jones, 1996). La floculation
semble moins efficace que la filtration pour éliminer les inhibiteurs de PCR (Monis et Saint,

2001), comme les ions Fe*™ (Kourenti et Karanis, 2004).

5.2.1.3. Centrifugation

Cette technique a permis a Dubey, Weigel et al. (1995) d’analyser des prélévements
de faible volume effectués dans plusieurs fermes porcines américaines. Expérimentalement, la
centrifugation a été évaluée sur un volume maximal d’1 L d’eau non turbide ensemencé avec
10° ou 10* oocystes conservés pendant 2 & 21 mois, a des vitesses comprises entre 1040 et
2889 g (Kourenti et al., 2003). Globalement, le pourcentage de récupération augmente avec la
vitesse de centrifugation et avec 1’dge des oocystes et diminue avec I’inoculum. Cette
technique est moins sensible que la floculation et ne permet pas le traitement de plusieurs

dizaines de litres (Kourenti et al., 2003).

5.2.2. Purification

5.2.2.1. Flottation

Avec une densité minimale de 1,15, les solutions de saccharose et de Percoll-
saccharose sont utilisées pour purifier les oocystes de toxoplasme qui ont une densité de
1,104-1,140 (Dubey, Miller et al., 1970b ; Dubey, Weigel et al., 1995 ; Isaac-Renton et al.,
1998 ; Villena et al., 2004). Leur inconvénient majeur est leur faible spécificité puisque
certains débris (végétaux notamment) sont co-extraits avec les oocystes particulierement a des
fortes densités (1,28-1,30) (LeChevallier et al., 1995 ; Villena, 2004). D’autre part, des
oocystes pourraient échapper a la purification en raison d’une augmentation de leur densité
par interactions avec les débris (Bukhari et Smith, 1995). A défaut de méthodes plus
spécifiques, la flottation est simple et peu coliteuse mais elle doit étre couplée a un bio-essai
et/ou a une détection par biologie moléculaire car elle ne permet pas la distinction
microscopique entre Toxoplasma gondii et les coccidies proches du genre Hammondia et

Neospora.
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5.2.2.2. Séparation immunomagnétique (IMS)

Le principe de la séparation immunomagnétique (IMS) repose sur la capture d’une
cellule-cible par des billes magnétiques recouvertes d’anticorps spécifiques, suivie de sa
séparation des débris environnants a 1’aide d’un dispositif magnétique (Safarik et Safarikova,
1999). L’IMS permet la purification de nombreux types cellulaires et la détection de
microorganismes pathogeénes dans la nourriture et I’eau. Les kystes de G. intestinalis, les
oocystes de C. parvum, et dans une moindre mesure ceux de C. cayetanensis bénéficient de

protocoles d’IMS (Robertson et al., 2000 ; USEPA, 2001).

Un point important est ’absence d’IMS pour les oocystes de toxoplasme due a

I’absence d’anticorps monoclonaux dirigés contre la paroi des oocystes.

De nombreux travaux ont démontré la supériorité de I’'IMS sur les techniques de
flottation a partir d’échantillons peu turbides (revus par Quintero-Betancourt et al., 2002 et
Zarlenga et Trout, 2004). Les pourcentages de récupération des oocystes de cryptosporidies et
des kystes de Giardia peuvent étre trés élevés (jusqu’a 100%) et semblent indépendants de
I’age des organismes (Bukhari et al., 1998 ; Rochelle et al., 1999 ; McCuin et al., 2001).
Cependant, plusieurs facteurs diminuent la sensibilit¢ de I’IMS : la teneur des échantillons en
fer dissout (Yakub et Stadterman-Knauer, 2000), le pH (Kuhn et al., 2002) et la quantité de
débris que 1’on peut relier a la turbidité (Di Giovanni et al., 1999). Ces derniers auteurs ont
¢valué le rendement de I’IMS apres filtration. Ils ont obtenu des pourcentages de récupération
de 9 a 26% dans des eaux de surface. Les interactions oocystes-débris diminuent les
possibilités de reconnaissance des oocystes par les billes magnétiques recouvertes d’anticorps

monoclonaux.

5.2.2.3. Cytométrie en flux

La cytomeétrie en flux nécessite également des anticorps monoclonaux. Elle permet de
compter avec précision de faibles quantités d’oocystes de cryptosporidies dans 1’eau
(Quintero-Betancourt et al., 2002). Sa sensibilité¢ dépend du bruit de fond parfois important di
a la fixation non spécifique d’un anticorps aux débris ou a ’autofluorescence de ces derniers.
Appliquée au toxoplasme, cette difficulté¢ pourrait étre surmontée en triant les oocystes en
fonction de leur taille et de leur autofluorescence caractéristique, comme cela a été montré

pour Cyclospora cayetanensis (Varma et al., 2003).
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5.2.3. Détection

5.2.3.1. Microscopie

La microscopie optique est suffisante pour I’examen de prélévements trés contaminés
comme des feces de chats. L’autofluorescence facilite la détection des oocystes au milieu des
débris mais ne permet pas de distinguer Toxoplasma gondii d’Hammondia hammondi. Dans
des prélevements hydriques aléatoires, la confusion peut s’étendre a Hammondia heydorni et
aux especes du genre Neospora. De plus, certains oocystes ne fluorescent pas et peuvent
conduire a une fausse négativité (Dumétre et Dardé, 2003). L’utilisation d’anticorps
monoclonaux spécifiques d’espéce est envisageable dans un test d’immunofluorescence, non

utilisé jusqu’a présent pour les oocystes de toxoplasme.

5.2.3.2. Analyse moléculaire

Le toxoplasme est souvent mis en ¢vidence dans les liquides biologiques et les tissus
par amplification du géne B1 par PCR. La détection d’oocystes par PCR est plus aléatoire en
raison (i) de la résistance de la paroi aux méthodes habituelles d’extraction d’ADN et (ii) de la

présence d’inhibiteurs de I’ADN polymérase dans les échantillons a analyser.

(1) les méthodes d’extraction d’ADN des oocystes de coccidies reposent surtout sur
une fragilisation physique ou chimique de la paroi. Les traitements physiques sont
généralement la sonication, I’alternance congélation/décongélation et I’agitation des oocystes
avec des billes de verre (Wiedenmann et al., 1998). Les traitements chimiques consistent a
incuber les oocystes dans des solutions enzymatiques (protéinase K ou milieux
conventionnels pour le dékystement des sporozoites) ou avec des composés qui perturbent
I’intégrité des parois (hypochlorite de sodium, cetyl trimethyl ammonium bromide ou CTAB)
(Zhao et al., 2001). Cependant, il n’existe pas de méthode standard et plusieurs traitements
sont généralement combinés. Cette premicre étape, obligatoire, est suivie par un temps
d’extraction et de purification de I’ADN, par des méthodes classiques (Wiedenmann et al.,

1998).

(i1) des substances solubles telles que les acides humiques, les polysaccharides et les
phénols, ainsi que certains ions sont les principaux inhibiteurs de PCR rencontrés dans les

matrices environnementales (Sluter et al., 1997 ; Wilson, 1997 ; Frostegard et al., 1999). Une
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premicre partie peut étre ¢liminée par IMS ou par cytometrie en flux (Johnson et al., 1995),
une seconde par 1’ajout d’agents chélateurs pendant I’extraction d’ADN (Sturbaum et al.,
1998 ; Hallier-Soulier et Guillot, 2000; Orlandi et al., 2000), une troisiéme par
I’incorporation, dans le milieu réactionnel de PCR, de sérum albumine bovine (BSA) qui
empéche I’inactivation de la 7ag polymérase par les phénols (Kreader, 1996 ; Rochelle et al.,

1997 ; Ward et Wang, 2001 ; Villena et al., 2004).

Les travaux de Schwab et McDevitt (2003), Kourenti et Karanis (2004), Villena, 2004
et Villena et al. (2004) ont confirmé une diminution de la sensibilité de la PCR en conditions
turbides. Seuls Villena et al. (2004) ont évalué la PCR apres toutes les étapes de traitement
d’un préléevement contaminé (de sa filtration a la détection moléculaire). Le seuil de détection
de 1 oocyste/ L est atteint dans 50-60% des cas en conditions non turbides. En conditions
turbides, 1000 oocystes / L sont mis en évidence dans 50% des cas et 100 / L dans 20% des

cas.

5.2.3.3. Viabilité et virulence

L'inoculation a la souris reste le seul bio-essai envisageable pour 1’étude de la viabilité
et de la virulence des oocystes circulant dans I’environnement. Cependant, elle ne donne
qu’une idée de I'infectiosité globale de la suspension parasitaire car un seul oocyste vivant
peut suffire a infecter une souris. L’infectiosité est pratiquement identique par voie orale et
par voie sous cutanée. Elle est supérieure d’un facteur 10 par voie intrapéritonéale pour une
dose capable d’infecter environ 50% des souris (DI50) comprise entre 1 et 10 oocystes (soit
entre 8 et 80 sporozoites) (Dubey et Frenkel, 1973). La virulence dépend surtout de
I’inoculum et du génotype des oocystes. Pour des échantillons d’eau surchargés, la sensibilité
de I’inoculation a la souris semble varier avec la turbidité des échantillons. Le seuil de 1
oocyste / L est atteint dans 20 a 30% des cas en conditions non turbides alors qu’il est de 1000

/ L dans 30% des cas, en conditions turbides (Villena et al., 2004).

D’autres méthodes de mesure de la viabilité sont envisageables : colorations vitales,
détection d’ARNm, électrorotation (Dalton et al., 2001). Un aspect microscopique tres
dégénéré des oocystes (contenu granuleux, absence de distinction des sporozoites au sein de
I’0ocyste) peut étre un signe de non-viabilité mais non un élément de certitude. A ce jour, il
n’existe pas de colorations vitales applicables au toxoplasme telles qu’elles sont proposées
pour les cryptosporidies (Freire-Santos et al., 2000a). Leur application au toxoplasme ne
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semble pas évidente en raison des différences marquées dans la structure et la composition
des parois de leur oocyste (Dumétre et Dardé, 2003). La détection d’ARNm par RT-PCR a été
utilisée pour détecter d’autres protozoaires dans I’eau (Kaucner et Stinear, 1998) mais la
sensibilité dépend des protocoles d’extraction d’ARN et de la présence d’inhibiteurs de PCR
(Carey et al., 2004).

5.3. Détection dans les matrices solides

Les méthodes de concentration hydrique ne sont pas applicables pour traiter des
végétaux ou des échantillons de sol. Les techniques décrites reposent sur une
homogénéisation mécanique de 1’échantillon et une purification par flottation sur saccharose
(Fleck et al., 1972 ; Ruiz et al., 1973 ; Frenkel et al., 1975 ; 1995 ; Coutinho et al., 1982 ;
Dubey et al., 1995 ; Kniel et al., 2002 ; Matsuo et al., 2004). Les oocystes sont mis en
évidence par inoculation a la souris. Des techniques similaires sont utilisées sur les

mollusques (Lindsay et al., 2001 ; Lindsay, Collins et al., 2004b ; Arkush et al., 2003).

Trois parametres, liés entre eux, sont critiques pour la recherche des oocystes dans les
matrices solides : la taille de 1’échantillon, I’efficacité de la purification et la présence
d’inhibiteurs de PCR. La taille de 1’échantillon doit étre la plus importante possible compte
tenu de la faible quantité d’oocystes par gramme de matiére, méme si ponctuellement des sols
ou des végétaux peuvent se retrouver trés contaminés par des excréments de chats. La taille
des échantillons analysés varie de 1 a 500 grammes pour de la terre (Ruiz et al., 1973 ;
Frenkel et al., 1975 ; Coutinho et al., 1982 ; Matsuo et al., 2004) et de 3 a 6 grammes pour des
baies (Kniel et al., 2002). L’efficacité de la purification a été évaluée par Matsuo et al. (2004)
sur 30 grammes de terre ensemencés avec 500 oocystes. L’ajout de gélatine, avant et pendant
la flottation fait varier significativement le pourcentage de récupération de 7 a 21%. Il a été
montré que l’incorporation d’agents dispersants et de solutions détergentes optimisait la
récupération des oocystes de cryptosporidies (Kuczynska et Shelton, 1999 ; Davies et al.,
2003 ; Inoue et al., 2003). D’autre part, I’étape de flottation pourrait Etre améliorée en utilisant
d’autres solutions denses que celle de saccharose : Percoll, chlorure de césium, bromure de
potassium (Kuczynska et Shelton, 1999 ; Chesnot et Schwartzbrod, 2004). Les inhibiteurs de

PCR présents dans le sol (acides humiques surtout) peuvent étre levés notamment par 1’ajout
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de BSA. Une sensibilité de 1 oocyste de toxoplasme / gramme de terre a été obtenue par
Matsuo et al. (2004). Les effets inhibiteurs des composés phénoliques présents dans les
végétaux peuvent étre levés par du lait écrémé (De Boer et al., 1995). L analyse de végétaux
frais est préférable car ils contiennent moins d’inhibiteurs que les végétaux abimés

(Anonyme, 1997).

5.4. Synthése des méthodes proposées

Sur la base des méthodes qui existent pour détecter les oocystes de Toxoplasma gondii
et d’autres protozoaires (Cryptosporidium sp., Cyclospora cayetanensis, Giardia intestinalis),
nous proposons un schéma de synthése des méthodes qui pourraient étre utilisées couramment
pour la détection des oocystes de toxoplasme (figure 6). Certaines d’entre elles ont été

développées, évaluées, et appliquées au cours de ce travail de thése.
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Figure 6 : Méthodes de détection des oocystes de toxoplasme dans les matrices environnementales. Les méthodes utilisées au cours de ce

travail apparaissent en gras et en italique.
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6. Conclusion - Objectifs

Les points importants a retenir concernant le role épidémiologique des oocystes

dans la toxoplasmose :

- seuls les félins assurent une dissémination primaire des oocystes. Des facteurs
biotiques (invertébrés) et abiotiques (eau, sol) permettent une dissémination
secondaire. Les hotes non strictement carnivores sont particuliérement soumis a

une contamination par les oocystes.

- les parois de I’oocyste et du sporocyste maintiennent I’infectiosité des sporozoites
pendant plusieurs mois dans I’environnement. Les bases biochimiques de cette
résistance ne sont pas élucidées car la composition et les propriétés de ces parois

sont peu étudiées.

- la résistance des oocystes a certains procédés de traitement de I’eau de boisson
(chloration) peut étre a I’origine d’une contamination d’un nombre significatif
d’individus. Les cas groupés de toxoplasmoses humaines par ingestion d’oocystes
sont trés souvent symptomatiques, indépendamment du statut immunitaire des

individus. Leur association avec des génotypes particuliers n’est pas évidente.

- d’une facon générale, les sources de contamination restent mal identifiées, en
raison d’un manque de méthodes appropriées pour détecter directement les
oocystes dans les matrices environnementales. Des espéces animales peuvent étre
utilisées comme bio indicatrices de la présence des oocystes dans I’eau ou le sol.

Certaines sont consommées par ’homme.

- au final, il y a un manque de données concernant la prévalence des oocystes dans
’environnement et leur role épidémiologique dans la toxoplasmose humaine ou

animale.
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L’objectif de ce travail est de détecter des toxoplasmes dans des réservoirs soumis
a une contamination par les oocystes, et si possible de les comparer génétiquement aux
isolats de référence provenant essentiellement de cas humains. Pour cela, deux

approches sont proposées (figure 7).

DETECTION DU TOXOPLASME DANS LES RESERVOIRS SOUMIS
A UNE CONTAMINATION PAR LES OOCYSTES

/ DETECTION DES OOCYSTES / HOTES BIO-INDICATEURS

= Développement d’une technique nouvelle : I'IlMS = Hotes comtaminés naturellement par des oocystes
* Production erpurh‘?caripn * Animaux d’élevage
d’oocystes au laboratoire p- 65 Prévalence de la toxoplasmose chez les ovins  p. 140
Séroprévalence chez les bovins p. 145
* Production et caractérisation d’anticorps Prévalence chez le poulet de plein air p. 145
monoclonaux contre la paroi de I'oocyste p
+ Mise au point expérimentale de I'lMS p. 106 » Animaux sauvages
Prevalence chez le ragondin p. 147

S st il fee e e Prévalence chez d’autres animaux sauvages p. 148

des oocystes p. 126

N ' h 1

COMPARER GENETIQUEMENT LES TOXOPLASMES ISOLES DANS
L’ENVIRONNEMENT A CEUX ASSOCIES AUX TOXOPLASMOSES HUMAINES

Figure 7 : Objectifs de I’étude et méthodologie appliquée.
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1. Parasites utilisés

1.1. Toxoplasma gondii

1.1.1. Souches

Plusieurs souches appartenant a des génotypes classiques (I, II et III), recombinant ou
atypique ont été utilisées au cours de ce travail (annexe 2). Seules les souches RH et
Prugniaud (PRU) sont entretenues régulierement dans le laboratoire en infectant par voie
intrapéritonéale des souris Swiss-Webster femelles dgées de 5-6 semaines et pesant 22-25 g
(Elevage Dépré, S'-Doulchard, 18), avec de I’ascite riche en tachyzoites (RH) ou une

suspension de cerveaux de souris infectées 6 mois plus tot (PRU).

1.1.2. Contrdle sérologique des animaux infectés

Un contrdle sérologique des souris est fait 4 a 6 semaines post-infection (p.i.) par la
technique d’agglutination directe haute sensibilit¢ (ADHS) appelée « MAT » (pour modified
agglutination test) dans la littérature anglo-saxonne. Son principe repose sur 1’agglutination de
tachyzoites RH préalablement trypsinés et formolés (antigénes) par les anticorps anti-
toxoplasmiques IgG présents dans le sérum des animaux infectés (sérologie positive). Dans le
cas d’une sérologie négative, les tachyzoites sédimentent en bouton au fond des cupules de

réaction.

Le protocole de Desmonts et Remington (1980) a été utilisé¢ pour produire plusieurs
lots d’antigeénes (annexe 3). Chaque lot est préalablement évalué¢ sur des sérums négatifs et
faiblement positifs en test de lyse (dye test). Un lot conserve ses propriétés antigéniques

pendant 1 an a 4°C. Une réaction est positive pour une dilution supérieure ou égale a 1/20.

Nous avons utilis¢ le test ADHS dans les études de séroprévalences animales

présentées dans le paragraphe 4.

64



Partie 2 Production d’oocystes de toxoplasme

1.1.3. Production d’oocystes

1.1.3.1. Chats

Cing chats domestiques (Felis catus), agés de 1,5 a 4,5 mois, ont été infectés pour

produire des oocystes des souches PRU (4 chats) et P89 (1 chat) (tableau 5).

L’absence d’infection toxoplasmique des chats est vérifiée préalablement par trois
examens parasitologiques des selles par la technique de Janeckso-Urbanyi (solution de
iodomercurate de potassium, densité 1,44). Aucun oocyste de toxoplasme n’a été détecté. Un

seul chat a pu faire I’objet d’une sérologie anti-toxoplasmique (ADHS négative < 1/20).

1.1.3.2. Infection

Les chats, a jeun depuis 24 h, sont infectés par ingestion d’une suspension saline de
cerveaux de souris contenant un maximum de 2600 kystes (tabeau 5). Pendant 4 semaines, les
chats sont isolés pour limiter les risques de contamination, et disposent d’une nourriture
commerciale sans résidus et d’une litiere non-végétale. Les selles sont collectées
quotidiennement entre let 21 j apres infection et sont conservées a +4°C jusqu’a leur arrivée
au laboratoire. Le début et la fin de I'émission sont mis en évidence par la technique de

Janeckso-Urbanyi.

1.1.3.3. Purification par flottation sur saccharose-phénol

Les oocystes sont purifiés par flottation sur des solutions de saccharose’-phénol d’une
densité comprise entre 1,15 et 1,28. Afin d'obtenir des suspensions concentrées en oocystes
contenant un minimum de débris, nous avons adapté la méthode de Dubey et al. (1972), en
ajoutant un lavage préalable des selles dans de 1’eau distillée contenant 0,1% de Tween-80

(annexe 4).

% Tous les réactifs utilisés au cours de ce travail sont fournis par Sigma-Aldrich (St Quentin Fallavier, France)

sauf mention contraire.
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Chat n° 1 2 3 4 5
Sexe F M F F F
Age (mois) 2,5 4,5 1,5 3 4
Souche PRU P89 PRU PRU PRU
Inoculum 240 2600 2200 800 500
(nb de kystes)

Période 5 4 3 4 6
pré-patente (j)

Période patente (j) 10 9 10 9 ND?*
Nb total d’oocystes 70 35 130 250 50

collectés (x10°)

Tableau 5 : Caractéristiques de ’infection expérimentale de cinq chats par 7. gondii.

*ND, non déterminée.
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1.1.3.4. Purification sur gradient discontinu de chlorure de césium

Les suspensions d’oocystes contiennent encore des bactéries et de nombreux débris
fécaux apres flottation sur saccharose-phénol. Une purification plus fine est donc nécessaire
avant d’utiliser ces oocystes pour la production d’anticorps monoclonaux. Le chlorure de
césium a été retenu aprés des essais préliminaires peu concluants avec le Percoll®

(rendement faible, co-localisation des oocystes avec certains débris).

Le chlorure de césium (CsCl) est utilisé pour purifier les oocystes de cryptosporidies a
partir de suspensions fécales brutes ou pré-traitées sur saccharose-phénol. Nous avons adapté

la méthode de Kilani et Sekla (1987) aux oocystes de toxoplasme (Dumétre et Dardé, 2004) :

- les oocystes conservés en H,SO4 a 2% sont lavés deux fois dans de I'eau distillée
(1200 g, 10 min) et une fois dans un tampon Tris-EDTA (Tris 50 mM, EDTA 10
mM, pH 7,4) (annexe 5). Le culot final est repris dans quelques millilitres de

tampon Tris-EDTA.

- 1,5 ml de chacune des trois densités de CsCl (1,15-1,10-1,05) (annexe 5) sont
superposés avec une pipette Pasteur dans des tubes de 16x76 mm. Un millilitre de

la suspension d'oocystes est déposé au sommet du gradient.

- les tubes sont centrifugés (16000 g, 60 min, 4°C) dans une ultracentrifugeuse

Centrikon T-1075 équipée d'un rotor a angle fixe.

- les oocystes purifiés forment une couche blanchatre a l'interface 1,05-1,10 alors
que débris et bactéries se concentrent dans le culot (figure 8). En pratique les trois
premiers millilitres de chaque tube peuvent étre récupérés. Ils sont lavés une fois
dans 1'eau distillée-Tween-80 a 0,1% et une fois dans l'eau distillée (1200 g, 15

min).

- les oocystes sont repris et conservés a +4°C dans une solution d’H,SO4 a 2%.
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Résultats-Discussion

Cette technique nous a permis de purifier jusqu’a 5.10° oocystes par tube. Elle a été
¢évaluée sur des suspensions d’oocystes sporulés ou non sporulés, conservées préalablement
pendant 1, 10 et 18 semaines en acide sulfurique (tableau 6). Les rendements de purification
obtenus pour les oocystes sporulés sont respectivement de 98,1%, 85,9% et 46,6%. Ils sont
respectivement de 96,7%, 100% et 30,4% pour des oocystes non sporulés. Kilani et Sekla
(1987) ont obtenu des résultats similaires avec un rendement >94% pour des cryptosporidies
conservées moins de 8 semaines a 4°C, puis une diminution a 17,5% et 5,0% apres

respectivement 10 et 12 mois de conservation.

La diminution du rendement de purification en fonction de I’age des oocystes

peut s’expliquer par :

- la diminution de la viabilité des oocystes. Les oocystes observés dans les culots de
centrifugation ont souvent un aspect granuleux et dégénéré, et semblent non
viables. Leur densité >1,15 ne correspond pas a celle d’oocystes viables (1,04-
1,14 suivant le stade de sporulation ; Dubey, Miller et al., 1970b). La viabilité des

oocystes n’a pas pu étre déterminée en 1’absence d’un test approprié.

- DPaugmentation de la densité des oocystes par interactions avec les débris fécaux.
Une exposition prolongée a ’acide sulfurique pourrait modifier les propriétés
physico-chimiques de la surface de I’oocyste. Elle favoriserait les interactions de la
paroi avec les débris environnants, avec pour conséquence une augmentation de la

densité de I’oocyste.

L’hypothése combinée est que les oocystes non viables de toxoplasme ont un contenu
interne et des propriétés de surface différents des oocystes viables. Cette hypothése a été
suggérée par Bukhari et Smith (1995) pour expliquer la forte proportion d’oocystes non
viables de C. parvum dans les culots de centrifugation aprés purification sur saccharose-

phénol.

A notre connaissance, ce type de gradient n’avait jamais été utilisé pour purifier des
oocystes de toxoplasme. Ce gradient de chlorure de césium permet de purifier plus de 85%

des oocystes conservés moins de 10 semaines apres isolement.
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Figure 8 : Purification d’oocystes de 7Toxoplasma gondii sur gradient discontinu de
chlorure de césium (échelle = 10 um, x400). Les oocystes non sporulés (A) et sporulés (B)

purifiés forment une couche blanchatre a I’interface 1,05/1,10.
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QOocystes purifiés (%)

Durée de conservation Non sporulés Sporulés
(semaine)

1 (n=3) 96,7 £ 12,8 98,1+7,4
10 (n=3) 100,2 £2.5 85,9+2.0
18 (n=3) 30,4 +4.8 46,6 + 11,8

Tableau 6 : Pourcentage d’oocystes purifiés sur gradient de chlorure de césium en

fonction de leur durée de conservation a +4°C.

1.2. Autres protozoaires

Les protozoaires du genre Hammondia, Neospora, Cyclospora, Isospora, Eimeria,

Cryptosporidium et Giardia possédent un stade infectant (oocyste ou kyste) pouvant étre

rencontré dans les mémes prélévements que les oocystes de toxoplasme (annexe 6). Certaines

de leurs caractéristiques nous ont conduits a évaluer la réactivité croisée des anticorps

monoclonaux produits contre 1’oocyste de toxoplasme (cf. paragraphe 2) :

- les oocystes d’Hammondia sp. et de Neospora caninum ne peuvent pas étre

distingués de ceux du toxoplasme par microscopie optique ou sous excitation UV.

- les oocystes d’E. maxima et d’E. tenella, bien que structurellement différents de

ceux du toxoplasme, émettent la méme autofluorescence bleue sous excitation.

- les oocystes de Cryptosporidium sp. (15 espéces reconnues) et les kystes de

Giardia intestinalis peuvent étre trés prévalents dans I’eau et le sol. Ils ont une

résistance physique et chimique similaire a celle des oocystes de toxoplasme.

La provenance et les conditions de conservation des especes testées sont décrites en

annexe 7.
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2. Production et caractérisation de deux anticorps
monoclonaux dirigés contre la paroi de I’oocyste de

T. gondii

L’ obtention d’anticorps monoclonaux contre [’oocyste de toxoplasme est un prérequis
a la mise au point d’une IMS des oocystes de toxoplasme car il n’existe pas actuellement

d’anticorps monoclonaux contre la paroi de [’oocyste.

Cette partie décrit la production de deux anticorps monoclonaux obtenus par culture
d’hybridomes et leur caractérisation préliminaire par immunofluorescence indirecte (IFI),

western-blot (WB) et immunomicroscopie électronique (IME).

2.1. Production d’anticorps monoclonaux par culture
d’hybridomes

La production des anticorps monoclonaux est réalisée selon les méthodes décrites par

Harlow et Lane (1988) et Riahi (1997), a I’exception de la préparation de 1’antigéne.

2.1.1. Préparation de I’antigéne

La paroi de I'oocyste sporulé, purifiée des autres constituants de 1’oocyste (sporocyste,

sporozoite) a été choisie comme antigéne pour deux raisons :
- les oocystes présents dans I'eau ou le sol sont probablement a 1’état sporulé

- il est attendu que cette stratégie d'immunisation n'induira pas de toxoplasmose chez
I'animal et limitera la croissance de clones sécrétant des immunoglobulines contre les

autres constituants de I'oocyste.
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Apres purification sur gradient de chlorure de césium, les oocystes sont fractionnés et
les parois sont séparées sur un gradient de iodixanol. Le iodixanol (ou 5,5’-[(2-hydroxy-1-3
propanediyl) —bis (acetylamino)] -bis [N,N’-bis(2,3-dihydroxypropyl)-2,4,6-triiodo-1,3-
benzenecarboxamide, Optiprep™, AbCys S.A., Paris] permet une purification des parois
d’oocystes et des sporocystes intacts sur un méme gradient, contrairement a un gradient de
Percoll® avec lequel seuls les sporocystes peuvent étre purifiés (Everson et al., 2002). Cette

méthode a été adaptée pour notamment optimiser la fragmentation des oocystes :

- 24 8.10° oocystes purifiés sur CsCl et conservés en H,SO, a 2%, sont lavés deux fois

en eau distillée et une fois en PBS a 1200g, 10 min.

- le culot final est repris dans 500 pl d’une solution de iodixanol a 30% (v/v) dans un

tampon sucrose (250 mM)-Tris (15mM).

- les oocystes sont transférés dans un tube eppendorf contenant 350 mg de billes de

verre stériles (diametre 200-400 um).

- le tube est vortexé a vitesse maximale pendant 3 min. La fragmentation est controlée
par observation de 5 pl de la suspension toutes les 30 secondes apres 1 min 30

d’agitation.

- la suspension d’oocystes fragmentés (500 pl) est transférée dans un tube en
polystyréne de 15 ml a fond rond. Les billes sont lavées avec 2 ml de iodixanol a 30%

(v/v) et cette solution est ajoutée a la précédente.

- elle est recouverte par quatre solutions de iodixanol respectivement a 25, 20, 15 et 5%

(v/v) et de 2,5 ml chacune, préparées extemporanément dans le tampon sucrose-Tris.
- les tubes sont centrifugés a 1000 g, 60 min (sans frein).

- Dinterface 5/15% est riche en sporocystes. Les parois purifiées sont récupérées a
I’interface 25/30%. Un examen microscopique ne retrouve d’oocyste ou de sporocyste

intact dans cette fraction.

- chaque bande est prélevée séparément et lavée dans 4 volumes de PBS a 1200 g, 10

min (sans frein).
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les parois purifiées sont aliquotées en PBS. Elles sont conservées a —20°C pendant au

moins 1 mois pour limiter la viabilité d’éventuels oocystes ou sporocystes résiduels

contenant des sporozoites viables.

2.1.2. Immunisation

2.1.2.1. Schéma d’immunisation

Dix souris femelles Balb/c agées de 7 semaines (Charles River Laboratories,

. ., . , . , 4 . cpe
L’Arbresle, France) sont immunisées, par voie intrapéritonéale, avec 2,5.10" parois purifiées

mélangées a volume égal avec de 1’adjuvant complet puis incomplet de Freund (tableau 7).

Leur sérum préimmun sert de controle négatif pour les tests sérologiques ultérieurs.

Une prise de sang est réalisée au niveau du sinus rétro-orbitaire 21 j avant la fusion

pour d’une part éliminer en ADHS une infection toxoplasmique et d’autre part titrer les

anticorps polyclonaux contre les oocystes par immunofluorescence indirecte (IFI).

L’ADHS est restée négative, témoignant de l’absence de développement d’une

infection chez les souris immunisées. Deux souris, positives au 1/640 en IFI oocystes (seuil de

positivité fixé au 1/40) recoivent une immunisation boost par voie intraveineuse (i.v.) 3 j

avant la fusion (tableau 7).

Délai Préparation antigénique Adjuvant Volume total Voie
injecté d’immunisation
Jsgs  2,5.10" parois dans du PBS  Complet de Freund 300 pl L.p.
Jes  2,5.10" parois dans du PBS  Incomplet de Freund 300 pl L.p.
J4  2,5.10% parois dans du PBS  Incomplet de Freund 300 pl L.p.
Jo21 Titration des anticorps polyclonaux (par immunofluorescence indirecte)
J3 2,5.10* parois dans du PBS ~ Non 100 pl Lv.
Jo—s  Fusion puis culture des hybridomes

Tableau 7 : Schéma d’immunisation pour obtenir des anticorps monoclonaux contre la

paroi de I’oocyste de toxoplasme.
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2.1.2.2. Détection d’anticorps par immunofluorescence indirecte (IFI)

L'TFT a été choisie comme technique de détection des anticorps polyclonaux et
monoclonaux car elle permet d'apprécier la localisation du marquage des anticorps sur
I'oocyste. L’IFI est réalisée contre des oocystes sporulés, parfois préalablement fragmentés, et
dans certains cas contre des oocystes non sporulés. La méthode retenue pour 1'TFI est la

suivante :

- les parasites sont lavés plusieurs fois en eau distillée et en PBS puis sont déposés sur
des lames téflonnées de 24 puits a raison de 500 a 1000 éléments par puits sous un

volume de 10-15 pl.
- les lames sont séchées a l'air et fixées 10 min a -20°C a l'acétone pure.
- les lames sont rincées 2x5 min en PBS puis séchées a 1'air.

- 10 pl de surnageant pur de culture d'hybridome contenant les anticorps a tester sont
déposés par puits. Un témoin négatif (PBS, milieu de culture, hybridome négatif ou
sérum préimmun) et un témoin positif (sérum polyclonal) sont incorporés dans chaque

série. Les anticorps sont incubés 30 min a 37°C en chambre humide.
- les lames sont rincées 3x5 min en PBS et séchées a I'air.

- un anticorps de chévre anti-IgG (H+L) murine couplée a la fluorescéine (IM0819,
Immunotech, Marseille) est utilis¢é comme anticorps secondaire, dilu¢ au 1/50 en PBS-
bleu d'Evans, a raison de 10 ul/puits. Les anticorps sont incubés 30 min a 37°C en

chambre humide.
- les lames sont rincées 3x5 min en PBS et séchées a l'air

- les lames sont montées en glycérine tamponnée (Fluoprep, bioMérieux) et observées
au microscope a épifluorescence : filtre d’excitation, 450-480 nm ; miroir dichroique,
500 nm ; filtre d’émission, 515 nm. Des photographiques sont acquises via une station

vidéo couplée a un microscope Olympus BH2

Ultérieurement, les IFI ont été faites sur des suspensions parasitaires en microtubes,

avec ou sans traitement par 1’acétone, permettant de limiter le bruit de fond.
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2.1.3. Fusion et culture d’hybridomes

2.1.3.1. Culture des cellules SP2/0

Sept jours avant la fusion, les cellules myélomateuses SP2/O (fournies par le Dr. N.
Kessler, Laboratoire de Virologie, Facult¢ de Médecine de Lyon) sont mises en culture dans
un milieu Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM Hybri-Max) contenant 20% de
sérum de beeuf foetal (SBF), 10000 unités/L de pénicilline, 10 mg/L de streptomycine et 50
mg/L de gentamycine (Panpharma). La numération et la viabilité des cellules sont controlées
sur cellule de Malassez aprés coloration au bleu trypan. Une concentration minimale de 10°

cellules/ml et une viabilité supérieure a 90% sont requises pour la fusion.

2.1.3.2. Préparation du milieu conditionné

Le milieu conditionné est un milieu nourricier utilisé¢ au début de chaque étape de la
culture des hybridomes. Pour préparer le milieu conditionné, les splénocytes de deux souris
Balb/c saines sont cultivés pendant trois jours dans du DMEM a 20% de SBF. Le surnageant
récupéré (milieu conditionné) est filtré stérilement et conservé a —20°C. Environ 100 ml de

milieu conditionné sont obtenus a partir d’une rate.

2.1.3.3. Fusion

A Jo, les splénocytes des 2 souris présentant les taux d’anticorps les plus élevés sont

fusionnés avec des cellules SP2/0 en présence de PEG-DMSO.

Les rates sont prélevées stérilement, lavées puis dilacérées dans du DMEM pré-
chauffé a 37°C a I’aide d’une seringue montée avec une aiguille de 19 gauges. Les gros
agrégats sont ¢liminés par décantation pendant 5 min. Les splénocytes sont lavés deux fois en

DMEM a 400 g, 10 min puis numérés en cellule de Malassez.

La fusion est réalisée selon un rapport de 4 splénocytes pour 1 cellule myélomateuse.
Les cellules sont centrifugées ensemble a 400 g pendant 10 min. La fusion des deux types
cellulaires s’effectue sur le culot, sous agitation dans un bain marie a 37°C et avec des

milieux préchauffés a 37°C. Les étapes de la fusion sont les suivantes :
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1 ml de PEG-DMSO est ajouté goutte a goutte pendant 45 secondes, tout en
mélangeant délicatement les cellules avec le bout de la pipette et en agitant doucement

le tube

1 ml de DMEM est ajouté goutte a goutte pendant 45 sec

10 ml de DMEM sont ajoutés goutte a goutte pendant 2 min
10 ml de DMEM sont ajoutés goutte a goutte pendant 2 min
10 ml de DMEM sont ajoutés goutte a goutte pendant 2 min
les cellules sont centrifugées a 400 g pendant 10 min

les cellules sont reprises dans du DMEM contenant de 1’hypoxanthine-thymidine et

centrifugées a 400 g pendant 10 min

les cellules sont reprises dans du DMEM-HT a 20% de SBF additionné d’OPI 2X. HT
et OPI (oxaloacétate-pyruvate-insuline) sont des compléments du milieu de culture. Le

nombre de cellules est & 10° cellules pour 100 pl de milieu.

2.1.3.4. Culture des hybridomes

Les cellules sont mises en culture dans des plaques a fond plat de 96 puits sous 100 pl

de milieu conditionné et 100 ul de DMEM-HT a 20% SBF et 2X OPI dans chaque puits.

Nous avons ainsi préparé 4 plaques (soit 384 puits) a partir des splénocytes de 2 souris

immunisées. Les conditions d’entretien des hybridomes sont les suivantes :

a Jy1: 100 pl de milieu sont aspirés doucement et remplacés par 100 ul de DMEM
contenant HAT, 10% de SBF et 1X OPI. HAT (hypoxanthine-aminoptérine-

thymidine) permet d’éliminer les cellules non fusionnées
Jiz et J3 : changer le milieu comme a J,

Ji6 : la totalité du milieu (200 pl) est aspirée et remplacée par le méme volume de
milieu neuf. La croissance des hybridomes est contrélée au microscope inversé (x100).

Certains apparaissent visibles a I’ceil nu.
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- Ji9: changer le milieu comme a J;¢

2.1.3.5. Détection des anticorps

Dix jours apres la fusion, les surnageants purs de culture des hybridomes les plus

développés sont testés en IFI contre des oocystes de toxoplasme.

2.1.3.6. Expansion et clonage

Les hybridomes des puits positifs en IFI sont transférés dans des plaques a 24 puits.
Les cellules a confluence sont ensuite transférées dans des boites de 35 mm de diametre puis
dans des flacons de 25 cm? A chaque étape de transfert, le milieu de culture DMEM-
20%SBF-OPI2X est mélangé a un volume égal de milieu conditionné. Apres chaque étape de
transfert, une moitié¢ des cellules est congelée en azote liquide. Les surnageants de culture sont

testés en IFI puis conservés a —20°C.

Le clonage de chaque hybridome est effectué par la méthode de dilution limite quand

la viabilité des cellules en expansion est supérieure a 90% (figure 9):

- dans une plaque de 96 puits (1 plaque / hybridome a cloner), déposer 50 ul de milieu

conditionné dans chaque puits
- déposer 50 ul de DMEM a 20% SBF et 2X OPI dans chaque puits
- ajouter 1000 cellules d’hybridome, sous un volume de 100 pl, dans le puits Al
- diluer de 2 en 2 dans la colonne de gauche
- diluer de 2 en 2 de la colonne de gauche jusqu’a la derniere colonne a droite

- la croissance des clones est observée au microscope inversé (x100). Les conditions de

culture sont les mémes que précédemment.

Un clonage réussi doit aboutir en 7 jours a une série de puits alignés en diagonale qui
contiennent le méme nombre de clones (figure 9). Les puits contenant un seul clone sont
choisis pour détecter les anticorps. Chaque hybridome fait 1’objet de trois clonages successifs

afin d’obtenir une population cellulaire réellement clonale. Chaque clonage est suivi d’une
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phase d’expansion au cours de laquelle une partie des cellules et les surnageants sont

congelés.

Apres la fusion, 11 puits se sont montrés positifs en IFI puis seulement 5 aprés
expansion. Pour 3 hybridomes, la production d’anticorps n’a pas été retrouvée apres

expansion. Au final, seuls deux hybridomes ont pu étre clonés : les hybridomes 3G4 et 4B6.
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Etape 2 — dilution de 2 en 2

T QmmYdaw >

>
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1000
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Al 0 250 125 62 31 16 8 4 2 1 0 0
Bl 0 125 62 31 16 8 4 2 1 0 0 0
cl 0 62 31 16 8 4 2 1 0 0 0 0
D| 0 31 16 8 4 2 1 0 0 0 0 0
E| 0 16 8 4 2 1 0 0 0 0 0 0
F| 0 8 4 2 1 0 0 0 0 0 0 0
G| 0 4 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0
H| 0 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Figure 9 : Clonage d’hybridome par la méthode de dilution limite. (A) Etape 1, dilution

de 2 en 2 dans la colonne 1 ; étape 2, dilution de 2 en 2 de la colonne 1 a 12 avec une pipette

multicanaux. (B) Nombre théorique de cellules dans chaque puits apres dilution limite.
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2.1.3.7. Isotype et concentration en anticorps monoclonaux

L’isotype de chaque anticorps monoclonal est déterminé par une méthode ELISA
décrite par Pinaud et al. (2001). Les anti-immunoglobulines et les immunoglobulines de
controle sont fournies par Southern Biotechnology Associates Inc. (annexe 8). Les réactions

sont réalisées dans une plaque de 96 puits a fond plat :

- des anti-immunoglobulines (chévre anti-IgM, G1, G2a, G2b, G3 de souris) non
marquées sont diluées a 1 pg/ml dans un tampon carbonate (pH 8,3) et incubées toute

la nuit a 4°C a raison de 100 pl / puits.

- les puits sont vidés et bloqués 15 min a 37°C avec 100 ul de DMEM a 10% de SBF /

puits.
- les puits sont lavés 3 fois en PBS a 0,1% de Tween-20.

- les surnageants de culture sont dilués au 1/10 et au 1/100 en DMEM-10%SBF et
déposés a raison de 100 pl / puits. Des IgM, 1gG1, G2a, G2b et G3 murines diluées a 1
png/ml en DMEM-10%SBF sont utilisées comme contrdle positif (100 pl / puits). Un
contrdle négatif (DMEM-10%SBF) est également incorporé. Surnageants et controles

sont incubés 2 heures a 37°C.
- les puits sont lavés 3 fois en PBS-Tween-20.

- des anticorps de chévre anti-IgM, G1, G2a, G2b ou G3 de souris couplés a la
phosphatase alcaline, sont dilués a 1 pg/ml en DMEM-10%SVF et utilisés comme

antisérums de révélation (100 pl / puits).
- apres 2 h d’incubation a 37°C, les puits sont lavés 3 fois en PBS-Tween-20.

- 100 pl de substrat de la phosphatase alcaline a 1 mg/ml sont ajoutés par puits. Une
coloration jaune se développe rapidement. Elle est bloquée par I'addition de 50 ul /

puits de NaOH 3 M.

- l'absorbance est déterminée a 405 nm par un lecteur de plaque SpectraCount (Packard,

Meriden, CT).
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Cette méthode ELISA a montré une sécrétion d’IgM par les hybridomes 3G4 et 4B6.

La concentration en anticorps dans les surnageants de culture a ét¢ déterminée par la
méthode décrite ci-dessus, pour 1’isotypage. Les surnageants de culture sont dilués au 1/25 et
1/250 dans du DMEM-10%SBF et sont incubés avec des anti-IgM et IgM de contrdles

appropriées (annexe 8).

2.2. Etudes antigéniques

Les antigeénes reconnus par les anticorps monoclonaux (AcM) 3G4 et 4B6 sont étudiés
par immunofluorescence indirecte (IFI), immunohistochimie (uniquement pour les stades

entéroépithéliaux), western-blot (WB) et immunomicroscopie électronique (IME).

2.2.1. Immunofluorescence indirecte

L’IFT est testée sur des oocystes sporulés ou non et sur des tachyzoites et

bradyzoites/kystes du toxoplasme.

2.2.1.1. Oocystes

Les oocystes purifiés sur CsCl et conservés en HySO4 a 2% sont utilisés initialement
comme antigénes figurés. La paroi des oocystes non sporulés et sporulés est marquée
uniformément par 3G4 avec ou sans traitement préalable a I’acétone (figures 10a et 10e). Les
parois d’oocystes et les sporocystes, libérés apres sonication, sont aussi reconnues (figure

10g). 3G4 ne réagit pas avec le sporozoite dans ces conditions.

L’anticorps 4B6 est spécifique de 1’oocyste sporulé et de sa paroi interne. Seuls les
oocystes qui possédent une ouverture dans leur paroi (figure 10b) et les oocystes soniqués
sont reconnus par cet anticorps (figure 10h), avec ou sans traitement préalable a I’acétone. La

paroi des sporocystes est aussi marquée (figure 10h). 4B6 ne réagit pas avec le sporozoite.
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Figure 10 : Réactivité en IFI des AcM 3G4 et 4B6 avec les oocystes de toxoplasme. 3G4
marque les oocystes sporulés (a), non sporulés (e) et les parois d’oocystes sporulés (fleches) et
des sporocystes (tétes de fléches) obtenus aprés sonication (g). 4B6 marque les oocystes
sporulés (b), et les parois d’oocystes sporulés (fleches) et des sporocystes (tétes de fleches)
aprés sonication (h), mais pas avec les oocystes non sporulés (f). Contréles négatif (c) et

positif (d). Echelle = 10 pm. x400 (a-f), x1000 (g-h).
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Dans le but d’intégrer les AcM 3G4 et 4B6 dans une méthode de détection des
oocystes dans I’environnement, nous avons cherché a savoir si différents parametres
pouvaient modifier les marquages initialement observés en IFI (tableaux 8 et 9). Les

parameétres retenus sont :
- le génotype des oocystes

Certains anticorps monoclonaux dirigés contre les bradyzoites et les tachyzoites
permettent de différencier certains isolats (Parmley et al., 1994) La diversité génotypique peut
ainsi étre a I’origine d’une certaine diversité¢ antigénique. Cette diversité n’a jamais été mise
en évidence chez 1’oocyste. Pour cela, nous avons incubé les deux AcM avec des oocystes de

génotypes différents (tableau 8).

Quelque soit le génotype utilisé, nous obtenons un marquage identique a celui

initialement observé pour des oocystes de type I1.

- le milieu et la durée de conservation des oocystes.

Les oocystes conservés dans des solutions de HySO4 a 2% ou de K,Cr,O7 & 2,5% ont
des profils identiques de marquage. Pour vérifier que les anticorps reconnaissaient aussi des
oocystes n’ayant subi aucun traitement chimique préalable, les selles d’un chat infecté avec
I’isolat TgCkCo24 sont lavées avec de I’eau distillée, puis une partie est sporulée dans de
I’eau distillée. Le marquage obtenu apreés conservation dans ’eau distillée est le méme que
pour des oocystes conservés dans des solutions acides. La qualité du marquage est

constante apres plusieurs années de conservation des oocystes en H,SO, 2% a 4°C (tableau

8).

- les traitements physiques et chimiques visant a inactiver les oocystes.
Une température supérieure a 60-70°C permet d’inactiver rapidement les oocystes.

Les deux AcM reconnaissent des oocystes inactivés aprés 10 a 30 minutes dans de

Peau distillée portée a 90°C (tableau 9).
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Conditions (souche)

Réactivité des AcM en IFI

3G4 4B6
Génotype”
IT (PRU) + +
11 (M7741, TgCkCo24) + +
Recombinant (P89) + +
Atypique (GUY-02-KOE) + +
Milieu de conservation
H,S0O4 a 2% (PRU) + +
K,Cr,07 a 2,5% (PRU) + +
ED (TgCkCo24) + +
Durée de conservation (mois) dans H,SO4 a 2% (PRU)
1 - +
12 - +
24 - +
36 - +
84 + +

“les oocystes de type I, trés difficiles a obtenir expérimentalement, n’ont pas été testés

Tableau 8 : Réactivité en IFI des AcM 3G4 et 4B6 selon le génotype, le milieu et la durée

de conservation des oocystes de toxoplasme.
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L’hypochlorite de sodium (NaClO) a peu d’effet sur la viabilité des oocystes mais il
endommage la paroi externe de 1’oocyste. Des oocystes ont ¢été incubés avec deux
concentrations de NaClO (30 et 60 g/L) jusqu’a 30 min a 4°C, a I’obscurité. La concentration
de 30 g/L correspond a celle d’une solution d’eau de javel a 9,6% de chlore actif diluée au "4

pour un usage domestique. Apres 3 lavages en ED et PBS, une IFI est réalisée.

20 a 30% des oocystes perdent leur autofluorescence aprés 30 min dans une solution
a 30 g/L, mais cette concentration ne modifie pas la qualité du marquage des AcM 3G4 et
4B6 (tableau 9). Le pourcentage d’oocystes marqués par le 4B6 tend méme a augmenter
avec la durée d’incubation (20 min). Pour 3G4, le marquage est encore constant apres 30
min a 60 g/L. A cette concentration, une diminution ou une absence de marquage est

constaté pour 50% des oocystes incubés avec 4B6.

Conditions (souche) Réactivité des AcM en IFI

3G4 4B6

Durée d’inactivation dans ED a 90°C (PRU)

10 min + +
20 min + +
30 min + +

Exposition a deux concentrations de NaClO (PRU)

30 g/L
5 min + +
10 min + +
20 min + +
30 min® + +°
60 g/L
30 min + +/-°

Tableau 9 : Réactivité en IFI des AcM 3G4 et 4B6 aprés inactivation physique ou
chimique des oocystes de toxoplasme.

* une diminution de 1’autofluorescence de 20-30% des oocystes est observée

® une augmentation du pourcentage d’oocystes marqués par 4B6 est notée dans ces conditions

¢ environ 50% des oocystes ne sont pas marqués a cette concentration
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Figure 11 : Réactivité en IFI des AcM 3G4 et 4B6 avec les tachyzoites du toxoplasme.

3G4 marque faiblement les tachyzoites intrapéritonéaux RH (A) et les tachyzoites produits sur
cellules LLCMK?2 (C). 4B6 ne marque ni les tachyzoites RH (B), ni les tachyzoites PRU
produits sur cellules TGIH (D). La photo E est un controle positif avec un anti-P30 de
tachyzoites Echelle = 10 pm. x400 pour A,B,D, et x1000 pour C et E.
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2.2.1.2. Tachyzoite et bradyzoite / kyste

La réactivité des deux AcM est évaluée sur :
- des tachyzoites de la souche RH issus du liquide d’ascite de souris.

- des tachyzoites de la souche PRU obtenus in vitro sur cellules TGIH (annexe 9A).
Celles-ci sont dérivées de cellules sarcomateuses TG180 adaptées a la culture in vitro

par le Dr. Andres Puime (Institut d’Hygiéne de Montevideo, Uruguay).

- des tachyzoites et des kystes de la souche PRU obtenus in vitro sur cellules LLCMK2
(cellules épithéliales de rein de singe rhesus) (Dantas-Leite et al., 2004) (annexe 9B).

L’TFI est réalisée apres fixation des toxoplasmes au paraformaldéhyde a 4% dans un
tampon phosphate 0,1 M (15 min a 22°C), a I’acétone (15 min a -20°C), puis comme décrit
précédemment. Un AcM anti-P30 de tachyzoite (clone 1E53D3 fourni par J.F. Dubremetz) et
un AcM anti-P34 de bradyzoite (Tomavo et al., 1991) (clone T82C21A1 fourni par J.F.

Dubremetz) sont utilisés au 1/100 comme contrdles positifs.

L’utilisation d’AcM spécifiques de stade met en évidence la présence de tachyzoites et
de kystes dans les cultures de cellules LLCMK?2 avec une nette prédominance de tachyzoites.
L’AcM 4B6 ne reconnait aucun stade asexué quelque soit leur mode de production (figures
11B et 11D). Un faible marquage des tachyzoites, obtenus in vivo et in vitro, est observé avec
I’AcM 3G4 sur des tachyzoites RH et PRU (figures 11A et 11C). La réactivité du 3G4 avec

les kystes n’est pas évidente.

2.2.1.3. Réactivités croisées avec d’autres protozoaires

Les anticorps 3G4 et 4B6 réagissent contre les oocystes de coccidies
phylogénétiquement proches du toxoplasme et qui émettent la méme autofluorescence

bleue sous UV : H. hammondi, H. heydorni, N. caninum, C. cayetanensis, E. maxima et E.

tenella (figures 12 et 13).

La différence de réactivité entre les deux anticorps est la méme qu’avec les oocystes
de toxoplasme : 3G4 réagit avec les formes non sporulée et sporulée, 4B6 uniquement avec la

forme sporulée. Pour ce dernier anticorps, un marquage de 100% des oocystes sporulés est
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obtenu apres leur sonication. 4B6 réagit ¢galement avec la paroi du sporocyste, qu’elle soit
intacte ou fragmentée. Le marquage des sporozoites n’est pas évident et leur dékystement n’a

pas été effectué en raison d’un faible nombre d’oocystes disponibles pour chaque espéce.

Les oocystes de Cryptosporidium sp. et les kystes de Giardia intestinalis, qui n’ont

pas de fluorescence propre sous UV, ne sont pas marqués.

Le tableau 10 résume la réactivité des anticorps 3G4 et 4B6 contre les différents stades

de toxoplasme et d’autres protozaires, dont la provenance est indiquée en annexe 7.
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Figure 12 : Réactivité en IFI des AcM 3G4 et 4B6 avec les formes de résistance de
plusieurs protozoaires. (A) Oocyste sporul¢ de Neospora caninum marqué par 3G4. (B) 4B6
reconnait la paroi interne des oocystes sporulés d’Hammondia hammondi. (C,D) Deux
oocystes de Cryptosporidium sp. négatifs avec 3G4. (E,F) Deux kystes de Giardia intestinalis
négatifs avec 4B6. Echelle = 10 pm. x400.
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Figure 13 : Réactivité en IFI des AcM 3G4 et 4B6 avec les oocystes d’E. maxima (A,B) et d’E. tenella (D,E). 3G4 marque les oocystes

sporulés (tétes de fleche) et non sporulés (fleche) d’E. maxima (A) et d’E. tenella (D). 4B6 réagit avec les parois d’oocystes fragmentés d’E.
maxima (B comparée a C) et d’E. tenella (E comparée a F). Echelle = 20 pm. x400.
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Protozoaires (Stades) 3G4 4B6
Toxoplasma gondii
Oocyste non sporulé / sporulé +/+ -/+
Sporocyste / sporozoite +/- +/-
Tachyzoite / bradyzoite + / peu évident -/ -

Hammondia hammondi

Oocyste non sporulé / sporulé +/+ -/+

Sporocyste / sporozoite +/NF +/NF
Hammondia heydorni

Oocyste non sporulé / sporulé +/+ -/+

Sporocyste / sporozoite + /NF + /NF
Neospora caninum

Oocyste non sporulé / sporulé +/+ -/+

Sporocyste / sporozoite +/ NF +/ NF

Cyclospora cayetanensis

Oocyste non sporulé / sporulé +/+ -/+

Eimeria tenella

Oocyste non sporulé / sporulé +/+ -/+

Sporocyste / sporozoite +/ NF +/ NF
Eimeria maxima

Oocyste non sporulé / sporulé +/+ -/+

Sporocyste / sporozoite +/NF +/NF

Cryptosporidium sp.
Oocyste - -
Giardia intestinalis

Kyste - -

Tableau 10 : Tableau récapitulatif de la réactivité des AcM 3G4 et 4B6 contre les

différents stades de 7. gondii et différents protozoaires.
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2.2.2. Immunohistochimie

Une étude immunohistochimique a été menée en collaboration avec 1’équipe de David
Ferguson (Oxford, Royaume-Uni) pour mettre en évidence un marquage éventuel, surtout par
3G4, des stades entéroépithéliaux du toxoplasme, en particulier des WFB du stade

macrogameéte et de la paroi du jeune oocyste.

Les coupes d’intestin de chat sont obtenues apres infection par les souches M3 (type
IT) (Ferguson et al., 1999) ou PRU (Mounier, 1982). Le protocole d’immunohistochimie est
celui décrit par Ferguson et al., 1999. Les réactions positives sont révélées par un anticorps

secondaire couplé a la peroxydase.
Par cette technique, les stades entéroépithéliaux ne sont pas reconnus par nos deux

AcM.

2.2.3. Western-blot

2.2.3.1. Matériel et méthode

Préparation d’antigénes
- les oocystes sont lavés une fois dans I’ED et une fois en PBS (1250 g, 10 min, 4°C)

- le culot est repris dans le tampon de traitement (annexe 10) en conditions non
réductrices (sans 2-mercapto-éthanol (2-ME)) de facon a obtenir une concentration de

5.10° 4 10° oocystes/10 pl (volume déposé dans chaque puits du gel de migration).

- les oocystes sont soniqués jusqu’a ce que 95% des oocystes et des sporocystes soient

détruits

- cette suspension est ensuite portée a 100°C pendant 10 min pour libérer les antigénes

de surface puis centrifugée a 10 000 g pendant 20 min a 4°C.

- le surnageant contenant les antigénes solubles est aliquoté et conservé a —20°C.
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SDS-PAGE et transfert

Le type d’¢lectrophorése en gel de polyacrylamide SDS (SDS-PAGE) utilisé est le
syteme discontinu (Laemmli, 1970) (annexe 11). Le transfert est effectué selon une méthode

de transfert semi-sec (annexe 11).
Immunoréaction

- les bandelettes sont saturées pendant une nuit dans du PBS a 3% de BSA, a

température ambiante, sous agitation douce.

- apres trois lavages de 10 min en PBS a 0,5% Tween 20 (PBS-T), chaque bandelette
est incubée avec un surnageant de culture de I’hybridome 3G4 ou 4B6 dilué¢ au 1/50

dans du PBS a 3% de BSA.

- les bandelettes sont incubées 2 h a température ambiante, sous agitation. Un contrdle
négatif (sérum de souris séronégatives) et un contrdle positif (sérum polyclonal de
souris infectées par des oocystes PRU) sont dilués respectivement au 1/50 et 1/100 et

sont incubés dans le méme temps.
- les bandelettes sont lavées 3x10 min en PBS-T

- elles sont incubées 90 min a température ambiante, sous agitation avec un sérum
polyclonal de chévre anti-Ig totales de souris marqué a la peroxydase (HRP) (P0447,
DakoCytomation SA, Trappes, France) dilué¢ au 1/1000 du PBS

- les bandes protéiques reconnues par les AcM et les controles sont révélées en incubant

quelques minutes les bandelettes dans le tampon de révélation (annexe 10).

- la révélation est arrétée par trempage des bandelettes dans de 1’eau distillée. Apres
séchage, la comparaison des standards de poids moléculaires permet d’évaluer le poids

moléculaire des antigénes révélés.
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2.2.3.2. Résultats

Un sérum polyclonal révele plusieurs bandes entre 116 et 33 kDa (figure 14, piste 7)
chez 1’oocyste sporulé. Les blots sont discrets pour la forme non sporulée et plus difficiles a
interpréter (figure 14, piste 8). Un sérum négatif met en évidence deux bandes faibles de 58 et

67-69 kDa pour la forme sporulée et non sporulée (figure 14, pistes 5 et 6).

Ces deux derniéres bandes sont reconnues plus fortement par I’AcM 3G4 (figure 14,
pistes 1 et 2). L’AcM 4B6 met en évidence deux bandes supérieures a 116 kDa uniquement
pour la forme sporulée (figure 15, piste 1), confirmant ainsi les marquages en IFI1. Ces deux

bandes ne sont pas toujours mises en évidence par western blot (figure 14, pistes 4).
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Figure 14 : Western blots d’oocystes sporulés (pistes 1,3,5,7) et non sporulés (pistes

2,4,6,8) de toxoplasme (2,5.105 oocystes réduits/piste). 1,2 : incubation avec AcM 3G4 ; 3,4 :

incubation avec AcM 4B6 ; 5,6 : pool de sérums négatifs ; 7,8 : sérum polyclonal.
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2.2.4. Immunolocalisation par microscopie €lectronique

Elle a été réalisée au laboratoire UMR CNRS 5539 Dynamique moléculaire des

interactions membranaires par le Dr. Jean-Frangois Dubremetz.

2.2.4.1. Matériel et méthode

Préparation d’antigénes

Ferguson et al. (1975) ont montré qu’il est difficile de fixer et d’inclure correctement
des oocystes intacts étant donné la structure et la composition particulieres de la paroi de
I’0oocyste. Apres plusieurs essais peu concluants avec des suspensions d’oocystes fragmentés
par sonication, nous avons choisi une méthode de fixation et d’inclusion trés rapide sur des

oocystes entiers.
- les oocystes envoyés en ED sont centrifugés.

- 1ls sont fixés dans une solution de paraformaldéhyde a 8% en tampon phosphate de

sodium 0,2 M pH 7,4 pendant 48 heures a 4°C.

- les oocystes sont repris dans une solution de PBS a 10% de SVF (PBS-SVF) pendant
2 h, puis dans du PBS a 5% de gélatine de peau de beeuf a 37°C.

- les oocystes sont immédiatement centrifugés a 4°C pour obtenir un culot stable.

- ce culot est découpé en fragments d’1 mm’ environ qui sont repris dans une solution
de sucrose 2,3 M et de polyvynilpyrrolidone a 10% en tampon phosphate 0,1 M (pH

7,4) pendant une nuit.

- les fragments sont déposés sur les supports d’ultracryotomie et congelés dans 1’azote

liquide.

- les blocs obtenus sont coupés sur ultracryotome Leica Ultracut S equipé d’un
dispositif de cryosection FC4 opérant a —100°C. Les coupes sont collectées sur des

gouttes de sucrose a 2,3 M déposées sur des grilles parlodion-carbone.

- ces préparations sont immédiatement utilisées pour I’immunoréaction.
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Immunoréaction

Elle se fait a 20°C :
- les grilles sont incubées sur des gouttes de PBS-SVF pendant 30 min.
- puis pendant 1 h dans I’AcM 3G4 ou 4B6 dilués au 1/50 en PBS-SVF.

- apres lavages 5x2 min en PBS, les grilles sont incubées 1 h dans un sérum de lapin

anti-souris dilué au 1/400 en PBS-SVF.

- apreés lavages 5x2 min en PBS, elles sont incubées 30 min dans une solution de

protéine A couplée a des particules d’or colloidal de 10 nm diluée au 1/50 en PBS.

- apres lavages 5x2 min en PBS et 2x2 min en ED, les grilles sont colorées dans un
mélange de méthyl cellulose a 2% dans ED (9 volumes) et d’acétate d’uranyle a 4%

dans ED (1 volume) pendant 10 min.

- apres séchage, les grilles sont observées sur un microscope électronique JEOL 1200

CX a70kV et les images enregistrées sur négatif argentique.

2.2.4.2. Résultats
AcM 3G4

Un marquage est obtenu sur la paroi interne (€lectron-dense) de 1’oocyste non sporulé
et sporulé (bien visible sur la figure 16 plus que sur la figure 17). L’intérieur de 1’oocyste non
sporulé est également marqué. La figure 17 semble montrer que cet AcM réagit aussi contre le
sporozoite. D’autres marquages doivent étre effectués pour confirmer et affiner cette

observation.
AcM 4B6

L’oocyste non sporulé n’est pas marqué confirmant les résultats de I’IFI et du western-
blot. Au contraire, la paroi externe du sporocyste est fortement reconnue (figure 18). Il n’a pas
¢été possible d’observer un marquage de la paroi interne de I’oocyste, comme celui obtenu en

IFIL.
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Figure 16 : Réactivité de I’AcM 3G4 en IME avec ’oocyste non sporulé de toxoplasme.

Olw, paroi interne ; OOw, paroi externe. Echelle = 500 nm.
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Figure 17 : Réactivité de I’AcM 3G4 en IME avec I’oocyste sporulé de toxoplasme. Sw,

paroi du sporocyste ; Ow, paroi de I’oocyste. Echelle = 1 um.
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Figure 18 : Réactivité de I’AcM 4B6 en IME avec un sporocyste de toxoplasme. SIw,

paroi interne du sporocyste ; SOw, paroi externe. Echelle = 1 pm.
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2.3. Discussion - Conclusion

Dans le but de détecter les oocystes de toxoplasme dans 1’eau par séparation
immunomagnétique, nous avons produit des anticorps monoclonaux dirigés contre la paroi de

I’oocyste.

L’immunisation de souris avec des parois purifiées d’oocystes sporulés a permis
d’obtenir deux anticorps (3G4 et 4B6) dirigés contre ces parois. Cette stratégie
d’immunisation a empéché le développement d’une infection toxoplasmique et a
probablement limité le développement d’hybridomes sécrétant des anticorps dirigés contre le
sporozoite, qui est le constituant le plus immunogéne d’un oocyste de toxoplasme (Kasper et
al., 1984) ou de C. parvum (McDonald et al., 1991 ; Weir et al., 2000). L’obtention d’IgM
monoclonales était attendue car de nombreux travaux montrent une production d’anticorps
monoclonaux dirigés contre la paroi des oocystes de plusieurs coccidies, généralement de
classes M puis G1 (Kasper et al. (1984) ; Bonnin et al., 1991 ; McDonald et al., 1991 ; Karim
etal., 1996 ; Weir et al., 2000 ; Liao et al., 2001).

2.3.1. Réactivité des anticorps produits

23.1.1.3G4

Cet anticorps est trés ubiquitaire car il réagit avec plusieurs structures de I’oocyste. Il

marque également le tachyzoite.

- 3G4 reconnait, en WB, une bande a 58 kDa et une a 67-69 kDa. Ces deux bandes sont
également révélées, plus faiblement, par un pool de sérums de souris séronégatives.
Cette réactivité inattendue pourrait s’expliquer par la présence d’anticorps dits
« naturels » dans le sérum des souris n’ayant jamais €té¢ en contact avec des oocystes.
Ces anticorps seraient dirigés contre des antigénes présentant une réactivité croisée

avec les antigénes de 58 et 67-69 kDa présents chez 1’oocyste de toxoplasme.

- D’absence d’un marquage immunohistochimique des WFB du macrogaméte et de la
paroi de 1’oocyste intraépithélial suggere que I’antigéne reconnu par 3G4 ne participe
pas a la formation de celle-ci. Cela pourrait sembler surprenant car 1’antigéne est

présent dans la paroi de ’oocyste fraichement émis. Ce résultat devra étre confirmé
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car il est possible que I’isotype de 3G4 (IgM) et son mode d’obtention (seulement a
partir des antigénes natifs) ne permettent pas un marquage immunohistochimique
approprié selon le protocole utilisé¢ (David Ferguson, communication personnelle). La
faible quantité¢ de matériel disponible pour ces techniques est actuellement un facteur

limitant pour mener des investigations supplémentaires.

- 3G4 semble marquer la paroi externe de I’oocyste sporulé en IFI, mais I’'IME montre
un marquage de la paroi interne et d’autres constituants internes de 1’oocyste. Ces
différences de réactivité s’expliquent sans doute par les différences de traitement des
oocystes dans les 2 techniques. Le marquage interne a pu étre ignoré par I’IF qui ne
permet pas aux anticorps de pénétrer dans les oocystes intacts, ni de différencier
précisément le marquage des parois interne et externe. La localisation de 1’antigéne sur
la paroi externe, ignorée par I'IME, est cependant certaine en raison des résultats
obtenus en IMS. Nos résultats montrent que la paroi externe de I’oocyste est assez
immunogene pour induire une réponse anticorps, alors que Kasper et al. (1984)

avaient émis 1’hypothése d’une absence de structures antigéniques dans cette paroi.

- 1l est intéressant de constater un marquage de la paroi de 1’oocyste non sporulé mais
aussi de son contenu amorphe. Il pourrait exister des épitopes communs entre les deux
formes sporulées et non sporulées comme chez E. tenella et E. maxima (Mouafo et al.,
2002 ; Belli et al., 2003). L’expression de cet antigéne pourrait &tre régulée avant,
pendant et aprés la sporulation. Certaines protéines de 1’oocyste non sporulé d’E.
tenella sont exprimées de maniére régulée pendant la sporulation (Fetterer et Barfield,

2003).

- le sporozoite n’est pas reconnu par 3G4 en IFI alors qu’il est fortement reconnu en
IME. Le marquage du sporozoite est assez inattendu méme si I’existence d’épitopes ou
d’antigénes partagés par la paroi de I’oocyste et les autres constituants (sporocyste et
sporozoite) est documentée pour 7. gondii (Kasper et al., 1984), H. hammondi, E.
tenella et E. maxima (Speer et al., 1989 ; Riahi et al., 2000 ; Belli et al., 2003). Le role
de cette protéine chez le sporozoite est encore a déterminer. Il est possible que
certaines protéines soient sécrétées par le sporozoite et incorporées a la paroi de

I’oocyste ou du sporocyste. Cet événement a ét¢ montré chez C. parvum ou des
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antigénes de parois ont été associés a des vésicules observées entre les sporozoites et

la paroi de I’oocyste (Entrala et al., 2001).

- la réactivité de 3G4 en IFI avec le tachyzoite est également inattendue. Il existe
plusieurs antigénes communs aux stades oocyste/sporozoite, tachyzoite et bradyzoite
(Gross et al., 1995 ; Speer et al., 1995). Il n’y a pas eu d’étude extensive menée pour
localiser ces antigénes a part celle de Ferguson et al. (2000) qui a montré I’expression
d’une protéine MIC4-like dans la paroi du macrogaméte mature et de 1’oocyste
intraépithélial. Le western blot et I'IME sur des tachyzoites pourraient préciser la
nature de cet antigéne avec en perspective une production d’anticorps monoclonaux a

partir du tachyzoite et réagissant avec la paroi de 1’oocyste.

2.3.1.2.4B6

L’IME confirme les résultats obtenus en IFI. 4B6 est spécifique de 1’oocyste sporulé :

- laparoi interne de I’oocyste et la paroi externe du sporocyste sont fortement reconnues
en IFI, plus faiblement en WB. L’accés au site antigénique en IF n’est possible
qu’aprés fragmentation des oocystes. En IME, seuls des sporocystes ont pu étre

observés, confirmant le marquage de leur paroi externe.

- 4B6 reconnait un ou deux antigenes de haut poids moléculaire (>116 kDa) localisés
dans ces structures. Ces antigénes ne sont pas toujours mis en évidence par WB. Leur
poids moléculaire ¢élevé pourrait empécher leur solubilisation, migration et/ou leur

transfert complets.

2.3.2. Autofluorescence et antigénes reconnus par les AcM ?

2.3.2.1. Résistance des oocystes et autofluorescence

Nos deux anticorps monoclonaux réagissent avec des antigénes localisés pour la

plupart dans des structures autofluorescentes.

La résistance de ces structures a été testée en incubant les oocystes avec deux
concentrations de NaClO (30 et 60 g/L). Nos résultats confirment la sensibilité¢ de la paroi

externe a une solution de 3% de NaClO apres 30 min d’incubation. Celle-ci est associée a une
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diminution de I’intensité d’autofluorescence (tableau 9, p.85). En revanche, ce type de
traitement a peu d’effets sur les antigénes reconnus par les AcM 3G4 et 4B6 situés dans la
paroi interne qui n’est pas dégradée par NaClO. D’une maniere générale, NaClO, a des
concentrations a usage domestique, a peu d’effets sur les antigeénes présents dans les parois de

I’oocyste de C. parvum, encore moins résistant que 1’oocyste de 7. gondii (Rose et al., 1989).

Les antigénes reconnus par les deux AcM semblent particulierement résistants a de
telles conditions oxydatives. Les bases biochimiques de cette résistance pourraient ressembler
a celle de la paroi de I’oocyste d’E. maxima qui contient des structures antigéniques possedant

des résidus tyrosine participant au processus de rigidification de la paroi (Belli et al., 2003).

L’acquisition de cette fluorescence naturelle apparait pendant le développement de la
paroi de ’oocyste, car le macrogamete de toxoplasme, comme celui d’Eimeria maxima, n’est
pas autofluorescent (Belli et al. (2003). L’observation de coupes d’intestin de chat sous UV ne
permet pas d’identifier les oocystes intraépithéliaux fluorescents, probablement en raison
d’une modification de leurs propriétés spectrales par les agents d’inclusion. Les modeles de
développement de la paroi et de son autofluorescence, proposés chez E. tenella et E. maxima,
suggerent une protéolyse de certaines protéines contenues dans les WFB, puis leur
incorporation a la paroi en développement des oocystes, et leur participation a des structures
autofluorescentes (Mouafo et al., 2002, Belli et al., 2003, Ferguson et al., 2003). Ces mod¢les

semblent applicables a I’oocyste de toxoplasme.

2.3.2.2. Réactivités croisées et autofluorescence

Les réactivités croisées observées entre plusieurs especes de coccidies indiquent la
conservation de certains antigénes entre les coccidies autofluorescentes. Il doit exister
cependant des antigénes spécifiques de la paroi de I’oocyste de toxoplasme, de la méme fagon
que I’AcM 3F2 qui marque initialement la paroi de I’oocyste d’H. hammondi, mais qui ne

réagit pas avec celle de toxoplasme (Riahi et al., 2000).

L’absence de marquage de la paroi de I’oocyste de cryptosporidies pourrait signifier
que nos deux AcM ne réagissent pas avec I’antigéne 7gOWP1, homologue des protéines de la

paroi externe de I’oocyste de C. parvum (ou protéines COWP) (Templeton et al., 2004).
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2.3.3. Conclusion

Au final, les AcM 3G4 et 4B6 reconnaissent des antigénes présents surtout dans les
structures autofluorescentes de l’oocyste (parois de [’oocyste et du sporocyste). 3G4
reconnait des structures de l’oocyste non sporulé et sporulé. Au contraire, 4B6 est

spécifique de la paroi interne de I’oocyste sporulé et de la paroi du sporocyste.

La nature précise de ces antigénes n’a pu étre déterminée au cours de cette étude.

Ces antigenes semblent étre partagés par d’autres coccidies phylogénétiquement proches.
Les études antigéniques entreprises doivent étre complétées et étendues a :
- la caractérisation des antigénes reconnus par les AcM 3G4 et 4B6
- DPanalyse de la composition antigénique et biochimique de la paroi de I’oocyste
- Détude des réactivités croisées avec les tachyzoites et bradyzoites (pour I’AcM 3G4)

- Détude des réactivités croisées avec d’autres coccidies d’importance médicale ou

vétérinaire

Ces travaux permettraient de préciser le processus d’oocystogenése.
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3. Développement des méthodes de recherche des

oocystes dans ’eau

Cette partie decrit les phases de développement de la séparation immunomagnétique
(IMS) des oocystes de toxoplasme en utilisant les deux anticorps monoclonaux produits

précédemment. Une partie de ce développement a éte publiée (Dumétre et Dardé, 2005).

Nous avons dans un premier temps développé une IMS avec I’AcM 3G4. Cet anticorps
n’est cependant pas approprié pour une séparation des oocystes en conditions turbides. C’est

pourquoi, nous avons développé par la suite une IMS avec I’AcM 4B6.

La faisabilité de I'IMS-4B6 a été appliquée a la détection d’oocystes dans des eaux

expérimentalement contaminées.

3.1. Développement d’une IMS avec ’AcM 3G4

3.1.1. Billes et aimants

Les billes commercialisées sont généralement en polystyréne et renferment une
quantité variable de particules ferriques magnétiques (Safarik et Safarikova, 1999). La taille
des billes et le processus d’immobilisation des molécules spécifiques du type cellulaire a
purifier sont les deux paramétres les plus importants a considérer dans le développement
d’une IMS. La surface des billes est sensibilisée en recouvrant le polystyréne par des
groupements chimiques capables d’engager des liaisons covalentes avec des protéines,
comme les immunoglobulines (Olsvik et al., 1994) (figure 20), ou avec des sucres. Le
diamétre des billes est fonction de 1’application et de la taille de la cellule a purifier. Les billes

de 1 a 5 um permettent de séparer la plupart des microorganismes de 1 a 10 um.

Dans notre étude, deux types de billes sont utilisés en fonction de la méthode de

capture (cf. paragraphe 3.1.3.). Ces billes sont paramagnétiques, c’est-a-dire qu’elles ont des
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propriétés magnétiques uniquement en présence d’un champ magnétique externe (aimant).

Les aimants (MPC-L et MPC-S) sont fournis par Dynal Biotech (Compiégne).

3.1.2. Suspensions stocks et numération des oocystes

Les oocystes, conservés en H,SO4 a 2%, sont lavés puis concentrés a 10°/ml d’eau
distillée. Une suspension, conservée a 4°C, est utilisée pendant 1 mois. Pour affiner la
numération, six a dix aliquots de 10 pl (soit ~1000 oocystes) sont comptés au microscope
sous UV. Pour obtenir des doses de 100 ou 10 oocystes, la méme méthode est utilisée (n=10

numerations).

3.1.3. Méthodes de capture des oocystes

Trois grandes méthodes de capture existent (Olsvik et al., 1994) :

- les méthodes directes : 1’0oocyste est capté par des billes recouvertes de ’anticorps

primaire (figure 19A) ou via une anti-Ig (figure 19B)

- la méthode indirecte : I’oocyste réagit dans un premier temps avec 1’anticorps

spécifique puis ce complexe est capté par une bille recouverte d’une anti-Ig (figure

19C)
S

I anticorps 3G4
I antidg
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Figure 19 : Trois approches pour séparer I’oocyste de toxoplasme par IMS (adapté de
Olsvik et al., 1994). L’oocyste est capté par une bille recouverte d’anticorps 3G4 (A) ou via
une anti-Ig (B). L anticorps 3G4 peut aussi réagir dans un premier temps avec 1’oocyste puis

ce complexe est capté par une bille recouverte d’une anti-Ig (C).

3.1.3.1. Méthode directe (A)

Pour cette méthode, nous utilisons des billes Dynal M-450 Epoxy (Dynal Biotech,
Compiegne) d’un diametre de 4,5 um. Elles sont recouvertes de groupements époxy qui

permettent de lier une protéine selon la réaction suivante :

° : ORI

SN - o

TS b R et
H H H H
Pl B c

Figure 20 : Réaction de fixation d’une immunoglobuline sur un groupement époxy. Un
groupement époxy (A) peut former une liaison amine covalente (C) avec I’extrémité N-

terminale de n’importe quelle protéine (par exemple une immunoglobuline) (B).

Pour le couplage, les surnageants de culture de I’hybridome 3G4 ne sont pas utilisés
tels quels car ils contiennent, en plus de [Danticorps d’intérét, de nombreuses
immunoglobulines provenant du sérum de veau feetal qui pourraient se fixer anarchiquement
aux billes. L’hybridome 3G4 est alors cultivé dans un milieu sans protéines (milieu PHFM II,
Invitrogen). La concentration en anticorps 3G4 est déterminée par méthode ELISA
(paragraphe 2.1.3.7.) et le couplage est effectué¢ selon le protocole fourni par Dynal (annexe

12).

Les billes ainsi coatées sont incubées avec une quantité importante d’oocystes pour

faciliter les interactions billes-oocystes :
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- dans un microtube de 1,5 ml, 50 pl de billes sont incubés avec 5.10* a 2.10° oocystes
sous un volume de 500 pl de PBS contenant 0,1% de BSA (pH 7.2). Cette suspension
est agitée (rotation de 4 rpm) pendant 30 min a température ambiante (20-25°C)

- le tube est placé contre un aimant (MPC-S) pendant 2 min et le surnageant est aspiré

délicatement

- les billes sont reprises dans 500 pl de PBS et la suspension est observée au microscope
sous excitation UV (x200) afin d’évaluer la proportion d’oocystes fixés aux billes. La
proportion d’oocystes non retenus par les billes est également évaluée par la méme

méthode.

Malgré ces conditions favorables, le rendement de récupération est seulement de 10%
aprés 30 min d’incubation. La diminution de la température d’incubation (4°C),
I’augmentation de la durée d’agitation (30 min — toute la nuit) et la modification du type
d’agitation n’améliorent pas ce rendement. Les billes Dynal ont été rapidement abandonnées

au profit de billes pré-coatées avec une anti-IgM qui ont donné de meilleurs rendements.

3.1.3.2. M¢éthode directe via une anti-IgM (B)

Nous avons choisi des billes d’un diamétre de 0,86 um recouvertes d’un anticorps de
chevre anti-IgM de souris (BM0829, P.A.R.L.S., Compiegne). Leur diametre inférieur a celui
des billes Dynal permet d’obtenir, & volume égal, une concentration plus élevée de billes,
augmentant ainsi les possibilités d’interaction avec les oocystes. Le couplage de I’anticorps

3G4 est réalisé selon le protocole fourni par P.A.R.L.S. (annexe 13).

Apres quelques essais préliminaires avec des quantités importantes d’oocystes, I’'IMS
est développée pour un inoculum de 10° oocystes. Ces conditions se rapprochent de la
prévalence naturelle des oocystes qui est probablement assez faible dans un échantillon d’eau

prélevé aléatoirement. La séparation des oocystes est réalisée dans un microtube de 1,5 ml :

- 25 pl de billes BM0829 pré-coatées avec 1’anticorps 3G4 sont ajoutés a 490 ul de
tampon d’incubation (PBS-0,05%Tween-20-1%BSA, pH 7.2) et 10 pl de la

suspension d’oocystes (~1000 oocystes)
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- le mélange est incubé 30 min a température ambiante (20-25°C) sous agitation

rotatoire douce (4 rpm)

- le tube est placé contre un aimant (MPC-S) pendant 2 min et le surnageant est aspiré

délicatement

- les billes sont reprises dans 200 pl de H,SO4 a 2% puis vortéxées pendant 3 min a
vitesse maximale. Le tube est placé en position verticale pendant 10 min puis est

vortéxé a nouveau pendant 3 min.

- le tube est placé contre I’aimant MPC-S pendant 2 min. Le surnageant est aspir¢ et les

oocystes sont comptés au microscope sous UV (x200)

3.1.3.3. M¢éthode indirecte (C)

Comme pour la méthode précédente, les essais sont réalisés dans des tubes de 1,5 ml :

- 10° oocystes sont incubés dans un premier temps avec 0,45 pg de 3G4 dans un volume

final de 500 pl dans les mémes conditions que précédemment

- 25 pl de billes BM0829 sont ajoutés aprés 30 min et le mélange est incubé pendant 30

min supplémentaires a 4 rpm a température ambiante

- les billes sont séparées et les oocystes sont €¢lués dans une solution d’H,SO4 a 2%

comme décrit ci-dessus

- les oocystes sont comptés sous UV (x200)

3.1.4. Résultats

3.1.4.1. Comparaison méthode B / méthode C

Les billes P.A.R.I.S. BM0829 capturent les oocystes sporulés et non sporulés quelque
soit la méthode, mais seulement en présence de I’anticorps 3G4. La figure 21 montre la
fixation des billes sur des oocystes apreés 30 min d’incubation. Un nombre important de billes
(>50) semble nécessaire pour capturer un seul oocyste. L’autofluorescence des oocystes

facilite leur repérage parmi les billes (figure 21C). Les rendements de purification d’oocystes
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sont de 25,2 + 2,0 % avec la méthode directe (B) et de 69,4 £ 8,1% avec la méthode indirecte

(C) (tableau 11). La méthode indirecte est retenue par la suite pour étre optimisée.

3.1.4.2. Optimisation de I’incubation

Deux parametres sont modifiés : la température et la composition du tampon
d’incubation. D’une part, la température influence la fixation d’un anticorps a son antigéne,
les températures élevées (37°C) favorisant des réactions moins spécifiques qu’a 4°C (Vesey et
al.,, 1997). D’autre part, un tampon doit contenir des agents bloquants (ex. BSA) pour
minimiser les fixations non spécifiques. Deux tampons sont testés en plus du tampon PBS-

0,05%Tween-20-1%BSA initialement utilisé (ou tampon 1, pH 7,2) :

- le tampon 2 est du PBS contenant 0,01% de Tween-80 et 0,01% d’Antifoam-A (pH
7,2) (AFNOR, 2001 ; USEPA, 2001).

- le tampon 3 (pH 7,2) est composé des tampons Dynal SL-A et SL-B dilués au 1/10
dans I’ED. Ces tampons font partie du kit de détection des cryptosporidies et des
giardias par IMS (kit Dynabeads GC-Combo IMS, Dynal biotech.). Leur composition

ne nous a pas été communiquée.

Le tableau 12 montre les rendements de récupération obtenus selon la température et
le tampon d’incubation aprés méthode indirecte. Un résultat optimal est obtenu avec le

tampon 1 a 37°C, pour lequel 82,8 + 4,7% des oocystes sont récupérés apres €lution.

A B c

Figure 21: Fixation des billes P.A.R.L.S. BM0829 sur des oocystes sporulés de
toxoplasme (A,B) apreés IMS avec ’AcM 3G4. (C) Oocyste de la photo B observé sous UV.
Echelle =5 pum. x1000.
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Méthodes d’IMS

Rendement de récupération (%)
(moyenne * S.D.)

Directe (B) (n=3)

Indirecte (C) (n=3)

25,2+2,0

69,4 + 8,1

Tableau 11 : Rendement des méthodes directe (B) ou indirecte (C) d’IMS-avec ’AcM

3G4 et 10° oocystes de toxoplasme.

Température (°C) Tampon 1 Tampon 2 Tampon 3
Non Turbides Non Turbides Non
turbides turbides turbides

4 (n=3) 66,6 £ 7,2 222+35 NF* NF NF

20-25 (n=3) 69,4 £ 8,1 243+1.2 648+84 173+1,6 446 + 12,3

37 (n=3) 82,8 £4,7 NF 66,6 £3,1 NF NF

*NF, non fait

Tableau 12 : Rendement (en %) de la méthode indirecte (C) d’IMS avec I’AcM 3G4 et

10° oocystes de toxoplasme, en fonction de la température et du tampon d’incubation. *

NF, non fait.

Age des oocystes

Solutions de dissociation

0,1 N HCI 2% H,SO,
1 mois (n=3) NF* 82,9 + 12,8
12 mois (n=3) 17,4445 82,8 + 4,7

Tableau 13 : Rendement (en %) de la méthode indirecte d’IMS avec I’AcM 3G4 et 10°

oocystes de toxoplasme, en fonction du temps de conservation initiale des oocystes et de

la méthode de dissociation. * NF, non fait.
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3.1.4.3. Optimisation de 1’¢lution des oocystes

Deux méthodes d’¢lution acide des oocystes sont testées. La méthode USEPA 1623 /
AFNOR T90-455 recommande une élution des oocystes de Cryptosporidium sp. et des kystes
de Giardia intestinalis par HC1 0,1N (AFNOR, 2001 ; USEPA, 2001). Le méme protocole est

appliqué au toxoplasme :
- 10’ oocystes sont séparés par méthode indirecte comme décrit ci-dessus (3.1.3.3.)

- les billes sont reprises avec 50 pl d’HCI 0,IN et vortexées pendant 15 sec. Le tube est

placé en position verticale pendant 10 min puis est vortexé a nouveau pendant 10 sec
- le surnageant est aspiré et neutralisé avec 5 ul de NaOH 1IN

Cette méthode nous a permis d’éluer seulement 17,4 + 4,5% des oocystes fixés aux
billes (tableau 13). Quelques essais supplémentaires ont montré que ce pourcentage n’est pas
amélioré pour un volume d’HCI porté a 100 pul et une agitation plus longue de 2x1 min. En
revanche dans les mémes conditions, une amélioration sensible est apportée quand cette
solution est remplacée par une solution d’H,SO4 a 2%. Cette deuxieme méthode a été

optimisée (cf. paragraphe 3.1.3.2.) et permet 1’¢lution d’environ 80% d’oocystes (tableau 13).

3.1.4.4. Influence de 1’age des oocystes
La persistance des oocystes dans les matrices environnementales est importante

(plusieurs mois) et les populations d’oocystes sont probablement hétérogénes en age. Il est

donc nécessaire de disposer d’une IMS détectant tous les oocystes quelque soit leur age.

Deux suspensions d’oocystes conservées en acide sulfurique 1 ou 12 mois sont testées.
Le tableau 13 montre que la méthode indirecte a un rendement de récupération identique
quelque soit la durée de conservation des oocystes (82,9 + 12,8% et 82,8 + 4,7%

respectivement).

3.1.4.5. IMS en conditions turbides

Pour évaluer I’influence de la turbidité sur ’IMS, des débris sont ajoutés directement
dans un volume final de 500 pl de tampons 1 ou 2 dans un rapport 1/20 (v/v) respectivement.

(Hsu et Huang, 2001). Les débris sont concentrés a partir de quelques litres d’une eau de
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riviére filtrée sur membrane de nitrocellulose (porosité de 3 um). Environ 10° oocystes sont
ajoutés dans le microtube puis sont séparés par méthode indirecte, comme décrit ci-dessus

(3.1.3.3.).

Le tableau 12 montre une diminution du rendement en conditions turbides, de 66,6 +
7,2% a 22,2 +3,5% a 4°C et de 69,4 £ 8,1% a 24,3 + 1,2% a température ambiante (tampon
1). La méme diminution est observée apres incubation dans le tampon 2, de 64,8 + 8,4% a
17,3 + 1,6%. La fraction d’oocystes ¢lués aprés IMS contient encore beaucoup de débris
organiques et inorganiques, quelque soit la température d’incubation. Leur présence est bien

due a une fixation non spécifique de 3G4 aux débris car aucune réactivité n’est observée avec

des billes BM029 incubées en I’absence de 3G4.

3.1.5. Discussion

L’IMS est une technique spécifique et sensible qui permet la détection des
microorganismes les plus prévalents dans les aliments, dans 1’eau ou le sol comme

Escherichia coli, Cryptosporidium sp. et Giardia intestinalis (Safarik et Safarikova, 1999).

Nous décrivons ici pour la premicre fois deux méthode d’IMS des oocystes de
toxoplasme. Cette méthode a été¢ développée avec I’AcM 3G4 car celui-ci, dirigé contre la
paroi externe des oocystes, paraissait le plus approprié. Avec cet anticorps, seule une méthode
indirecte permet la capture d’environ 80% d’oocystes sporulés ou non sporulés. Deux

hypothéses peuvent expliquer la supériorité de cette méthode :

- la méthode indirecte est généralement utilisée lorsque la méthode directe ne donne pas
de bons résultats, notamment si I’antigéne est faiblement représenté a la surface du
type cellulaire a purifier (Safarik et Safarikova, 1999). 3G4 marque uniformément la
paroi de I'oocyste en IFI, ce qui laisse penser a une représentation homogene de

I’antigéne dans la paroi.

- une seconde hypothése est qu'un anticorps 3G4 « libre » se fixe plus facilement a la
surface de I’oocyste qu’un anticorps 3G4 lié¢ a une bille magnétique. Les IgM 3G4
« libres » peuvent saturer les sites antigéniques contrairement aux 3G4 liées aux billes.
L’encombrement stérique des complexes bille-antilgM-3G4 pourrait diminuer 1’acces

a I’antigene.
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L’IMS-3G4 des oocystes de toxoplasme a ét€ mise au point en conditions non
turbides, en ajoutant un faible nombre d’oocystes juste avant séparation. Ces conditions ne
reflétent pas les conditions naturelles dans lesquels les débris organiques peuvent réagir de
manicre non spécifique avec I’anticorps et les billes magnétiques (Rodgers et al., 1995).
L’utilisation du 3G4 en conditions turbides montre que cet anticorps n’est pas trés spécifique
de I’oocyste de toxoplasme : une observation microscopique des suspensions d’oocystes apres
IMS montre la présence de nombreux débris co-élués. Cet anticorps est une IgM, pour
laquelle dix sites de liaison a 1‘antigeéne existent. Les IgM créent plus facilement des liaisons
non spécifiques que des IgG (Vesey et al., 1997). Ces réactions sont souvent ¢liminées en
incorporant des agents bloquants et des détergents doux (Rodgers et al., 1995), en diminuant
la température d’incubation ou en utilisant des anticorps IgG (Vesey et al., 1997). Dans notre
¢tude, la modification de ces parameétres d’incubation n’améliore pas la capture des oocystes.
L’augmentation du volume de réaction et de la durée d’incubation peuvent aussi améliorer la
séparation, mais des essais ont montré que ces conditions ne sont pas adaptées a la méthode
indirecte. L’IMS en conditions turbides dépend aussi d’autres parameétres qui n’ont pas été
évalués ici : turbidité, pH et concentration en ions ferriques des eaux analysées (Bukhari et al.,
1998 ; Di Giovanni et al., 1999 ; Yakub et Stadterman-Knauer, 2000 ; Kuhn et al., 2002).
L’IMS est parfois inappropriée pour la détection des oocystes de Cryptosporidium parvum
dans des eaux fortement turbides car les débris interagissant avec les oocystes empéchent

I’acces des billes aux antigenes (Bukhari et al., 1998 ; Di Giovanni et al., 1999).

Si I’anticorps 3G4 est peu spécifique de 1’oocyste de toxoplasme, son affinité semble
en revanche assez forte. La méthode classique d’¢lution des cryptosporidies et des giardias
(AFNOR, 2001 ; USEPA, 2001) est peu efficace sur les oocystes de toxoplasme. En
remplagant I’HCI1 0,1 N par une solution d’acide sulfurique a 2% (0,6 N) et en augmentant la
durée d’agitation des billes, environ 80% des oocystes sont élués. L’acide sulfurique céde un
proton de plus que I’acide chlorhydrique et ses protons entrainent la rupture des liaisons
hydrogénes antigéne-3G4-antilgM. Une solution de H,SO4 a 2% est tout a fait appropriée
pour I’¢élution des oocystes de toxoplasme étant donné la persistance de ’infectiosité des
oocystes dans ce type de solution (Dubey et Beattie, 1988). Une ¢élution des oocystes de C.
parvum a 80°C pendant 10 min peut remplacer les solutions acides (Ware et al., 2003), mais
cette méthode n’est pas appropriée pour des tests de viabilité car les oocystes de toxoplasme

sont rapidement tués a partir de 60°C (cf. partie 1, paragraphe 3.1.1.).
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Notre méthode d’IMS avec I’AcM 3G4 permet la séparation de 80% d’oocystes d’age
variable (jusqu’a 12 mois de conservation). Ceci est important car la durée de survie des
oocystes en conditions naturelles est grande. Des résultats similaires sont rapportés aprés IMS
de kystes de G. intestinalis et d’oocystes de C. parvum conservés respectivement 8 et 20
mois, méme si une baisse non significative du pourcentage de récupération est observée
(Bukhari et al., 1998 ; McCuin et al., 2001). Il semble que les conditions oxidatives
rencontrées par les oocystes de toxoplasme au cours de leur purification et de leur
conservation en acide sulfurique ont peu d’effets sur les épitopes reconnus par I’anticorps
3G4. Cette caractéristique a été montrée par les études antigéniques en IFI (paragraphe
2.2.1.).

Au final :

- Danticorps monoclonal 3G4 est adapté pour ’analyse par IMS d’eaux non turbides

(eau de consommation) mais la pertinence d’une telle application est discutable.

- en revanche, elle est inapplicable aux eaux de surface ou peuvent se rencontrer plus
logiquement les oocystes de toxoplasme, étant donné la réactivité de 3G4 avec les

deébris environnants.

- cet échec est décevant puisque 3G4 est le seul anticorps qui réagit contre les

oocystes intacts sporulés et non sporulés.

- une IMS avec ’anticorps 4B6 a donc été développée et appliquée a la détection du

toxoplasme dans des eaux expérimentalement contaminées.
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3.2. Développement d’une IMS avec I’AcM 4B6

3.2.1. Optimisation de I’IMS-4B6

Cette IMS nécessite une fragmentation préalable des oocystes sporulés afin de rendre
les sporocystes accessibles a 1’anticorps 4B6. Une fragmentation optimale doit libérer un

maximum de sporocystes sans les détruire.

Pour cela, des suspensions non turbides (n=6) contenant 98,4 = 10,3 oocystes sporulés
dans 2 ml de PBS (a 4°C) sont soniquées avec un Branson Sonifier 250 équipé d’une tige de 3
mm de diamétre. Apres quelques essais préliminaires, le protocole suivant permet d’obtenir

90,3 £ 10,3% de sporocystes intacts :

- dans de la glace, la suspension d’oocystes est soumise a une sonication de 10 secondes
a 15 W, toutes les 10 secondes, pendant 3 minutes et 10 secondes (soit un total de 10

sonications).

- la tige est rincée avec quelques millilitres de PBS (a 4°C) et la suspension est

centrifugée a 1200 g, pendant 10 min.
- les sporocystes sont numérés par microscopie sous UV

La fragmentation de la totalit¢ des oocystes sporulés est impossible a obtenir car
certains oocystes semblent particulierement résistants aux ultrasons. Si la dose ou le temps de
sonication sont augmentés, les sporocystes se cassent et des sporozoites libres sont observés.
L’augmentation de la température au cours de la sonication n’est pas délétére pour les
sporozoites. La température finale de la suspension peut atteindre 37-40°C mais celle-ci est
rapidement abaissée a 20-25°C par I’ajout de PBS a 4°C. Des suspensions d’oocystes
soniqués suivant ce protocole induisent une toxoplasmose chez la souris, méme si ce genre de

bio-essai est peu informatif puisqu’il suffit d’un sporocyste viable pour entrainer 1’infection.

Sur le modele développé avec 1’anticorps 3G4, des essais préliminaires sont conduits
pour vérifier la faisabilit¢ d’une IMS-4B6. La méthode directe (méthode B dans le paragraphe

3.1.3.2.) permet la récupération de 80% des sporocystes, dans un volume d’incubation de 10
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ml (contre 0,5 ml pour une IMS-3G4), ce qui a pour effet de diminuer les interactions billes-

débris.

Les billes P.A.R.I.S. BM0829 capturent les sporocystes intacts (figures 22A et 22B)
ou fragmentés (figures 22C et 22D) mais aussi les parois libres d’oocystes dont la face interne
est accessible a 4B6. Les oocystes intacts ou ceux dont la paroi interne n’est pas correctement
exposée ne sont pas reconnus. Les parois libres qui sont capturées ne sont pas observées dans
la suspension finale de sporocystes car elles semblent étre détruites pendant 1’¢lution. Apres
¢lution, les sporocystes peuvent étre détectés par IFI-4B6. Cela confirme la persistance des

structures antigéniques reconnues par 4B6 apres ¢lution en conditions acides.

A
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Figure 22 : Fixation des billes P.A.R.I.S. BM0829 sur des sporocystes de toxoplasme
apreés 30 min d’IMS avec ’AcM 4B6. (A,B) Capture par le pole d’un sporocyste intact
(fleche épaisse) ; 3 sporozoites sont visibles a I’intérieur (fleches). (C,D) Sporocyste dont la
paroi est ouverte (téte de fleche), fixation particuliere au niveau de I’ouverture. Echelle = 5

um. x1000. B et D, observées sous UV.
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3.2.2. Application a la détection dans des eaux expérimentalement contaminées

3.2.2.1. Origine des échantillons d’eaux et contamination expérimentale

Trois types d’eaux sont ensemencés avec des oocystes :

- D’eau déminéralisée, de trés faible turbidité (0,03-0,07 NTU), sert de controle. Elle est

produite au CHU de Limoges. La prise s’effectue au robinet, dans le laboratoire.

- I’eau de consommation (<0,3 NTU) est I’eau potable produite par la ville de Limoges.
La prise a lieu en sortie de la station municipale de traitements des eaux, ou au robinet,

dans le laboratoire.

- les eaux de surface sont plutot de faibles turbidités (2,72-10,86 NTU). Elles sont
collectées a I’entrée de la station municipale, ou sur le cours urbain de I’ Auzette, petit

affluent de la Vienne.

La turbidité de chaque échantillon est mesurée par un turbidimétre (TN-100, Eurotech
Instruments). Le pH et la température sont mesurés par un pH metre (HI931000, Hanna

Instruments).

Dans un container en plastique, dix litres d’eau sont ensemencés avec environ 10 a 10*
oocystes sporulés, soit 1 a 10° oocystes / L. Un temps de 15 min est observé avant la
filtration. Apres chaque filtration, les containers et tubulures sont mis en contact avec de 1’eau
chaude (100°C), puis toute la nuit dans une solution détergente et bactéricide (Hexanios,
laboratoire Anios, Lille) pendant 24 h, et sont finalement rincés avec de I’eau déminéralisée

avant d’étre séchés.

3.2.2.2. Filtration et élution

Les échantillons sont filtrés sur capsule Gelman Envirochek™ standard (GES, porosité
de 1 um) avec une pompe Masterflex (Fisher Bioblock) a un débit maximal de 0,7 L/min. Les
containers sont rincés avec 200 ml du tampon d’¢lution et cette solution est filtrée. Les
oocystes sont élués de la capsule par un tampon PET qui contient 0,01% de Tween-80, 0,02%

de pyrophosphate de sodium et 0,03% d’EDTA. Ses propriétés éluantes sont supérieures a
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celles des tampons utilisés pour la recherche normalisée des cryptosporidies dans 1’eau (Inoue

et al., 2003).

La méthode d’¢lution est adaptée de celle de 'USEPA 1623 (USEPA, 2001). Elle a

lieu en deux étapes :

100 ml de tampon PET sont introduits dans la capsule

un temps de contact de 2x15 min est observé, la capsule en position verticale, orifice

d’entrée vers le haut (15 min), puis vers le bas (15 min)
cette solution est ¢luée dans un tube a centrifuger

100 ml de tampon PET sont introduits dans la capsule et celle-ci est agitée
latéralement sur une table a vitesse maximale (280 agitations/minute) pendant 15 min.

Puis la capsule est retournée et agitée 15 min supplémentaires.
cette deuxieme solution est ajoutée a la premicre
la capsule est vortexée pour récupérer le maximum d’¢€luat

1’€luat est centrifugé a 1250 g pendant 30 min a 4°C (sans frein)

3.2.2.3. IMS et microscopie

le culot de centrifugation (<0,25 ml ) est repris dans un volume final de 2 ml dans le

tampon d’incubation PBS-1%BSA-0,05%Tween-20.

la suspension est soniquée comme décrit précédemment et transférée dans un tube de

Leighton. Le volume est complété a 10 ml avec le tampon d’incubation.

100 pl de billes P.A.R.I.S. BM0829, recouvertes préalablement de 1’anticorps 4B6

(annexe 13), sont ajoutés et le mélange est incubé pendant 30 min a 4 rpm.

les billes sont aimantées pendant 5 min par un aimant MPC-L (Dynal Biotech) et le

surnageant est retiré
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- les billes sont reprises dans 1 ml de tampon d’incubation et aimantées pendant 2 min
comme décrit dans le paragraphe 3.1.3.2.. Un lavage des billes avec 1 ml de tampon

est réalisé pour les eaux de surface.

- les oocystes sont élués par 200 pl d’H,SO4 a 2% comme décrit précédemment.

3.2.2.4. Résultats

La capsule GES a permis de filtrer sans colmatage tous les prélévements quelque soit
leur turbidité. Aprés filtration et IMS, des sporocystes sont détectés dans 13/14 échantillons
surchargés, quelque soit 1I’inoculum (tableau 14). La teneur en débris est minimale dans la
suspension finale de sporocystes. Le rendement est plus élevé pour des eaux non turbides (eau
distillée et eau de boisson, jusqu’a 0,29 NTU). Dans ces échantillons, il est possible de

détecter environ la moiti¢ de trés faibles inoculums (1 et 10 oocystes/L).

L’analyse d’eaux de surface montre un rendement de 17,8% a 32,5% pour un
inoculum de 10 oocystes/L. Ce pourcentage n’est pas amélioré avec des inoculums plus
importants. L’influence de la turbidité sur cette méthode ne peut pas étre déterminée

clairement étant donné le petit nombre d’expérimentations.
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Nombre d’oocystes sporulés /10 .  Nombre d’oocystes Type d’eau Turbidit¢ pH  Nombre de sporocystes Rendement (%)
(nombre équivalent en sporocystes) sporulés /L (NTU) comptés par microscopie
94+34 1 Eau déminéralisée
(18,8 £6,7) CHU 0,05 549 12 63,8
CHU 0,05 549 9 47,9
Eau de surface
Auzette 8,67 743 0 0
98,4 £10,3 10 Eau déminéralisée
(196,8 + 20,6) CHU 0,03 545 92 46,7
CHU 0,07 5,45 123 62,5
Eau potable
Station municipale 0,08 8,20 88 447
Robinet (CHU) 0,29 8,16 59 30,0
Eau de surface
Auzette 10,86 7,24 35 17,8
Auzette 5,16 7,30 64 32,5
Station municipale 2,72 6,47 57 29,0
984,0 £103,2 100 Eau de surface
(1967,8 £ 206,5) Auzette 8,50 7,24 680 34,6
Station municipale 2,85 6,43 163 8,3
9838,8 £ 1032,4 1000 Eau de surface
(19677,6 + 2064,8) Auzette 9,92 7,33 3600 18,3
Auzette 10,26 7,30 5331 27,1

eCl

Tableau 14 : Rendement de récupération de sporocystes apreés filtration et IMS-4B6 d’eaux expérimentalement contaminées.
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3.2.3. Discussion

Les techniques classiques d’IMS sont basées sur la reconnaissance des protozoaires
dans leur intégralité, sans fragmentation préalable. La purification des sporozoites de
toxoplasme par IMS parait inappropriée car elle serait trop dépendante du rendement du
dékystement et de la turbidité des échantillons. En revanche, I’'IMS des sporocystes présente

plusieurs avantages :

- apres sonication, la surface des sporocystes est trés accessible aux billes, car peu de

débris d’origine hydrique y adhere.
- T’extraction d’ADN est facilitée par 1’élimination de la paroi de I’oocyste.

La principale difficulté est d’obtenir un rendement homogéne de sporocystes intacts
aprés sonication, quelque soit la quantité et la qualité du culot de filtration. Le rendement de
la sonication influence directement I’IMS ce qui peut expliquer les différences observées dans
les pourcentages de récupération pour un méme inoculum (tableau 14). En pratique, le
protocole de sonication est adapté pour un culot < 0,25 ml dilué¢ dans un volume final de 2 ml.
Les culots plus importants sont aliquotés sous 0,25 ml. La sonication est pour I’instant la
seule méthode physique efficace pour libérer massivement les sporocystes (Freyre et Falcon,

2004).

L’IMS-4B6 détecte 1 oocyste/L en conditions non turbides et 10 oocystes/L d’eaux de
boisson ou de surface. Elle permet une bonne séparation des oocystes des débris organiques et
inorganiques présents dans les eaux de surface avec un minimum de débris résiduaires dans la
suspension finale. Villena et al. (2004) détectent 1 oocyste/L en conditions non turbides et
100/L dans des eaux de surface, par flottation sur saccharose-phénol, PCR et inoculation a la
souris. Il est évident que la turbidité diminue le seuil de détection mais il existe deux

différences principales entre les deux études :

- les volumes d’eaux ensemencés sont plus importants dans 1’étude de Villena et al.
(2004) : 100 L pour les eaux non turbides et 40 L pour les eaux de surface (contre 10 L
dans notre étude). Etant donné la faible densité des oocystes dans un prélévement pris
aléatoirement, les toxoplasmes doivent étre recherchés dans le plus grand volume

possible. Cependant, cela pose un probleme quand on veut évaluer une méthode de
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concentration comme la notre car la répartition des protozoaires dans I’eau n’est pas
homogene. Le volume devient alors un paramétre critique pour déterminer le
rendement de récupération (DiGiorgio et al., 2002). La filtration de faibles volumes

(10 L) permet de diminuer I’influence de ce paramétre.

- la deuxiéme différence concerne le mode de mise en évidence des toxoplasmes apres
I’étape de purification. Les toxoplasmes purifiés par IMS-4B6 sont quantifiés par
microscopie alors que la PCR et I’inoculation a la souris sont des méthodes
qualitatives (Villena et al., 2004). Leur positivité peut masquer des rendements de
récupération trés variables. A titre indicatif, les rendements moyens de récupération
des oocystes de Cryptosporidium parvum par la méthode AFNOR NFT90-455 sont de
41,3% et 56,1%, respectivement a partir d’eau potable contenant 1 oocyste/L et a
partir d’eaux de surface contenant 10 oocystes/L. Dans cette méthode, le nombre

d’oocystes de C. parvum concentrés par IMS est déterminé par immunofluorescence.

3.3. Conclusion

Nous avons développé une méthode de recherche des oocystes de toxoplasme dans
D’eau par filtration, élution, sonication et IMS en utilisant I’anticorps monoclonal 4B6 qui

reconnait spécifiquement la paroi du sporocyste.

Cette méthode permet de détecter 1 oocyste/L d’eau non turbide et 10 oocystes/L
d’eau faiblement turbide (environ 10 NTU).
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4. Prévalence du toxoplasme dans I’environnement et
dans des réservoirs animaux soumis a une infection

par les oocystes

Le parasite est recherché dans I’environnement :
- dans les eaux de surface pouvant étre naturellement contaminées par les oocystes
- chez des hotes bio-indicateurs de la présence d’oocystes dans l’eau ou le sol :
o animaux d’élevage : ovins, bovins et poulets.

o animaux sauvages : le ragondin (rongeur aquatique), d’autres rongeurs, ainsi
que des especes qui permettent une dissémination du parasite a distance

(oiseaux).

4.1. Méthodologie

La méthodologie utilisée pour détecter le toxoplasme dans I’eau intégre I’IMS-4B6
développée précédemment. Les cryptosporidies et les Giardia sont également recherchées

dans certains prélévements, selon le protocole décrit dans 1’annexe 14.
Chez I’animal, I’infection toxoplasmique est mise en évidence par ADHS et le parasite

est recherché dans les tissus contaminés par les techniques décrites dans 1’annexe 15.

4.1.1. Dans ’eau

4.1.1.1. Stratégies d’échantillonnage

Pour optimiser la détection d’oocystes dans les eaux de surface, des sites de

prélévements ont été sélectionnés en tenant compte d’un ou plusieurs critéres :
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- présence de points d’eau stagnante de faible surface (bassins, mares, rigoles a faible

écoulement) accessibles aux chats et aux hotes intermédiaires.
- présence réguliere de chats (errants et domestiques)
- sites soumis a un ruissellement en périodes de fortes précipitations.

- présence d’animaux infectés par le toxoplasme (notamment troupeaux ovins avec cas

récents d’avortements toxoplasmiques).

- tout point d’eau susceptible d’étre contaminé et présentant un risque dans la

transmission a I’homme et aux animaux.
Cinquante prélévements ont pu étre analysés :

- 14 proviennent du cours supérieur de la Seine (entre Paris et 1’estuaire). Ils ont été
prélevés et soumis a une recherche de cryptosporidies et de Giardia en juin et juillet
2002 par le laboratoire de Parasitologie de Rouen (L. Favennec, G. Gargala). A leur
arrivée a Limoges, sous forme de culots d’¢lution des cartouches de filtration, les
prélevements ont été centrifugés une fois et conservés en HoSO4 2% jusqu’a IMS (soit

une durée de 3 ans).

- 36 proviennent de plusieurs localités de Haute-Vienne et du nord de la Dordogne
(carte A, annexe 16). La majorité des échantillons a été prélevée de mars a juillet
2005, apres le développement de I’'IMS. La recherche des cryptosporidies et des
Giardia n’a pas été systématique (pour 14/36 prélévements). Sur certains sites, des

prélevements de sol et de féces de chats ont été aussi analysés.

4.1.1.2. Méthodologie

Les oocystes sont recherchés dans I’eau par filtration, IMS-4B6 et IFI-4B6 sur la
moitié du prélévement, et si I’IFI est positive, par bio-essai chez la souris et/ou par PCR en

temps réel.
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Filtration — IMS — IFI

Les eaux de surface sont prélevées dans des containers en plastique numérotés qui sont
conservés a 2-8°C jusqu’a analyse (au maximum 3 jours). La décontamination des bidons
ainsi que des tuyaux de filtration consiste en un choc thermique pour tuer d’éventuels
oocystes et un trempage toute la nuit dans une solution détergente et bactéricide (Hexanios,
laboratoires Anios, Lille). L’ensemble des analyses est fait au laboratoire. Quelques

prélévements ont pu étre filtrés sur site :
- la filtration et 'IMS-4B6 sont effectuées telles que décrites dans le paragraphe 3.2.2..

- dans le cas de prélévements de forte turbidité (>10-20 NTU), le culot de centrifugation
de I’¢luat peut atteindre plusieurs millilitres. Une pré-purification par flottation sur une
solution de saccharose-phénol (densité 1,15 - annexe 4) est réalisée sur ce culot, suivie

ou non de I’IMS.

- la suspension finale obtenue aprés IMS est neutralisée par un volume égal de NaOH a

3,3% et centrifugée a 1250 g pendant 10 min et repris dans 100 ul d’ED.
- 50 pl du culot sont réservés pour I’TFI.

- DP'IFI-4B6 est réalisée comme décrite dans la section précédemment. Une observation

de la préparation sous UV est également réalisée.
Extraction d’ADN

Si un prélevement est positif en IFI, ’ADN toxoplasmique est recherché par PCR en
temps réel sur 25% de la quantité de prélévement au départ. L’ADN est extrait des

sporocystes selon une méthode adaptée de celle de Zhao et al., 2001 :

- les sporocystes sont lysés toute la nuit dans 60 pl de tampon SDS-EDTA-protéinase K
(annexe 17), a 65°C.

- les sporocystes sont lysés dans un deuxieéme tampon, 350 pl de tampon CTAB (annexe

16) pendant 1 h a 60°C.

- D’ADN est précipité par 410 ul d’éthanol absolu.
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- I’ADN est purifié en suivant les instructions fournies dans le QIAamp® DNA mini kit

(Qiagen, Courtabeeuf, France).
- I’ADN est ¢lué¢ sous 50-100 pul de tampon Tris-EDTA
PCR en temps réel

Le gene AF146527 est la cible recherchée car il est répété 200 a 300 fois dans le
génome du toxoplasme (Homan et al., 2000) (annexe 18). Cinq microlitres d’ADN sont
ajoutés a 15 ul de mix (annexe 18) dans des capillaires en verre (Roche Diagnostics, Meylan,
France) L’amplification d’un fragment de 121 pb est réalisée par un LightCycler (Roche

Diagnostics, Meylan, France) :
o dénaturation intiale 2 min a 50°C puis a 95°C pendant 10 min
o 50 cycles d’amplification : 95°C (5 s), 60°C (10 s) et 72°C (15 s) / cycle

Pour chaque prélévement, 1’amplification est effectuée en duplicate et un contrdle
interne (ADN équivalent a 20 tachyzoites) est également amplifié pour vérifier la présence
d’inhibiteurs de PCR dans les ADN extraits. Les résultats sont analysés par le logiciel

LightCycler Data Analysis (Roche Diagnostics, Meylan, France).

4.1.2. Dans le sol et les féces

L’IMS n’est pas utilisée pour la recherche du toxoplasme dans les matrices solides en

raison du volume trop important de débris a traiter.
Pour les prélévements de sol :
- un maximum de 100 grammes est agité toute la nuit dans 200 ml de tampon PET

- la solution est filtrée sur un tamis métallique de 500 um, centrifugée a 1200 g (10 min

a 4°C) puis purifiés par flottation sur saccharose-phénol.
Pour les feces :

- ils sont conservés a +4°C jusqu’a analyse. La méthode choisie est la flottation de

Janeckso-Urbanyi.

129



Partie 2 Prévalence du toxoplasme dans |’environnement

4.1.3. Dans les tissus animaux

4.1.3.1. Stratégie d’échantillonnage

Cette stratégie est donnée ci-dessous, avec les résultats obtenus dans les paragraphes

concernant chaque groupe d’especes testées (paragraphe 4.3.).

4.1.3.2. Méthodologie

Tous les animaux sont testés au préalable par ADHS. Le sang est prélévé sur tube sec :
- alaveine jugulaire chez les ovins, bovins et poulets (apres décapitation)

- dans la cavité cardiaque pour les animaux sauvages tués ou euthanasiés (a défaut la

sérologie a pu étre faite a partir du fluide cardio-thoracique).

Le parasite est ensuite recherché chez les animaux séropositifs par digestion pepsique

du cerveau et/ou du coeur selon la méthode de Dubey (1998c¢) (annexe 15).

4.1.4. Typage génétique des toxoplasmes isolés

Le typage génétique des isolats de toxoplasme repose sur I’analyse du polymorphisme
allélique de cinq marqueurs microsatellites : TUB2, W35, TeM-A, BI8 et B17 (annexe 19)
(Ajzenberg et al., 2002a ; 2004 ; 2005). Leur association permet un typage trés résolutif qui
peut mettre en évidence des recombinaisons alléliques, non détectés par la méthode classique
de typage unilocus par SAG2 PCR-RFLP. Le typage est réalis¢ aprés amplification des
séquences par PCR multiplexe (Ajzenberg et al., 2005) :

- I’ADN est extrait du cerveau ou du liquide d’ascite des souris infectées par les isolats

d’origine animale avec le kit Q[TAamp® DNA mini kit (Qiagen, Courtabeeuf, France).

- les amorces sont synthétisées par Applied Biosystems (Courtabeeuf, France). Pour
chaque paire d’amorce, une amorce est couplée a la 6-carboxyfluorescéine (6FAM) ou
a I’hexachloro-6-carboxyfluorescéine (HEX) a D'extrémité 5’ (annexe 19) afin de

déterminer la longueur des produits de PCR sur séquenceur automatique

- la PCR est réalisée avec le QIAGEN® Multiplex PCR kit (Qiagen, Courtaboeuf,
France) : 0,04 uM de chaque amorce (Roche Diagnostics, Meylan, France), 4 pl
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d’ADN et 6 ul d’eau sont ajoutés dans le Multiplexe Master Mix fourni par QIAGEN

(concentration finale 1x) dans un volume total de 25 pl.

- lamplification est réalisée par un thermocycler GeneAmp® PCRSystem 2700

(Applied Biosystems, Courtaboeuf) :
o dénaturation intiale a 95°C pendant 15 min
o 35 cycles d’amplification : 94°C (30 s), 63°C (3 min) et 72°C (60 s) / cycle
o extension finale a 60°C pendant 30 min

- les produits de PCR sont visualisés, avec un marqueur de poids moléculaire V (Roche
Diagnostics, Meylan, France), aprés électrophorése sur un gel d’agarose (2% m/v)

contenant du bromure d’éthidium (figure 23).

- suivant I’intensité des bandes observées, les produits de PCR sont dilués jusqu’au 1/15
dans du formamide désionisé, avant électrophorese sur séquenceur automatique. Un
microlitre de chaque produit dilué¢ est mélangé avec 0,5 pl du marqueur de taille
fluorescent GeneScan™ ROX 500 (75-500 pb, Applied Biosystems, Courtaboeuf) et

23 pl de formamide désionisé

- ce mélange est dénaturé et analysé par ¢lectrophorése sur un gel POP4 de
polyacrylamide retenu dans un capillaire (47cm / 50 pum) (Applied Biosystems,
Courtaboeuf). L’émission de fluorescence est enregistrée par un séquenceur
automatique (Abiprism 310 collection 1.0, Applied Biosystems, Courtabceuf) et
analysée par le logiciel GeneScan™ Analysis version 2.1 (Applied Biosystems,

Courtabceuf).

La figure 24 montre le profil de migration obtenu pour un isolat de type II aprés
¢lectrophorese des produits de PCR sur séquenceur automatique. A chaque pic significatif de
fluorescence correspond un allele et sa longueur en pb. Un génotype est caractérisé par une
combinaison particuliere d’alle¢les (annexe 20). Un allele est souvent commun a plusieurs
types, ce qui démontre la nécessit¢ d’une analyse multilocus pour étudier la diversité

génétique du toxoplasme.
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Figure 23 : Exemple d’électrophorése sur gel d’agarose aprés amplification de cinq

marqueurs microsatellites par PCR mulitplexe (Ajzenberg et al., 2005). Pistes, isolats : 1,
BK; 2, ME49 ; 3, NED ; 4, BOU, 5, DEG ; 6, RMS-2001-MAU ; 7, PSP-2003-KOM ; 8,
GUY-2002-MAT ; V, marqueur de poids moléculaire.
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Figure 24 : Exemple d’électrophorése des produits de PCR multiplexe d’un génotype 11

(Me49) sur séquenceur automatique (Ajzenberg et al., 2005).
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4.2. Prévalence des oocystes dans 1’eau, le sol et les feces
Les oocystes de toxoplasme ont été recherchés sur un total de :
- 50 prélévements d’eaux, principalement de surface (tableau 16). Ils ont été classés

selon des critéres géographiques et en tenant compte également d’un certain contexte

épidémiologique.
- 5 prélévements de sol
- 11 pools de féces de chats errants ou domestiques

Nous avons trouvé quatre prélévements d’eaux de surface contaminés avec des
¢léments parasitaires d’origine coccidienne, autres que les cryptosporidies (PVT N°5, 16, 23,
30) (tableaux 15 et 16) : oocystes ou sporocystes. Les caractéristiques morphologiques et les
propriétés d’autofluorescence de ces ¢léments les rapprochent des genres Toxoplasma,
Hammondia, Neospora ou Sarcocystis (tableau 15). Ces éléments ont été retrouvés en IMS-
4B6 pour deux prélevements (PVT 5 et 30) et par flottation et autofluorescence pour deux

autres (PVT 16 et 23).

Malheureusement, 1’inoculation a la souris et/ou la PCR n’ont pas confirmé la nature
toxoplasmique de ces ¢léments parasitaires. Cette absence de conclusion sur la nature de ces

¢léments souligne la limite de ’IMS-4B6 en raison des réactivités avec d’autres coccidies.
D’autres protozoaires ont en revanche pu étre identifiés.

Les cryptosporidies et les Giardia ont été recherchés dans 28/50 prélévements (tableau
16) :

o 17 prélévements sont contaminés par des cryptosporidies
o 13 par des Giardia
o 11 par des cryptosporidies et des Giardia

Le prélévement 8, provenant d’un abreuvoir pour poulets, était trés contaminé par des
oocystes d’Eimeria sp. (tableau 16). Ces oocystes ont présenté une réactivité en IFI avec

I’AcM 4B6.
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Aucun toxoplasme n’a été détecté dans les prélévements de sols, ni dans les féces
provenant de différents sites (notamment du site carte E, annexe 16). D’autres oocystes ou

sporocystes du genre Eimeria, Isospora et Sarcocystis ont été isolés et réagissent avec I’AcM

4B6 en IFI.

134



Gel

PVT N°

Caractéristiques des stades observés Inoculation
Morphologie / Réactivité en IF1 / Autofluorescence / Taille / Signe de viabilité® a la souris

PCR en temps réel

16°

23°

30°

o 1 sporocyste intact NF?
IFI+ / autofluorescence -
8x 5 um
pas de sporozoites visibles : pas de signe de viabilité

o 1 oocyste sporulé, abimé, contenant 2 sporocystes Négative
IFI non faite / autofluorescence +
mesure difficile en raison de la présence de nombreux débris mais
morphologie Toxoplasma-like
contenu interne granuleux : pas de signe de viabilité

o 1 oocyste sporulé contenant 2 sporocystes Négative
IFI non faite / autofluorescence ++
13,6 x 12,6 pum
sporozoites visibles : pas de signe de viabilité

o 1 oocyste sporulé, abimé, contenant 2 sporocytes
10,5 x 8,4 um (en raison de la paroi rétractée)
IFI non faite / autofluorescence +
sporocystes vides : oocyste non viable

o 1 sporocyste intact NF
IFI+ / autofluorescence +
9,6 x 7,2 um
contenu non granuleux : pas de signe de viabilité

Négative

Négative

Négative

Négative

Tableau 15 : Prélévements d’eaux de surface contaminées avec des éléments parasitaires d’origine coccidienne. * en I’absence d’un test

de viabilité existant pour I’oocyste de toxoplasme, les signes de viabilité sont basés sur 1’observation du contenu interne des sporocystes en

microscopie en contraste de phase. ° prélévements analysés aprés flottation sur saccharose-phénol ; pas d’IMS ni d’IFI. € prélévement en sortie

de station d’épuration. 4 NF, non fait.

g o1 g
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PVT N°

Type*

Volume traité Turbidité

(NTU)

(L)

pH

T°C

Nb Cryptosporidium sp. / L

Nb G. intestinalis | . Toxoplasma-like

Cours de la Seine (CHU Rouen) (ND, données non disponibles)

10
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

0,6
1,6
1,6
0,2
2,6
0,25
0,375
1,5
1,88
4,13
0,75
1,5

0,125

0,4

1,2

1,8

4,13

3,38

3,38

10,13

g o1ivg
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PVT N°

Type®

Volume traité Turbidité
(NTU)

(L)

pH

T°C

Nb Cryptosporidium sp. / L

Nb G. intestinalis | L.  Toxoplasma-like

Prélevements d’eaux de surface entrant dans la filiére de potabilisation de I’eau de boisson

18
19
20
21
22
28°
43¢

S
S
S
S
S
C
S

17
20
20
20
20
400
500

NF¢
NF
NF
NF
NF
0,06
0,1

NF
NF
NF
NF
NF
8,1
6,3

NF
NF
NF
NF
NF
24

15

0,058
0,15
0

0
0,05
NF
NF

Zones résidentielles urbaines/semi-urbaines (exemples cartes C et D, annexe 16)

NUTS NEEY | T U VO NG

C

“ O 0O 0 0

40
30
20
20
20
28
30

2,71
3,60
35,57
7,96
6,15
3,20
3,83

7,41
7,48
7,19
7,37
7,34
7,22
7,40

12
13
11
12,5
12,5
13
10

0,05
0

0

0
NF
NF
0

1,76

0,05
NF
NF

S O O O

NF

g o1ivg
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PVT N° Type' Volume traité Turbidité pH T°C Nb Cryptosporidium sp. / L Nb G. intestinalis | L.  Toxoplasma-like
L) (NTU)

9 C 20 69,7 7,31 13 NF NF

11 C 40 9,04 5,83 10 NF NF

15 C 10 13,86 7,95 NF 0 0

42 S 20 8,53 7,61 20 NF NF

50 C 18 28,57 7,18 21 NF NF

Point de nourrissage de chats errants en zone rurale (carte E, annexe 16)

16 S 0,20 NF NF 18 NF NF X

17 S 40 1,61 6,86 18 NF NF

23 S 0,45 NF NF 25 NF NF X

24 S 20 78,3 6,93 25 NF NF

25 S 10 20,3 6,77 25 NF NF

26 S 10 27,4 6,56 21 NF NF

27 S 3 NF 6,56 21 NF NF

Exploitation ovine avec antécédents récents de toxoplasmose et présence de ragondins infectés (carte B, annexe 16)

12
13

C
C

10
20

10,48
4,37

7,34
6,84

NF
NF

NF
NF

NF
NF

g o1ivg
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PVT N° Type' Volume traité Turbidité pH T°C Nb Cryptosporidium sp. / L Nb G. intestinalis | L.  Toxoplasma-like
(L) (NTU)
14 S 20 1,42 6,20 NF 0 0
44 S 20 5,39 6,77 21 NF NF
45 C 20 7,12 6,54 21 NF NF
46 S 20 10,05 6,57 21 0 0,1
47 S 12 28,37 6,89 21 NF NF
48 S 18 12,01 7,03 21 0,06 0,61
49 S 30 2,42 6,49 20 NF NF
Elevage de volaille ou des toxoplasmes ont été isolés de poulets séropositifs (cf. section 4.3.3.)
8 S 2,5 40,45 6,92 18 NF NF

Tableau 16 : Caractéristiques des 50 prélévements d’eaux réalisés dans différents contextes épidémiologiques. * C, eau courante ; S, eau

stagnante. b, eau potable, au robinet. ©, eau d’un puits. dNF, non fait.

6¢1
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4.3. Prévalence chez les animaux d’¢élevage

Nous avons choisi d’étudier la prévalence du toxoplasme chez les ovins, les bovins et

le poulet pour plusieurs raisons :

outre le fait que ces animaux s’infectent via les oocystes, ils constituent un réservoir
important d’infection pour [’homme. En effet, les viandes de beeuf, de poulet et
d’agneau sont respectivement les premiere, troisieme et quatrieme viandes les plus
consommées en France’. Les viandes de beeuf et d’agneau sont souvent consommées

peu cuites.

les productions bovine et ovine sont les deux premieres productions animales en
Limousin. Les conduites extensives d’élevage favorisent un contact avec les oocystes
presents dans le sol et dans ['eau. De la méme facon, les poulets élevés
traditionnellement, en plein air, semblent plus exposés au toxoplasme que des poulets

d’élevages industriels.

la séroprévalence actuelle de la toxoplasmose chez les animaux de boucherie est a
preciser. La prévalence parasitaire et le génotype des toxoplasmes isolés de la viande

ovine, bovine ou de poulet sont peu ou pas connus.

Les travaux présentés dans cette partie sont considérés comme préliminaires a des

études futures, plus extensives, qui devront apprécier le risque de contamination humaine liée

a la consommation de viande en général.

4.3.1. Ovins

Nous avons voulu montré deux aspects de la toxoplasmose ovine, en présentant le

résultat de deux études de séroprévalence (i) dans un élevage présentant des antécédents

d’avortements toxoplasmiques et (i1) parmi les animaux abattus en Limousin et destinés a la

consommation.
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4.3.1.1. Séroprévalence dans une ferme avec antécédents d’avortements toxoplasmiques

o Contexte

Cette exploitation de 80 ha est située dans une commune du nord de la Dordogne (24).
Sa production animale est entierement ovine. Le troupeau est constitu¢ de 510 animaux
répartis en : brebis (350), agneaux (/50) et béliers (/0). La ferme est isolée mais certaines
prairies ¢éloignées d’1 km sont limitrophes d’un village d’une centaine d’habitants. L’¢leveur a

un chat male agé de 6 ans.

Le troupeau a connu deux épisodes d’avortements toxoplasmiques, concernant 6
brebis en novembre 2003 puis 5 agnelles en février 2004, toutes en fin de gestation (120-
150j). Un test ADHS commercial (ToxoScreen™, bioMéricux) a mis en évidence des
sérologies tres positives (1/8000) chez les agnelles qui ont avorté (analyses réalisées par la
laboratoire vétérinaire départemental de la Haute-Vienne). Des antécédents d’avortements
avaient été signalés en 2002 et associaient sur la période, Chlamydia psittaci (agent de la
chlamydiose), Coxiella burnetii (agent de la fievre Q) et Toxoplasma gondii comme agents
étiologiques. Le vaccin Ovilis Toxovax®, vaccin antitoxoplasmique destiné aux seuls ovins,

n’est pas utilisé par I’¢éleveur.
o Meéthodologie

La campagne de prélevements s’est déroulée en mai 2004. Le sérum des animaux est
testé¢ au 1/20, 1/40 et 1/400. Le lot A est constitué d’agnelles et de leur(s) agneau(x), et de
brebis issus du troupeau dans lequel les avortements ont eu lieu au mois de février 2004. Des

agneaux, nés a la méme période (février-mars 2004) dans un autre lot, sont également testés

(lot B).

Un questionnaire est proposé a 1’éleveur pour connaitre ses pratiques d’élevage et

identifier la ou les source(s) de contamination. Son chat est test¢ en ADHS.
o Résultats

La séroprévalence globale de la toxoplasmose est de 61,1% (43/79 animaux) (tableau

17). 76,7% des agnelles exposées au toxoplasme quatre mois auparavant ont une sérologie

3 D’aprés I’enquéte INCA 1999, enquéte nationale sur les consommations alimentaires des adultes et des enfants
* Ce vaccin est commercialisé par la société Intervet
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trés positive (>1:400). Le statut immunitaire de leur(s) agneau(x) n’a pu étre évalué que dans
cinq cas. Tous les agneaux sauf un sont positifs. Les brebis du méme lot ont une prévalence
plus faible (23,8%). Des agneaux nés en février-mars mais qui n’auraient pas €t€ exposés au

toxoplasme (lot B) ont une séroprévalence de 47,8%.

Animaux ADHS Total (% positifs)

<1/20 1/20 1/40 >1/400

Lot A
Agnelles 7 23 30 (76,7%)
Brebis 16 3 2 21 (23,8%)
Agneaux 1 1 3 5 (80,0%)
Lot B
Agneaux 12 6 5 23 (47,8%)
Total 36 10 33 79 (61,1%)

Tableau 17 : Séroprévalence de la toxoplasmose dans un troupeau ovin sujet a des cas

récents d’avortements toxoplasmiques.

L’effectif prélevé (n=79) représente 15% du cheptel (n=510). Il est faible mais
correspond aux seuls animaux qui étaient encore en bergerie au mois de mai. Seulement cinq
couples agnelles-agneau ont pu étre testés a partir des 23 agnelles positives en ADHS. Les
autres agneaux correspondants étaient déja abattus a cette date. Les trois agneaux séropositifs
au 1/400 du lot A ont été abattus en aout 2004. Deux isolats de type II (FR-2004-Ovi ari 01 et

FR-2004-Ovi ari 02) ont été obtenus a partir du cceur de deux des trois agneaux.

A T’issue du questionnaire, la source de contamination n’a pu étre identifiée. Selon
I’historique d’¢levage, la contamination du lot d’agnelles aurait eu lieu lors du passage du
troupeau sur une prairie permanante voisine du bourg de la commune. Des chats sont
fréquemment observés dans cette prairie et aux abords du bourg. A I’inverse, un seul chat
visite, irréguliérement, la ferme en plus du chat du propriétaire. Son chat chasse beaucoup ce

qui ’expose au parasite (ADHS positive >1:400). Il fréquente les batiments d’¢levage et les
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réserves de fourrages mais n’a pas accés aux réserves de grains. Ces réserves font d’ailleurs

I’objet d’un contrdle des rongeurs et des insectes nuisibles.

Animaux ADHS Nb positifs/Nb total (%)

<1/20 1/20 1/40  >1/400

Agneaux
Bellac 59 2 2 7 14 /70 (15,7%)
Limoges 53 5 8 5 18/71 (25,4%)
Total 112 7 10 12 29/141 (20,6%)
Brebis
Bellac 13 4 16 20/33 (60,6%)
Limoges 14 3 16 19/33 (57,8%)
Total 27 7 32 39/66 (59,1%)
Total 139 7 17 44 68/207 (32,7%)

Tableau 18 : Séroprévalence de la toxoplamose chez les agneaux et brebis abattus en

Haute-Vienne.

4.3.1.2. Séroprévalence a I’abattoir

o Contexte
Les ovins proviennent de deux abattoirs :

- T’abattoir de Bellac (87) est situé dans un bassin majeur de la production ovine
frangaise (annexe 21). L’essentiel des animaux abattus sont des agneaux, agés de

moins de 10 mois (jusqu’a 1500/jour).
- T’abattoir de Limoges a une activité surtout bovine (« seulement » 300 ovins/jour).
o Meéthodologie

Agneaux et brebis sont sélectionnés aléatoirement sur la chaine d’abattage (1 agneau

sur 10 et 1 brebis sur 5) afin d’obtenir un bon échantillonnage des ¢levages d’origine. Les lots
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d’agneaux rassemblent généralement 20-30 animaux alors que les lots de brebis sont

inférieurs a 10. Les sérums sont analysés au 1/20, 1/40 et 1/400.

o Résultats

Les sérums de 207 ovins ont été analysés (141 agneaux, 66 brebis) (tableau 18). La

séroprévalence est de 20,6% (29/144) chez les agneaux et de 59,1% (39/66) chez les brebis.

L’essentiel des animaux abattus proviennent d’¢levages haut-viennois (tableau 19).

Provenance Agneaux Brebis Total
<1:20 >1:20 <1:20 >1:20
Allier 1 1
Aveyron 4 4
Charente 6 1 7
Charente-Maritime 1 1 2
Correze 1 | 1 3
Creuse 3 3
Dordogne 4 4
Indre 1 1
Lot 2 2
Lozere 3 1 4
Puy-de-Dome 2 7 9
Saone-et-Loire 1 1
Deux-Sevres 8 4 1 13
Vienne 9 1 2 3 15
Haute-Vienne 68 16 19 26 129
Pays-Bas 3 5 8
Indéterminée 1 1
Total (%) 112 (79,4) 29 (20,6) 27 (40,9) 39 (59,1) 207

Tableau 19 : Séroprévalence de la toxoplasmose chez les agneaux et brebis abattus en

Haute-Vienne selon leur origine géographique.
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4.3.2. Bovins

o Contexte

La séroprévalence de la toxoplasmose bovine est mal connue car certains tests
sérologiques ne sont pas applicables a ces animaux (cas du dye test) (Tenter et al., 2000).

L’ADHS est avec I’ELISA le test sérologique le plus sensible.
o Méthodologie

Les sérums (n=200) sont fournis par le Laboratoire Départemental d’Analyses et de
Recherche de la Haute-Vienne (Limoges). Ils proviennent de campagnes annuelles de
prophylaxie effectuées chez les animaux agés de plus de 24 mois. Deux sérums sont

sélectionnés par ¢levage et sont analysés au 1/20, 1/40 et 1/400.

o Résultats

La séroprévalence est de 27,5% (55/200) (tableau 20).

ADHS Nb positifs/Nb total (%)

<1/20 1/20 1/40 >1/400

145 10 30 15 55/200 (27,5%)

Tableau 20 : Séroprévalence de la toxoplasmose bovine en Limousin.

4.3.3. Poulets

o Contexte
Le poulet est devenu un bon modele d’étude de la diversité génétique des toxoplasmes
présents dans le sol et ’environnement. Les poulets proviennent de six élevages de plein air

situés en Haute-Vienne. Ces élevages sont spécialisés dans I’ornement mais certains poulets

sont abattus pour une consommation familiale.
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o Méthodologie

Pour chaque animal tué (age <6 mois), le sang, le cerveau et/ou le ceeur, sont prélevés
et sont déposés au laboratoire dans un délai maximum de 4-5 j. Le sérum est analysé par
ADHS. Le seuil de positivité est fix¢é au 1/10, et les sérums sont dilués de 2 en 2,
généralement jusqu’au 1/80. La prévalence du parasite dans les tissus des animaux

séropositifs est objectivée par inoculation a la souris du cerveau et/ou du ceeur apres digestion

pepsique.
o Résultats

54 poulets ont été analysés (tableau 21). La séroprévalence est de 18,5% (10/54). Les
animaux positifs de 1’élevage 4 ont une ADHS > 1/80 ; celui de 1’¢levage n°5 au 1/40. Pour
tous ces poulets, seul le cerveau a été inoculé, le cceur n’ayant pas été prélevé. Au total, cinq
isolats ont été¢ obtenus. Ils proviennent du méme élevage et sont de type II. Dans le méme
temps, des prélévements d’eau et de sols dans I’élevage n’ont pas permis d’isoler d’oocystes

(cf. paragraphe 4.2.).

Elevage n° Nb de poulets Nb de poulets positifs Isolement Isolat (génotype)
analysés (ADHS>1/10) (organes)

1 10 0

2 6 0

3 10 0

4 10 9 5/9 (cerveau)  FR-2005-Gal dom 01 (II)

5 8 1 0/1 (cerveau)
6 10 0
Total 54 10 (18,5%) 5

FR-2005-Gal dom 02 (II)
FR-2005-Gal dom 03 (II)
FR-2005-Gal dom 04 (II)
FR-2005-Gal dom 05 (II)

Tableau 21 : Caractéristiques biologiques et génétiques de la toxoplasmose chez des

poulets de plein air en Haute-Vienne
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4.4. Prévalence chez les animaux sauvages

4.4.1. Ragondins

o Contexte

Le ragondin (Myocastor coypus) est un rongeur sud-américain introduit en France en
1882 puis en 1925 pour I'industrie de la fourrure (Jouventin et al., 1996). En ’absence de
leurs prédateurs naturels, les animaux échappés des fermes d’¢élevage ont depuis colonisé une

grande partie des zones humides frangaises. La régulation de I’espéce est autorisée.
o Meéthodologie

Les ragondins proviennent de quatre zones rurales ou périurbaines de Haute-Vienne.

Le site n°4 est visible sur la carte B (annexe 16).

Les animaux sont capturés toute I’année avec des pieges-boites posés pres des galeries
d’accés a I’eau. Les ragondins sont analysés au maximum 3 jours apres leur capture. Le sexe
et ’age (<1 an ou >1 an) sont notés pour chaque animal. Le seuil de positivit¢ de I’ADHS est

fixé au 1/20. Le parasite est recherché dans les tissus des animaux séropositifs apres digestion

pepsique.
o Résultats

La population analysée est de 34 males, 17 femelles, et 3 individus indéterminés. Elle
est répartie en 30 ragondins <1 an, 23 ragondins >1 an et d’un individu d’age indéterminé. La
séroprévalence globale est de 20,4% (11/54) (tableau 22). Les animaux séropositifs sont 5
animaux <I an et 4 >1 an. Deux isolats (FR-2004-Myo coy 01 et FR-2005-Myo coy 01) ont
¢été obtenus a partir de deux ragondins adultes présentant des titres élevés (=1/320). Ces isolats

sont de génotype II.
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Site Nombre de Nombre de ragondins Isolement Isolat (génotype)
ragondins analysés positifs (ADHS>1/20) (organes)

1 36 5 1/5 (cerveau)  FR-2004-Myo coy 01 (II)

2 3 1 0/1

3 2 0

4 13* 5 1/3 (cerveau)  FR-2005-Myo coy 01 (II)

Total 54 11 2

Tableau 22 : Caractéristiques biologiques et génétiques de la toxoplasmose chez des
ragondins en Haute-Vienne. * dont deux femelles gestantes (une positive au 1/160, isolement

négatif).

4.4.2. Autres mammiferes

Ce sont surtout des rongeurs capturés occasionnellement dans les zones de piégeage
des ragondins (tableau 23). Les rongeurs sont trés majoritaires (14 animaux, 5 espéces). Un
rat surmulot (Rattus norvegicus) et un rat musqué ont présenté des sérologies positives (au

1/320 et 1/20 respectivement) mais le toxoplasme n’a pas été isolé.

Espece Nom vernaculaire  Nb positifs/Nb total Isolement
Erinaceus europaeus Hérisson d’Europe  0/1

Oryctolagus cuniculus Lapin de garenne” 0/1

Arvicola terrestris Campagnol terrestre  0/1

Mus musculus Souris domestique 0/6

Rattus rattus Rat noir 0/1

Rattus norvegicus Rat surmulot 1/3 Pas d’isolement
Ondrata zibethicus Rat musqué 1/4 Pas d’isolement
Total 2/17

Tableau 23 : Séroprévalence de la toxoplasmose chez 7 especes de mammiféeres sauvages

en Limousin. * animal congelé.

148



Partie 2 Prévalence du toxoplasme chez les animauxt

4.4.3. Oiseaux sauvages

o Contexte

Les oiseaux proviennent d’un centre de soins (Verneuil/Vienne, 87). Ce centre
recueille prés de 90% d’oiseaux (dont 50% de rapaces) et 8% de petits mammifeéres
(hérissons), de la région Limousin. Cette activité représente 350 a 400 animaux/an. Le gibier

et les animaux domestiques y sont en principe refusés.

Les principales causes d’admission sont les tirs sur especes protégées, les chocs avec
véhicule et les électrocutions. Les oiseaux convalescents sont nourris avec des poussins
d’¢élevage congelés (pour les rapaces) ou avec des vers (pour les autres espéces). En période

de reproduction (avril a juillet), de nombreux jeunes tombés du nid sont amenés au centre.
o Meéthodologie

La recherche porte exclusivement chez les animaux euthanasiés (50% dés
I’admission). Aprés injection d’une surdose de phénobarbital (200 mg/kg), les oiseaux sont
placés a 4°C et analysés au maximum 3 jours plus tard. L’ADHS est réalisée a partir du fluide
cardio-thoracique du 1/10 au 1/160. Le toxoplasme est mis en évidence dans le cceur et/ou le

cerveau des animaux séropisitifs par inoculation a la souris.
o Résultats

Vingt-huit oiseaux répartis en 16 especes ont été analysés. Le tableau 24 montre que
50% (14/28) d’entre eux étaient des rapaces. La séroprévalence globale est de 17,9% (5/28).
Quatre animaux positifs appartiennent a trois especes de rapaces : deux buses (Buteo buteo),
une effraie (7yfo alba) et une chouette hulotte (Strix aluco). Le cinquiéme animal est un
martinet noir (Apus apus), espece strictement insectivore. Les cinq oiseaux sont tous adultes

(age >1an).

Les titres en anticorps sont faibles (1/40 pour tous les oiseaux). L’examen direct du
cerveau des oiseaux positifs n’a jamais mis en évidence de kystes toxoplasmiques. Un seul
isolat a été obtenu a partir du cerveau d’une chouette hulotte adulte (FR-2003-Str alu 01). Cet
isolat est de génotype II. A notre connaissance, la chouette hulotte n’était pas connue jusqu’a

présent comme un hote du toxoplasme.
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Nb total d’oiseaux (Nb positifs)

Espéce Nom vernaculaire Nb positifs/Nb total Isolat (génotype)
Adulte Jeune
Rapaces
Accipiter nisus Epervier d’Europe 1 0/1
Buteo buteo Buse variable 4(2) 1 2/5 Pas d’isolement
Falco tinnunculus Faucon crécerelle 1 0/1
Tyto alba Effraie des clochers 3(1) 1/3 Pas d’isolement
Strix aluco Chouette hulotte 2(1) 2 1/4 FR-2003-Str alu 01 (1)
Autres
Tachybaptus ruficollis®  Grébe castagneux 1 0/1
Columba palumbus Pigeon ramier 1 0/1
Columba livia Pigeon domestique 2 0/1
Streptopelia decaocto® Tourterelle turque 1* 0/1
Apus apus Martinet noir 2(1) 1/2 Pas d’isolement
Delichon urbica Hirondelle de fenétre 1 0/1
Phylloscopus collybita Pouillot véloce 1 0/1
Parus caeruleus Mésange bleue 4 0/4
Corvus corone Corneille noire 1 0/1
Total 20 8 5/28 (17,9%)

Tableau 24 : Séropréalence de la toxoplasmose chez 16 espéces d’oiseaux en Limousin. * animal congelé.
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4.5. Discussion — circulation du toxoplasme dans I’environnement

4.5.1. Dans les matrices environnementales

L’analyse de 50 prélévements d’eaux de surface et de 16 prélevements de sols et de
feces de chats n’a pas permis de détecter d’oocystes de toxoplasme. Des éléments parasitaires
d’origine coccidienne (autres que les cryptosporidies) ont été isolés de 4 préleévements
hydriques. Parmi ces prélévements, 2 (n°16 et 23) provenaient d’une zone visitée toute
I’année par de nombreux chats errants d’ages différents. Ces chats font I’objet d’un contrdle
vétérinaire apres leur capture et leur stérilisation. D’une maniére générale, les populations de
chats errants rencontrées au cours de ce travail sont infectées par le virus de la leucose féline
(FeLV) et le virus de I’'immunodéficience féline (FIV). Les animaux FIV positifs sont
significativement plus infectés par le toxoplasme que les animaux FIV négatifs (D’ Amore et

al., 1997).

Nos résultats ne permettent pas de préciser la circulation des oocystes de toxoplasme
dans les matrices environnementales. Toutefois, ils confirment que la densité des oocystes est
probablement tres faible dans une eau de surface prise au hasard. Pour seule comparaison, une
prévalence d’environ 7%, basée sur la détection d’ADN toxoplasmique dans 139
prélévements d’eaux de surface, souterraines ou de consommation, a été enregistrée en

Champagne-Ardennes (Villena et al., 2004).
Plusieurs facteurs peuvent expliquer ces résultats :
- DPéchantillonnage

La campagne de prélévement n’a pu avoir lieu qu’apres la mise au point expérimentale
de I’'IMS, c’est-a-dire a partir de fin mars 2005 jusqu’a début juillet 2005. Cette période a été
particulierement séche, ce qui a probablement limité la survie des oocystes dans le sol.
D’autre part, le déficit en précipitations a limité les phénomenes de lessivage des sols et le
ruissellement des oocystes vers les points d’eau situés en bas de pente. A 1’opposé, ces
conditions ont eu 1’avantage de concentrer les éventuels oocystes présents dans les sites

visités (cf. figure 26, annexe 16, p.216, montrant une mare presque asséchée).
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Quatorze préléevements proviennent d’eaux courantes ou la probabilité¢ d’isoler des
oocystes semble plus faible que dans des eaux stagnantes. Sur chaque site, d’autres
caractéristiques physiques du milieu ont pu influer sur la détection d’oocystes : site soumis au
ruissellement, dimensions et profondeur du point d’eau prélevé. D’autre part, la végétation
bordant les points de prélévements pourrait agir comme un filtre naturel retenant les oocystes.
La mise en place de bandes de végétation dense autour des points d’eaux est d’ailleurs
préconisée par 1’Agence Américaine de Protection de I’Environnement (USEPA) pour
protéger certains sites sensibles a une contamination bactérienne et parasitaire de la part des

animaux d’élevage (Atwill et al., 2002).
- la nature des eaux

Les eaux de surface analysées présentent des constantes physico-chimiques (seuls le
pH et la température ont été mesurées) théoriquement compatibles avec la survie des oocystes
(tableau 16). La plupart des prélévements étaient assez turbides (>10-20 NTU) réduisant
d’une part la capacité de filtration des cartouches et augmentant, d’autre part, la quantité de

culot a traiter par IMS.

La sensibilité de toutes les méthodes de détection des protozoaires dans les eaux de
surface diminue significativement quand la quantité de débris dans chaque échantillon devient
trop importante (Villena et al., 2004 ; Zarlenga et Trout, 2004). Dans le cas de I'IMS, le
pourcentage de récupération de C. parvum peut chuter de 60-70% a 0% (Bukhari et al., 1998).
I1 varie cependant en fonction des kits employés (Bukhari et al., 1998 ; McCuin et al., 1998)
et de la nature des débris environnementaux. La différence de teneur en mati¢re organique
dans nos prélévements a pu modifier sur la sensibilité de I’IMS. Les étapes d’aimantation ont
di étre prolongées pour certains prélevements afin de bien séparer les billes des débris.
L’utilisation d’ultrasons avant la réaction d’IMS a aussi permis de diminuer les interactions
entre débris. D’autre part les eaux de la région Limousin étant parmi les plus ferrugineuses de

France, les ions Fe’" dissous ont pu interferer avec I’aimantation des billes magnétiques.
- les techniques de détection du parasite

Notre technique d’IMS-4B6, développée expérimentalement et testée en conditions
naturelles, ne détecte que les sporocystes. La technique nécessite donc une étape de sonication

des oocystes pour libérer les sporocystes. Le rendement de cette étape est difficile a contrdler
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car il varie probablement suivant la quantité¢ et la nature des débris dans un prélévement
donné. L’IMS a été remplacée par la flottation sur saccharose-phénol pour les échantillons de

turbidités élevées qui produisent des culots >1 ml (pour 7/50 prélévements).

Etant donné le faible nombre d’éléments observés en IFI dans chaque prélévement, les
résultats négatifs en PCR et par I’inoculation a la souris ne sont pas étonnants. Le bio-essai
chez la souris est toujours moins sensible que la PCR pour les échantillons environnementaux
(Villena et al., 2004). Nos PCR ont confirmé 1’absence d’inhibiteurs dans les échantillons n°5,
16, 23 et 30. L’aspect dégénéré, voire vide, de certains oocystes pourrait faire penser a une
dégradation naturelle de I’ADN dans chaque site de prélévement, expliquant la négativité de

la PCR.
- les éléments parasitaires détectés sont d’autres coccidies

Des oocystes ou des sporocystes ont été détectés dans 4 prélevements. Si ces éléments
ne sont pas d’origine toxoplasmique, nos résultats montrent toutefois qu’il est possible de
détecter par IMS des sporocystes de coccidies autofluorescentes probablement du genre
Hammondia, Neospora, Sarcocystis, Eimeria. Dans ce contexte, I’IFI ne permet pas toujours
d’identifier I’espece, étant donné le manque de spécificité de 1’anticorps 4B6. C’est pourquoi,
nous avons inclus la PCR pour chaque prélévement positif en IFI. Celle-ci est effectuée sur le
reste de I’échantillon et s’est révélée négative, ce qui, étant donné le faible nombre d’¢léments

parasitaires, n’exclut pas I’existence de toxoplasme dans la premiere moiti¢ de 1’échantillon.

4.5.2. Dans les réservoirs animaux domestiques

4.5.2.1. Réservoir ovin

Historiquement, les ovins sont considérés comme les animaux de boucherie les plus
contaminés par le toxoplasme (Tenter et al., 2000). L’utilisation de techniques sérologiques
différentes rend la comparaison des données difficiles (cf. tableau 2 p.42). Classiquement, la
séroprévalence augmente avec l'age des animaux. Cela est confirmé pour les agneaux et les
brebis abattus en Haute-Vienne : 20,6% des agneaux sont infectés contre 59,1% des brebis.
Nos résultats sont similaires a ceux de Laurensou (1987) qui détectait a 1’abattoir, en 1987,
une séroprévalence de 50,7% (109/215 ovins, surtout des agneaux de moins de 7 mois), en

utilisant un test Toxolatex (Fumouze). Ils différent de ceux de Pestre et al. (1962) qui avaient
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détecté 36% d’animaux infectés (principalement des brebis) par dye test, mais ces animaux

¢taient issus d’'un méme ¢€levage.

Notre méthode d’échantillonnage, sur les chalnes d’abattage, permet de limiter le biais
introduit par la provenance des animaux. Par cette méthode, 2 a 3 agneaux puis 1 a 2 brebis

d’un méme ¢€levage sont testés.

Nos résultats montrent globalement que les agneaux, qui représentent I’essentiel de

la consommation de viande de mouton, sont moins infectés que les brebis.

Certains ¢élevages peuvent étre trés contaminés en raison de la rémanence tellurique
des oocystes dans certaines parcelles humides. Ils sont a 1’origine d’avortements
toxoplasmiques récurrents d’ampleur variable : de quelques animaux a plusieurs dizaines
(Pestre-Alexandre et al., 1978), sans tenir compte des agneaux contaminés, nés
asymptomatiques. Nos investigations menées dans un élevage ayant présenté des cas récents
d’avortements toxoplasmiques n’ont pas permis de préciser les sources de contamination. La
raison principale est le délai entre la survenue des avortements, leur diagnostic et les
prélevements que nous avons effectués 3-4 mois apres. Il est possible d’améliorer ce délai en

sensibilisant les éleveurs et les vétérinaires a la toxoplasmose méme si cette protozoose ne

semble pas constituer un probléme majeur en santé ovine et animale en général.
4.5.2.2. Réservoir bovin

Plusieurs tests sérologiques, comme le dye test, ne sont pas utilisables chez ces
animaux (Esteban-Redondo, 1997). L’ADHS et I’ELISA semblent les techniques les plus
fiables.

La séroprévalence en Limousin est de 27,5%. En 1987, Laurensou (1987) a mis en
¢vidence, par Toxolatex (Fumouze), une séroprévalence de 35% (85/243) parmi les animaux
abattus en Corréze. La séroprévalence trouvée dans notre étude est plus élevée qu’en
Champagne-Ardennes (7,6% sur 1436 sérums analysés) (Villena, 2004), avec le méme test
sérologique utilis¢ (ADHS). Dans d’autres pays européens, des séroprévalences de 5% sont
enregistrées en Norvege, 14% en Suisse, 13 a 43% aux Pays-Bas, 41% en Espagne et 43% au
Portugal (Tenter et al., 2000). Nous n’avons pas pu avoir acces aux descriptifs des élevages
sélectionnés, mais le Limousin est une région d’¢levage extensif, ce qui favorise une
exposition importante des animaux au toxoplasme.
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Malgré des séroprévalences parfois €levées, il semblerait qu’une réponse immunitaire
assez forte limiterait la survie des parasites chez les bovins (Esteban-Redondo, 1997). Les

kystes seraient alors rapidement éliminés de leur organisme.

4.5.2.3. Réservoir aviaire

Notre étude de séroprévalence chez le poulet est la premi¢re menée en France. Elle
s’inscrit dans la préoccupation actuelle qui considére le poulet de plein air comme bio-
indicateur de la présence d’oocystes dans le sol (tableau 25). De plus, le poulet est un animal
de petite taille et un organe entier (cerveau ou cceur) peut étre enticrement traité pour isoler le

parasite.

Il est difficile de comparer la séroprévalence obtenue dans notre étude (18,5%) avec
celles d’autres pays (tableau 25) car 90% des poulets positifs, dans notre étude, proviennent
d’un seul ¢levage (tableau 21). Les autres études présentent le méme biais car le nombre
d’¢levages analysés est généralement assez faible (10 a 20) et plusieurs poulets sont testés par

¢levage.

Les études futures doivent intégrer des plans d’échantillonnages pertinents pour
¢évaluer le risque de toxoplasmose li¢ a la consommation de viande de poulet élevé en plein

air.
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Pays Nombre Séroprévalence  Génotype” Référence
Autriche 830 36,3% II Dubey, Edelhofer et al., 2005
Argentine 29 65% L II, IIT Dubey, Venturini et al., 2003
Brésil 82 39% I III Dubey, Graham et al., 2002
96 NEP I III Dubey, Graham et al., 2003a
40 40% I, III Dubey, Navarro et al. 2003
198 65% NF Da Silva et al., 2003
Burkina-Faso 40 NF 111 Dubey, Karhemere et al., 2005
Colombie 72 44,4% I III Dubey, Gomez et al., 2005
RD Congo 50 50% I II, III Dubey, Karhemere et al., 2005
Egypte 121 40% 11, 11 Dubey, Graham et al., 2003b
France 54 18,5% 1’ Etude présente
Grenade 102 52% L, IL, III, I+III Dubey, Bhaiyat et al., 2005
Kenya 30 13% II Dubey, Karhemere et al., 2005
Inde 185 39% NF Devada et al., 1998
741 17,9% I, r+ Sreekumar et al., 2003
Israél 96 47% I, III Dubey, Salant et al., 2004
Mali 48 NF I, III Dubey, Karhemere et al., 2005
Mexique 208 6% I, 1T Dubey, Morales et al., 2004
Pérou 50 26% I, 11T Dubey, Lévy et al., 2004
Portugal 225 27% I, 1 Dubey, Vianna et al., 2005
USA 129 17% I1, II1 Dubey, Graham et al., 2003¢

Tableau 25 : Diversité génétique du toxoplasme chez le poulet de plein air. * typage
unilocus par PCR-RFLP-S4G2 sauf ' typage multilocus par microsatellites selon Ajzenberg et
al. (2005), * par PCR-RFLP-SAG2 et 5 microsatellites selon Blackston et al. (2001), ‘par
PCR-RFLP-SAG?2 et 5 microsatellites selon Ajzenberg et al. (2005).
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4.5.3. Dans les réservoirs animaux sauvages

Deux réservoirs animaux sauvages du toxoplasme ont ét¢ étudiés au cours de ce

travail : les rongeurs et les oiseaux.

4.5.3.1. Rongeurs

Le ragondin est un rongeur qui utilise le milieu aquatique surtout pour se déplacer et
coloniser de nouveaux territoires (Jouventin et al., 1996). Il se nourrit a terre, en « broutant »
ras les berges des étangs et des rivieres. Son mode de vie I’expose plus particuliérement a une

contamination par des oocystes.

Nous avons trouvé une séroprévalence de 20,4% parmi 54 individus. Une autre étude
francaise donne une séroprévalence de 12% en Champagne-Ardennes pour 117 ragondins
analysés (Villena, 2004). Une séroprévalence plus élevée est rapportée en Italie (36% pour 41
animaux, Bollo et al., 2003). Seulement 2 isolats ont ét¢ obtenus des 11 ragondins trouvés

séropositifs. D’autres isolats frangais proviennent de Champagne-Ardennes.

Etant donné son statut d’espéce nuisible, le ragondin peut étre utilisé comme bio-

indicateur de la présence d’oocystes dans I’environnement.

L’effectif, plus faible, des autres espéces de rongeurs ne permet pas de conclure quant
a la circulation du parasite chez ces espéces. Celles-ci sont des hotes connus du parasite, et
peuvent étre exposées au parasite dans un environnement contaminé. En Champagne-
Ardennes, la séroprévalence de la toxoplasmose chez le rat musqué atteint 11% (I. Villena, D.

Aubert, communication personnelle).

4.5.3.2. Réservoir aviaire

Le faible effectif (28 animaux) ne permet pas de conclure. Une proportion importante
de rapaces ¢était attendue dans cette étude car ces oiseaux sont soumis a des contraintes plus
grandes que d’autres groupes d’especes : réputation de nuisibles, tir de plomb, colision avec
véhicule et électrocution. La séroprévalence plus élevée chez les rapaces s’explique par un
régime alimentaire strictement carnivore, a base de petits rongeurs pour les espéces analysées
dans notre ¢tude. Les rapaces analysés ont un habitat naturel constitué de zones rurales ou

périurbaines voire de zones urbaines (faucon crécerelle, épervier d’Europe, chouette hulotte).
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Ils sont assez sédentaires en Limousin, mais ils sont rejoints pendant 1’hiver par des individus

d’Europe du Nord.

Pour les autres especes, une infection toxoplasmique a été détectée uniquement chez
un martinet noir. Ce résultat est assez surprenant car la biologie de cette espéce migratrice
I’expose peu au toxoplasme. L’oiseau passe toute sa vie en vol (sauf pour se reproduire) et est
exclusivement insectivore. Deux hypothéses peuvent expliquer une contamination : (i)
I’ingestion en vol d’insectes transportant passivement des oocystes ou (ii) une contamination
pendant la nidification qui peut avoir lieu dans des sites accessibles aux chats (greniers). Il

n’existe pas d’autres données concernant cette espece pour comparer nos résultats.

Dubey (2002b) rapporte une séroprévalence globalement plus ¢élevée (20-65%) chez
les rapaces que chez d’autres groupes d’espeéces (anatidés, galliformes, passereaux).
Toutefois, la comparaison des données est rendue difficile par la multiplicité des tests
sérologiques employés. L’ADHS est 1’'un des plus sensibles et spécifiques chez les oiseaux

alors que le dye-test est inapproprié¢ pour certaines especes (Dubey, 2002b).

Un seul isolat a été obtenu a partir des quatre rapaces séropositifs. Cette prévalence
parasitaire basée sur I’inoculation a la souris est faible. Des résultats similaires ont été
rapportés par Lindsay, Smith et al. (1993) sur un nombre plus substantiel (n=101) de rapaces
nord-américains naturellement infectés. Les cas de toxoplasmoses aigu€s sont rares chez les
rapaces naturellement infectés (Dubey, 2002b ; Szabo et al., 2004). Ces oiseaux semblent
assez résistants a une contamination expérimentale et les animaux infectés restent
asymptomatiques (Lindsay, Dubey et al., 1991). Les kystes se localisent préférentiellement
dans le cceur et les muscles pectoraux, puis dans le cerveau (Lindsay, Dubey et al., 1991). Si
le cceur a toujours été inclus dans nos prélévements, aucun muscle squelettique n’a été retenu
en raison du mauvais ¢état de certains oiseaux (fracture ouverte). L’ utilisation du cerveau seul

a probablement diminué les chances d’isoler le parasite.

Outre, le faible effectif d’animaux sauvages analysés, 1’autre limite de notre étude est
la qualité des préleévements sanguins. Il n’y a pas d’analyses sanguines sur les oiseaux admis
dans ce centre de soins et I’utilisation d’exsudat cardiaque est généralement d’un dernier
recours. Les exsudats cardiaque, pulmonaire ou hépatique prélevés post-mortem sont
cependant utilisables pour I’ADHS (Dubey, Storandt et al., 1999 ; Dubey, Parnell et al., 2004)

et ont permis la détection de vrais positifs.
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4.5.4. Diversité génotypique

Les dix isolats de toxoplasme (5 de poulets, 2 d’ovins, 2 de ragondins et 1 d’une

chouette) sont de génotype II.

En France, ce génotype est prédominant (>85% des collections) dans les
toxoplasmoses humaines symptomatiques (Ajzenberg et al., 2002b, communication
personnelle du Centre de Ressources Biologiques ToxoBS) et dans tous les isolats collectés
chez plusieurs especes sauvages : ragondin, rat musqué, gibier (Villena, 2004, Aubert D. et
Villena I. communication personnelle). En Europe et aux Etats-Unis, le type II prédomine
chez les animaux domestiques et sauvages : félins (Jungersen et al., 2002 ; Dubey, Graham et
al., 2004 ; Dubey, Navarro et al., 2004 ; Dubey, Parnell et al., 2004, Montoya et al., 2004),
animaux de boucherie (ovins, porcins et poulets) (Howe et Sibley, 1995 ; Mondragon et al.,
1998 ; Owen et Trees 1999 ; Jungersen et al., 2002 ; Lehmann et al., 2003 ; Dubey, Graham et
al., 2003c ; Dubey, Edelhofer et al., 2005b) et gibier (Dubey, Graham et al., 2004 ; Villena I,
communication personnelle). Une seule étude rapporte le typage génétique d’isolats aviaires
d’origine sauvage : un type III (par typage SAG2) a été isolé d’une bernache du Canada
(Branta canadensis) (Dubey, Parnell et al., 2004).

Dans les pays d’Amérique du Sud, I’influence du type Il semble diminuer au moins
chez le poulet (tableau 25) mais il faut étre prudent dans 1’analyse de ces résultats qui sont

issus d’un typage unilocus (PCR-RFLP S4G2).

I1 est nécessaire de compléter ces données pour apprécier la circulation des différents
génotypes dans 1’environnement. D’une facon générale, les espéces migratrices pourraient

favoriser une pénétration de génotypes nouveaux dans un environnement donné.
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Jusqu’a récemment, les réservoirs hydriques n’étaient pas pris en compte dans
I’épidémiologie des maladies parasitaires dues a C. parvum, G. intestinalis et T. gondii. La
survenue d’épidémies, d’ampleur parfois exceptionnelle (McKenzie et al., 1994), a incité au
développement de méthodes pour rechercher ces protozoaires dans 1’eau. C. parvum et G.
intestinalis bénéficient maintenant d’une recherche normalisée dans plusieurs pays
industrialisés. En France, ces protozoaires sont recherchés depuis quelques années de facon

quasi-systématique a la demande des autorités sanitaires nationales.

Le toxoplasme ne bénéficie pas encore de norme de recherche comparable a celles
pour C. parvum et G. intestinalis. Par rapport a ces deux organismes, 1’importance
épidémiologique des oocystes de toxoplasme est particuliére car le réservoir d’émission des
oocystes est restreint aux seuls félins. La probabilit¢ de détecter des oocystes dans un
échantillon d’eau prélevé au hasard est certainement plus faible que celle de détecter des
cryptosporidies ou des Giardia. 11 est donc nécessaire de disposer de méthodes de détection
assez sensibles pour mettre en évidence de trés faibles densités d’oocystes, qui sont pourtant a

I’origine d’une contamination importante de certains animaux d’élevages (ovins).

Notre travail s’inscrit parfaitement dans ce contexte. Sur le modele des techniques
utilisées pour C. parvum et G. intestinalis, comme la séparation immunomagnétique (IMS),
nous avons développé une méthodologie de recherche des oocystes de toxoplasme dans 1’eau.
Elle est basée essentiellement sur la mise au point de techniques IMS qui intégrent deux

nouveaux anticorps monoclonaux dirigés contre la paroi de 1’oocyste.

Sur le plan technique et méthodologique, si aucun toxoplasme n’a été détecté a
I’issue de I’analyse d’une cinquantaine de prélévements d’eaux de surface, nos résultats
montrent qu’il est toutefois possible d’isoler dans I’eau des coccidies proches du toxoplasme.
D’autres laboratoires testent actuellement notre IMS sur des eaux naturellement contaminées

ou sur des mollusques expérimentalement infestés.
Les perspectives envisagées pour cette IMS sont :

- A court terme, d’améliorer la spécificité des deux anticorps monoclonaux (3G4,
4B6). 11 est envisagé d’utiliser I’AcM 3G4 qui reconnait les oocystes sporulés et non
sporulés sans fragmentation préalable. Les fragments Fab de cette IgM seront purifiés

pour améliorer sa spécificité. Sur le plan fondamental, il est nécessaire de poursuivre
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la caractérisation des antigénes reconnus par nos deux anticoprs monoclonaux, pour

produire éventuellement des anticorps plus spécifiques

- A moyen terme, de promouvoir le développement industriel d’une IMS optimisée au
laboratoire et également de développer des protocoles d’IMS pour rechercher des

toxoplasmes sur les végétaux et chez les hotes paraténiques comme les mollusques

- A long terme, d’intégrer cette technique dans un kit de recherche des parasites
hydriques dans les régions ou les systémes de traitement de 1’eau sont inappropriés

pour éliminer le risque hydrique parasitaire.

Sur le plan épidémiologique, notre travail ne permet pas de préciser la prévalence
directe des oocystes dans les matrices environnementales. Il est évident que la recherche du

toxoplasme dans I’environnement doit maintenant :

- eétre transdisciplinaire afin de comprendre la dynamique d’excrétion des oocystes par

les félins, et celle d’infestation des hotes intermédiaires.

- se faire a I’échelle mondiale, afin d’étudier la biodiversit¢ du toxoplasme et

comprendre ses conséquences sur le plan clinique

Nos études préliminaires de séroprévalence montrent ['utilité d’étudier certaines
especes animales bio-indicatrices de la contamination de I’environnement par le toxoplasme.
Notre travail suggere également la nécessit¢ de mener a moyen terme plusieurs études
extensives de séroprévalence chez les animaux d’¢levage dont la consommation représente un
« certain » risque pour I’homme. Ces études devront aider a quantifier ce risque en fonction

de chaque espece.
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Annexe 1

Position taxonomique de Toxoplasma gondii
(Tenter et al., 2002, d’apres Lévine (1988) et Current (1990)).

Les taxons contenant des coccidies d’importance médicale et/ou vétérinaire sont grisés.

Kingdom Piotiia
Subkingdom Proto
Phylum Pﬁiﬁbrmlm
Class Conoidasida
Subclass Gregarinasina
Subclass Coccidiasina
Order Agamococcidiorida
Order Ixorheorida
Order Protococcidiorida
Order Eucoccidiorida
Suborder Adeleorina
Suborder Eimeriorina
Family Eimeriidae
Genus Caryospora
Genus Eimeria
Genus Isospora
15 other genera
Family Cryptospondiidae
Genus Cryptosporidium
Family Sarcocystidae
Subfamily Sarcocystinae
Genus Frenkelia
Genus Sarcocystis
1 other genus
Subfamily Toxoplasmalinae
Genus Besnoitia
Genus Hammondia

Genus Neospora
—»  Genus Toxoplasma
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Annexe 2

Souches et stades de Toxoplasma gondii utilisés au cours de ce travail.

Souche” Génotype”  Virulence Stade utilisé Production Domaines Héte (origine Référence
chez la souris* au laboratoire d’utilisation géographique)
RH I + Tachyzoite Oui ADHS Homme (USA) Sabin, 1941
PRU II - Oocyste Oui Production AcM Homme (France) Martrou et al., 1965
Expériences d’IMS

M7741 111 +/- Oocyste Non Réactivité AcM Mouton (USA) Jacobs et al., 1960

P89 Recombinant +/- Oocyste Oui Réactivité AcM Porc (USA) Dubey, Thulliez et
al., 1995

GUY-02-KOE Atypique +/- Oocyste Non Réactivité AcM Homme (Guyane Carme et al., 2002

francaise)

TgCkCo24 1’ + Oocyste Non Réactivité AcM Poulet (Colombie) Dubey, Gomez, et

al., 2005

*les oocystes de M7741 et GUY-02-KOE sont fournis par A. Freyre (Laboratoire de la Toxoplasmose, Montevideo, Uruguay), ceux de
TgCkCo24 par JP. Dubey (USDA, Beltsville, USA)
® d’aprés Carme et al. (2002) et Ajzenberg et al. (2004) sauf " typage unilocus par PCR-RFLP-S4G2 (Dubey, Gomez, et al., 2005)

¢ (+) virulence, (-) avirulence, (+/-) virulence intermédiaire



Annexe 3

Production d’antigénes figurés pour le test sérologique ADHS

(selon Desmonts et Remington, 1980).

Les tachyzoites RH sont cultivés dans la cavité intrapéritonéale de plusieurs souris en
présence de cellules sarcomateuses TG180 pour obtenir un grand nombres de tachyzoites

(jusqu’a 1.10° / souris)

J-12 : Entretien des cellules TG180

- passage tous les 10-12 j par inoculation par voie i.p. de 0,1 ml de culot cellulaire /

souris
J-3 : Entretien de la souche RH
- passage tous les 2-3 jours par inoculation par voie i.p de 0,5 ml d’ascite / souris
J0 : Co-infection tachyzoites- TG180 (tranfert A)

- Dascite de RH est ponctionnée 2-3 j p.i. et la cavité péritonéale est lavée avec 3x1 ml

de de NaCl 0,9%
- 2 ml d’ascite de TG180 sont ponctionnés a 10-12 j p.i.

- 2 ml d’ascite RH (a la concentration de ~40 tachyzoites / champ au x400) sont

mélangés aux 2 ml d’ascite TG180 puis centrifugés a 700 g 10 min
- 3 souris sont inoculées par voie i.p. avec 0,2 ml du culot / souris
J+2 : Transfert B

’ascite est ponctionnée, centrifugée et le stade d’infection des TG180 est déterminé

(tableau 26)
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le culot de TG180 infectées est mélangé a un culot de cellules TG180 non infectées
dans un ratio volume/volume qui dépend du stade d’infection (tableau 26). Seules les

ascites de stades IV ou V doivent étre utilisées pour le transfert B

le mélange est centrifugé a 700 g 10 min et 10-12 souris sont inoculées par voie i.p.

avec 0,2 ml du culot / souris

J+4 : Purification de ’antigéne

les souris sont exsanguinées et leur ascite est ponctionnée. La cavité péritonéale est

lavée avec 3x1 ml de PBS. Les TG180 doivent étre aux stades IV ou V d’infection

aprés centrifugation a 700 g 10 min, le culot est trypsiné pendant 30 min a 37°C sous
agitation dans une solution contenant : 50 mg de trypsine, 0,4 ml d’héparine et 100 ml

de PBS
les tachyzoites sont lavés 3 fois en PBS a 700 g 10 min

au final, les tachyzoites sont formolés dans une solution a 6% pendant au moins 16 h

J+5
- le formol est éliminé par 3 lavages en PBS a 700 g 10 min
- la suspension, concentrée 20X, est conservée a 4°C en PBS contenant 0,1 % d’azide
de sodium
Réaction d’ADHS

les sérums sont dilués dans 50 pl d’un mélange égal de PBS et de 2ME, dans des
plaques de 96 puits a fond rond

la suspension d’antigenes est diluée a 15 000 tachyzoites / ul dans un tampon BABS a

pH 8,7 (bioMérieux)

50 ul de la suspension diluée sont ajoutés / puits
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- les plaques sont agitées et le mélange est incubé pendant au moins 5 h a température

ambiante, a 1’abri de la dessication et des vibrations

- lalecture est faite apres 5 a 24 h d’incubation

Stades d’infection Caractéristiques microscopiques Ratio (v/v)" pour
des TG180 transfert B

I Pas d’infection 11

II 30% sont infectés 172

M1 80% sont infectés 1/4

v 100% sont infectés — début de lyse cellulaire 1/16

\% 70% de cellules lysées — libération massive de 1/32

tachyzoites — quelques uns sont morts

VI Lyse totale - 50% de tachyzoites morts Ne pas utiliser

Tableau 26 : Stades d’infection des TG180. * respectivement volume de TG180 infectées /

volume de TG180 provenant de souris non infectées.
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Annexe 4

Purification des oocystes de toxoplasme par flottation sur saccharose-phénol

(Dumétre et Dardé, 2004).

10 g de selles sont dilués dans 100 ml d'eau distillée-Tween-80 a 0,1%
la solution est filtrée sur tamis métallique (porosité¢ 500 um) (500 g, 10 min)

le culot est repris dans 5 volumes d'une solution de saccharose-phénol (400 g de

saccharose, 8 g de phénol, gsp 1 L ED ; densité 1,15) puis centrifugé (1200 g, 10 min)

environ 10 ml du surnageant sont collectés, dilués dans 5 volumes d'eau distillée puis

centrifugés (1200 g, 10 min)
le culot est repris dans quelques millilitres d'une solution d'acide sulfurique a 2%

les oocystes sont sporulés pendant 7 jours a température ambiante dans un agitateur a
175 rpm. Certains lots d'oocystes n'ont pas subi de sporulation afin de disposer
d'oocystes non sporulés. Les oocystes sporulés ou non sporulés ont été conservés a

+4°C dans l'acide sulfurique a 2% jusqu’a utilisation.
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Annexe 5

Solutions utilisées pour la purification des oocystes sur chlorure de césium

1. Tampon Tris-EDTA (TE)

Tris (50 mM) 0,30 g
EDTA (10 mM) 0,19¢g
ED gsp 50 ml

(Ajuster a pH 7,2 par HCI concentré et filtrer sur 0,22 pm. Conservation 2 mois a

température ambiante)

2. Solution stock de chlorure de césium (CsCl) (densité = 1,15)
(utiliser au minimum une qualité optique, ex. Sigma C3139)
CsCl 10,53 g
Tampon TE gsp 50 ml
(Conservation 2 mois a température ambiante)

3. Solutions diluées de CsCl

Densité Vsoistock (ml) Vg (ml) Vinal (ml)
1,10 10 5 15
1,05 5 10 15
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Annexe 6

Protozoaires, évoqués dans ce travail, dont le cycle évolutif est caractérisé par la

persistance d’un stade infectieux dans I’environnement.

Protozoaires HD HI Cycle Stade dans Références
I’environnement
(taille en um)
Toxoplasma Félins Tous les Hétéroxene  Oocyste Dubey,
gondii Homéothermes facultatif (13x11) 1996b
Hammondia Chat Rongeurs, Hétéroxene  Oocyste Dubey et
hammondi chévre obligatoire (14,6 x 11,6) Sreekumar,
2003
Hammondia Canidés ? Hétéroxene  Oocyste Dubey, Barr
heydorni obligatoire  (12x 11) et al., 2002
Neospora Canidés Bovins Hétéroxene  Oocyste Dubey, Barr
caninum facultatif (11,7x11,3) et al., 2002
Cyclospora Homme NA® Homoxene  Oocyste Ortega et al.,
cayetanensis (8,6 x 8,6) 1997
Eimeria maxima Poulet NA Homoxene  Oocyste Marquardt,
(30 x 20) 1973
Eimeria tenella Poulet NA Homoxéne  Oocyste Marquardt,
(23x19) 1973
Cryptosporidium sp. Tous les NA Homoxene  Oocyste Fayer, 2004
vertebrés (dimactre 5-6)
Giardia intestinalis  Tous les NA Homoxéne  Kyste Thompson,
e (13,5x7) 2004
vertébrés

*NA : non applicable.
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Annexe 7

Conditions de conservation des autres protozoaires utilisés au cours de ce travail.

Espéce Stade Milieu de Provenance
conservation
Hammondia Oocyste H,S04 a 2% Isolat HH34 —J.K. Frenkel
hammondi Entretenu au laboratoire depuis 1989
Hammondia Oocyste K,>Cr,07 a 2% Isolat Giessen1999 — G. Schares
heydorni Institut d’épidemiologie
Wousterhausen (Allemagne)
Neospora Oocyste K,Cr,07 2 2% Isolat NcBrBuf-2 - J.P. Dubey
caninum USDA Beltsvile (USA)
Cyclospora Oocyste K,Cr,07 2 2,5% Laboratoire de Parasitologie
cayetanensis CHU Limoges (France)
Eimeria Oocyste K»>Cr,07a2,5% Don de P. Péry
tenella INRA Jouy-en-Josas (France)
Eimeria Oocyste K,Cr,07 2 2,5% Don de M. Naciri
maxima INRA Nouzilly (France)
Cryptosporidium sp. Oocyste Formol a 10% Laboratoire Vétérinaire Départemental
de la Haute-Vienne - Limoges (France)
Giardia Kyste Formol a 10% Laboratoire de Parasitologie
intestinalis CHU Limoges (France)
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Annexe 8

Références des réactifs utilisés pour déterminer I’isotype et la concentration des

anticorps monoclonaux dans les surnageants de culture d’hybridomes.

Anti-immunoglobulines non marquées Référence

Goat anti mouse IgM

(Southern Biotechnology Associates Inc.)

1021-01

Goat anti mouse IgG1 1070-01
Goat anti mouse IgG2a 1080-01
Goat anti mouse IgG2b 1090-01
Goat anti mouse IgG3 1100-01
Immunoglobulines controles

Mouse IgM 0101-01
Mouse IgG1 0102-01
Mouse IgG2a 0103-01
Mouse IgG2b 0104-01
Mouse IgG3 0105-01
Anti-immunoglobulines marquées

a la phosphatase alcaline

Goat anti mouse IgM — AP 1021-04
Goat anti mouse IgG1 — AP 1070-04
Goat anti mouse IgG2a — AP 1080-04
Goat anti mouse IgG2b — AP 1090-04
Goat anti mouse IgG3 — AP 1100-04
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Annexe 9

Culture in vitro des stades asexués de Toxoplasma gondii.

A. Culture cellulaire de tachyzoites de la souche PRU sur cellules TGIH

Les cellules TGIH (cellules TG 180 adaptées in vitro, fournies par A. Puime de
I’Institut d’Hygiéne de Montevideo) sont préalablement cultivées en flasque de 75 cm? dans

un milieu DMEM additionné de 5% de SVF a 37°C et sous 5% de COa».

Les toxoplasmes sont isolés du cerveau d’une souris infectée 2 mois plus tot selon la

méthode de Blewett et al. (1983) :

- le cerveau est broy¢ finement dans 1 ml de PBS stérile a travers une seringue montée

avec une aiguille de 19 gauges

- le volume de cette suspension est porté¢ a 11,5 ml et transféré dans un tube de 30 ml a

fond conique

- 1,5 ml d’une solution de Percoll isotonique dilué¢ a 30% en DMEM sont ajoutés sous

la suspension cérébrale avec une pipette Pasteur effilée

- 1,5 ml d’une solution de Percoll isotonique a 90% sont ajoutés sous la couche

précédente
- le gradient est centrifugé a 1200 g, 15 min

- les kystes sont récupérés dans la couche de Percoll a 30% et sont lavés une fois dans

du DMEM a 800 g 10 min

- le culot est repris dans 5 ml d’une solution de trypsine a 0,5% et cette suspension est

agitée a 37°C pendant 10 min pour libérer les bradyzoites

- les bradyzoites sont lavés une fois en DMEM a 800 g, 10 min, puis sont déposés dans

la flasque contenant les cellules TGIH
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La co-culture est réalisée en DMEM-5% de SVF a 37°C sous 5% de CO,. Au bout de
10 jours, cellules et tachyzoites sont trypsinés puis lavés en DMEM : ils sont disponibles pour

I’TFI.

B. Culture cellulaire de tachyzoites et de kystes de la souche PRU sur cellules LLCMK?2
Toutes les étapes de la culture se font en flasque de 75 cm? dans du DMEM-5%SVF.

Les cellules LLCMK?2 fournies par J. Previato (Institut de Biophysique Carlos Chagas,

Rio de Janeiro, Brésil) sont cultivées jusqu’a confluence avant d’étre infectées.

Les flasques sont ensemencées avec des tachyzoites obtenus sur culture TGIH comme
précédemment, apres filtration sur membrane de polycarbonate de 3 um. La culture se fait en

DMEM-2%SVF.
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Annexe 10

Solutions utilisées pour le western-blot

1. Tampon de traitement (solution de Laemmli), conditions non réductrices

Tris-HCI pH 6,8 2,5 ml

SDS (60 mM) 1 g(2%)
Glycérol 5,8 ml (10%)
Bleu de bromophénol 0,5 ml (0,1%)
ED gsp 50 ml

(En conditions réductrices, ajouter 5% de 2-ME a cette solution. Conservation 6 mois

a-20°C)

2. Solution monomére d’acrylamide

Acrylamide 29,1¢g
Bis Acrylamide 09¢g
ED gsp 100 ml

(Filtrer a 0,45 pm, conservation 15 j a 4°C, a I’obscurité)
3. Tampon Tris-HCI (pH 8,8)
Tris (1,875 M) 11,36 g

ED gsp 50 ml (Ajuster le pH par HCI)
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4. Tampon Tris-HCI (pH 6,8)
Tris (1,25 M) 7,56 g
ED gsp 50 ml (Ajuster le pH par HCI)

5. Quantité pour 2 gels de 8x8 cm et 0,75 mm d’épaisseur

Gel de séparation Gel de concentration®
Acrylamide (%) 7,5 10 12
Acrylamide (n°2) (ml) 3,8 5 6 0,8
ED (ml) 8 6,8 5,8 3,6
Tris pH 8,8 (n°3) (ml) 3 3 3 -
Tris pH 6,8 (n°4) (ml) - - - 0,5

Dégazer pendant 30 min, ajouter au moment du coulage :

SDS 10 % (m/v) (ul) 150 150 150 50
TEMED (ul) 7,5 7,5 7,5 5
APS 10% (m/v) (ul) 50 50 50 17

*le gel de concentration doit étre préparé aprés polymérisation du gel de séparation

6. Tampon de migration 10X

Tris 303¢g
Glycine 1442 g
SDS 10g
ED gsplL
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(pH 8,3 sans ajuster. Conservation 2 mois a température ambiante. Diluer au 1/10

avant utilisation)

7. Tampon de transfert

Tris (25 mM) 0,605 g

Glycine (150 mM) 225¢g

Méthanol 20 ml (10%)

ED gsp 200 ml (pH 8,3 sans ajuster)

8. Solution de révélation (a préparer extemporanément)
3,3’-Diaminobenzidine (DAB) 5mg
PBS gsp 10 ml

H,0, 10 pl

205



Annexe 11

Protocole du SDS-PAGE et du transfert des protéines d’oocystes de toxoplasme

SDS-PAGE

- le gel de séparation a 10% d’acrylamide (annexe 10) est coulé dans une cuve verticale
(Mighty Small II SE250, Hoefer Scientific Instruments, San Francisco). Les

dimensions du gel sont de 8x8 cm et 0,75 mm d’épaisseur.

- apres polymérisation (60 min), le gel de concentration a 5% d’acrylamide (annexe 10)

est coulé sur le gel de séparation et un peigne a 10 dents y est inséré.

- apres polymérisation (30 min), les plaques sont placées dans la cuve de migration. Les
chambres, intérieure et extérieure, de la cuve sont remplies de tampon de migration

(annexe 10).

- le peigne est retiré¢ et les préparations antigéniques sont déposées dans les puits a
raison de 10-15 pl/puits. Un standard de poids moléculaire (6,5-250 kDa, Sigma 4038)

est également déposé dans un puits.

- les échantillons sont soumis & 90 min de migration sous une intensit¢ de 40 mA
(générateur Apelex PS202, Milian France SAS, Lyon) sous refroidissement. Lorsque
le front de migration arrive a la base du gel, la migration est arrétée et le gel est

récupéré pour le transfert.
Transfert

Il s’effectue sous l’influence d’un champ ¢lectrique qui permet le transfert des
protéines séparées dans le gel placé vers la cathode (-) vers une membrane de nitrocellulose
placée a I’anode (+). La cuve utilisée est la TransBlot SD (Bio-Rad, Marnes-la-Coquettes,

France) :
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six feuilles de papier Whatman et une membrane de nitrocellulose (Immobilon NC,
Millipore, St Quentin-en-Yvelines, France) sont découpées a la dimension du gel. Les
feuilles sont trempées dans le tampon de transfert (annexe 10). Sur la plaque d’anode

sont déposées successivement, en évitant toute bulle d’air :
o trois feuilles Whatman
o la membrane de nitrocellulose
o legel
o trois feuilles Whatman

la plaque cathode est ensuite déposée sur I’ensemble du sandwich. Une pression est
maintenue par cette plaque pour assurer un bon transfert. Un systeéme de

refroidissement interne maintient une température de 2-8°C pendant le transfert.
le transfert dure 90 min a 0,8 mA/cm? de gel sous un voltage maximal.

aprés le transfert, la nitrocellulose est colorée au rouge Ponceau pour contrdler la
qualité¢ du transfert protéique, puis est découpée en bandelettes selon les pistes de

migration. La bandelette de migration des poids moléculaires est séchée et conservée.
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Annexe 12

Couplage de ’anticorps 3G4 sur les billes Dynal M-450 Epoxy
(selon le protocole fourni par Dynal Biotech.)
les billes, fournies a la concentration de 4. 108/ml, sont vortexées pendant 1 min
500 pl de billes sont lavés 3x1 min dans un tampon phosphate 0,1M a pH 7,4

les billes sont reprises dans 500 pl de tampon phosphate contenant 100 ug de 3G4 ; le

mélange est incubé en agitation rotative lente a température ambiante pendant 20 min

20 ul de tampon phosphate contenant 10% de BSA est ajouté pour favoriser une

meilleure orientation des anticorps
le mélange est incubé pendant 24 h a température ambiante

les billes sont lavées 3x5 min en agitation douce a 4°C dans du PBS isotonique a pH

7,2

les billes sont conservées dans du PBS contenant 0,02% d’azide de sodium.
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Annexe 13

Couplage d’anticorps sur les billes P.A.R.I.S. BM0829
(selon le protocole fourni par P.A.R.L.S. Biotech.)

les billes, fournies a la concentration de 1,61. 1010/m1, sont vortexées pendant 1 min

100 pl des billes sont incubés directement dans 500 pl de surnageant de culture
contenant 45 pg de 3G4, en agitation rotative lente a température ambiante pendant 30

min
les billes sont lavées 3x1 min dans du PBS contenant 0,1% de BSA

les billes sont conservées dans du PBS.
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Annexe 14

Principe de recherche des oocystes de Cryptosporidium sp. et des kystes de G. intestinalis

dans les eaux de surface (selon la norme AFNOR NF T90-455, AFNOR, 2001).

Un protocole détaillé est disponible sur le site de I’Agence de Protection de I’Environnement

Américaine (USEPA, 2001).
Concentration des parasites
- filtration d’un prélévement a travers une cartouche Envirochek Standard (1 pm)

- ¢lution par une solution de PBS (pH 7,4) contenant 0,01% de Tween-80 et 0,01%
d’Antifoam B (Sigma A5757)

- centrifugation de I’¢luat a 1250 g (30 min, 4°C, sans frein)
Reconcentration par IMS

- le culot de centrifugation (< 0,5 ml) est repris dans un volume maximal de 10 ml et les
oocystes et les kystes sont incubés 60 min avec des billes magnétiques recouvertes
d’anticorps spécifiques selon les recommandations du fournisseur (Kit Dynabeads®

GC-Combo 730.02, Dynal Biotech., Compiegne, France)

- les complexes billes-parasites sont séparés des débris environnants par aimantation.

Les complexes sont lavés plusieurs fois dans le cas des eaux de surface

- les complexes sont dissociés par ajout de HCI 0,IN puis les parasites élués sont

neutralisés avec NaOH 1N
Identification et numération par IF

- les parasites, déposés sur lame, sont détectés par des anticorps spécifiques de la paroi

des kystes de Giardia et des oocystes de cryptosporidie. Le kit de détection utilisé est
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le kit Merifluor Cryptosporidium/Giardia (250050, Meridian Bioscience, Inc., Nice,

France)

- T’identification et la numération sont réalisées au microscope a épifluorescence (filtre

d’excitation, 450-480 nm ; miroir dichroique, 500 nm ; filtre d’émission, 515 nm) a

x400, et en contraste de phase (figure 26).

Figure 25 : Oocyste de Cryptosporidium sp. (fléche) et kystes de G. intestinalis (tétes de
fleche) apreés IMS et IF (x400, échelle = 5 pm).
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Annexe 15

Recherche des kystes tissulaires de toxoplasme par digestion pepsique

selon Dubey (1998c¢).

pour 50 g de tissus musculaires ou de cerveau
¢liminer les tissus adipeux et conjonctifs et les gros vaisseaux
couper en morceaux de 1 cm et broyer dans un blender

15 s a faible vitesse

30 s a vitesse maximum apres ajout de 125 ml de NaCl 0,9%
rincer le blender avec 125 ml supplémentaires

préchauffer séparemment a 37°C le broyat (250 ml) et la solution pepsique (250 ml)

contenant :
pepsine (activité biologique 1:10 000 Sigma P7000) 1,3¢g
NaCl 25¢g
HCI concentré 3,5ml
ED qsp 250 ml

mélanger volume/volume le broyat et la solution pepsique — incuber au bain-marie
sous agitation pendant 1h a 37°C

filtrer sur gaze et laver trois fois en NaCl 0,9% (1200 g, 10 min)

reprendre le culot dans quelques millilitres de NaCl 0,9% contenant 40 mg de
gentamycine/L

inoculer par voie 1.p. 0,5-1ml / souris.
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Annexe 16

Cartes de répartition des différents prélévements d’eaux de surface réalisés

entre mars et juillet 2005.

A. Répartition globale des 36 prélévements effectués dans les départements 24 et 87 (le

numéro du prélévement est indiqué)
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B. Points de prélevements dans une exploitation ovine ayant eu des antécédents récents
de toxoplasme (< 3 ans). Trois étangs sont situés (*) a distance des batiments d’élevage (**).

Le plus grand des étangs est un site de piégeage de ragondins (cf. site n°4, section 4.4.1.).
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D. Points de prélévements dans une zone résidentielle semi-urbaine.

E. Points de prélévements dans une zone rurale, autour d’un point de nourrissage de

chats errants (**).

16 23 2627.

50 m
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Figure 26 : Site dans lequel ont été détectés des oocystes de coccidies (PVT n°16 et 23).
Cette mare est réguliérement visitée par des chats. Le trop plein s’évacue par deux tuyaux
(petites fleches) ou ruisselle dans un pré (grande fleche) pour s’acheminer dans deux étangs

(PVT n°17 et 24) (cf. carte E, annexe 16).
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Annexe 17

Tampons pour ’extraction de ’ADN des sporocystes de toxoplasme

1. Tampon SDS-EDTA-protéinase K
EDTA (660 mM)
SDS
Protéinase K a 20 mg/ml (Qiagen)
ED

Ajuster a pH 9,5

2. Tampon CTAB

Hexadecyltrimethylammonium bromide

(CTAB) (Sigma H6269)
NacCl (1,4 M)

EDTA (20 mM)

Tris (100 mM)

2-ME

ED

6,14 ¢
0,25 g (1%)
2,5 ml

qsp 25 ml

0,5 g (2%)

2,05¢g
0,19¢
0,30 g
50 ul

qsp 25 ml
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Annexe 18

Séquence du géne AF146527 (Homan et al., 2000), amorces et sondes utilisées

1 ctgcagggag gaagacgaaa gttgtttttt tatttttttt tctttttgtt tttctgatit
61 ttgttttttt tgactcgggce ccagcetgegt ctgtcgggat gagaccgegg agccgaagtg
121 cgttttcttt ttttgacttt tttttgtttt ttcacaggca agctcgectg tgcttggage
181 cacagaaggg acagaagtcg aaggggacta cagacgcgat gccgctcctc cagecgtctt

241 ggaggagaga tatcaggact gtagatgaag gcgagggtga ggatgagggg gtggcataat
Amorce TOX-SE —»
301 tgggaagcga cgagagtcgg agagggagaa gatgtttccg gettggcetgce ttttcctgga
< Sonde TOX-LCR < Sonde TOX-FLU
361 gggtggaaaa agagacaccg gaatgcgatc cagacgagac gacgctttcc tcgtggtgat
< Amorce TOX-AS

421 ggcggagaga attgaagagt ggagaagagg gcgagggaga cagagtcgga ggcttggacg

481 aagggaggag gaggggtagg agaggaatcc agatgcactg tgtctgcag

Composition d’un mix

Volume (pul) Concentration finale
H,O* 6,7
MgCl,* 3,2 5mM
Mix Taq" 2
TOX-LCR (Tib Molbiol, Berlin, Allemagne) 0,5 0,5 uM
TOX-FLU (Tib Molbiol, Berlin, Allemagne) 0,1 0,1 uM
Amorces TOX-AS/SE (Proligo France) 1 0,5 uM/amorce
UNG (1U/ul) (Roche Diagnostics) 0,5 0,5U
Extrait d’ADN 5
Volume total 20

“ Kit Light Cycler Faststart DNA Master Hybridization Probe (Roche Diagnostics)
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Annexe 19

Marqueurs génétiques utilisés pour le typage des isolats de toxoplasme (selon Ajzenberg et al., 2004).

Marqueurs N° d’accession”
(chromosome)

Fonction codante”

Séquences des primers®

TUB2 (IX) M20025, AY572562 — AY 572604

w35 (II) W35487, AY572605 — AY572647

TgM-A(X)  Y17507, AY572649 — AY572691

B18 (V1) BM189462, AY572693 — AY572735

BI17(XII) BM175053, AY572737 — AY572779

Gene de la B-tubuline

Inconnue (EST)

Gene de la myosine A

Inconnue (EST)

Inconnue (EST)

(F) 5' 6FAM-GTCCGGGTGTTCCTACAAAA 3'
(R) 5' TTGGCCAAAGACGAAGTTGT 3'

(F) 5' GGTTCACTGGATCTTCTCCAA 3'
(R) 5' 6FAM-AATGAACGTCGCTTGTTTCC 3'

(F) 5' GGCGTCGACATGAGTTTCTC 3'
(R) 5' HEX-TGGGCATGTAAATGTAGAGATG 3'

(F) 5' 6FAM-TGGTCTTCACCCTTTCATCC 3'
(R) 5' AGGGATAAGTTTCTTCACAACGA 3'

(F) 5' CGACAAGTCCATGCGAACTA 3'
(R) 5' HEX-GGCAACAGGAGGTAGAGGAG 3'

? Numéro d’accession GenBank
®EST, Expressed Sequence Tags.
°F, forward primer; R, reverse primer



Annexe 20

Polymorphisme de longueur allélique pour cinq microsatellites considérés.
Les toxoplasmes isolés au cours de ce travail sont de type II,

comme I’isolat de référence Me49

Isolat de référence Type Polymorphisme de longueur allélique (pb)

TUB2 W35 TgM-A B18 B17
[allele] [allele] [allele] [allele] [allele]

BK I 291 248 204 158 340
[1] [1.6] [1] [1.3] [1]

Me49 0| 289 242 202 156 334
23]  [2.3.7] 2] 2] [2.3]
NED I 289 242 200 158 334
23] [2.3.7] 3] [1.3] [2.3]
BOU I 289 244 202 156 334
[2.3] [5] [2] (2] [2.3]
RMS-2001-MAU TI/T* or T/IIT* 289 242 206 158 334
23] [2.3.7] [5] [1.3] [2.3]
PSP-2003-KOM IIT* 291 248 200 158 340

[1] [1.6] [3] [1.3] [1]

GUY-2002-KOE Atypique 291 242 198 158 337
[1] [2.3.7] [4] [1.3] [11]
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Annexe 21

Cartes de répartition des productions ovine et bovine en France®.

Nb d’ovins / département

B o0-25700
B 25701 - 55900

[ 55901 - 93500
[T 1 93601 - 162000
B 162001 - 370000
B 370001 - 747000
B 747001 - 1154000

-
m % viande
B % laitier

Nb de bovins / département ~
0- 25050

25051 - 49200

49201 - 85300

85301 - 169700
169701 - 302350
302351 - 499500
489501 - 302000

% viande
% laitier

BicNRAENN

> Source : Service Central des Enquétes et Etudes Statistiques, 2001.
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RESUME

La toxoplasmose est une anthropozoonose d’importance médicale et vétérinaire, due au
protozoaire Toxoplasma gondii. Les oocystes, émis par les félins, ont un réle central dans la
transmission du parasite en contaminant les animaux d’élevage, les végétaux et 1’eau consommés par
I’homme.

Au cours de ce travail, nous avons développé deux approches pour préciser la circulation des
oocystes dans I’environnement : (i) la détection des oocystes dans 1’eau par une nouvelle méthode, la
séparation immunomagnétique (IMS), et (ii) la recherche du parasite dans des réservoirs animaux
soumis a une infection par les oocystes (animaux d’élevage et sauvages).

Pour I’'IMS, nous avons produit et caractérisé deux nouveaux anticorps monoclonaux (AcM
3G4 et 4B6) dirigés contre la paroi des oocystes. 3G4 reconnait des antigénes de 58 et 67-69 kDa, et
4B6 un antigéne >116 kDa spécifique de I’oocyste sporulé. Ces deux AcM ont une réactivité croisée
avec d’autres coccidies autofluorescentes et phylogénétiquement proches de 7. gondii. lls ont été
intégrés dans une IMS expérimentale, mais seul 4B6, plus spécifique que 3G4, a été retenu pour une
application en conditions naturelles.

Cinquante prélévements d’eaux de surface, prélevés dans des contextes épidémiologiques
particuliers, ont ét¢ analysés par filtration, IMS-4B6, IFI, bioessai et PCR en temps réel. Aucun
toxoplasme n’a été mis en évidence avec certitude. Parallélement, 1’analyse de 639 sérums d’animaux
d’élevage et sauvages montre, chez quatre espéces potentiellement soumises a une infection par les
oocystes en Limousin, une séroprévalence de 20,6% a 59,1% chez les ovins, de 27,5% chez les bovins,
de 18,5% chez le poulet de plein air et de 20,4% chez le ragondin. Des toxoplasmes, de génotype 11,
ont pu étre isolés.

Ce travail contribue a préciser la séroprévalence de la toxoplasmose dans les réservoirs
animaux et propose des améliorations techniques et stratégiques pour détecter les oocystes par IMS.
Ces résultats préliminaires devront €tre poursuivis par des études épidémiologiques plus extensives.

Mots-clés : Toxoplasma gondii, toxoplasmose, oocyste, chat, eau, environnement, détection, anticorps
monoclonaux, séparation immunomagnétique

ABSTRACT

Toxoplasmosis is an anthropozoonosis of medical and veterinary importance, due to the
protozoan Toxoplasma gondii. Oocysts shed by felids play a key role in parasite transmission as they
contaminate meat-producing animals, vegetables and water consumed later by humans.

In this work, two approaches were developed to refine the oocyst prevalence in the
environment (i) a new method to detect waterborne oocysts, the immunomagnetic separation (IMS),
and (ii) a study of the toxoplasmosis prevalence in oocyst-infected animals (meat-producing and wild).

For IMS development, two new monoclonal antibodies (mAb 3G4 and 4B6) directed against
the oocyst wall were produced and characterised. 3G4 reacts with 58 and 67-69 kDa antigens while
4B6 is specific of >116 kDa antigen of the sporulated oocyst. These two mAb cross-react with
autofluorescent coccidia phylogenetically closed to 7. gondii. Experimental IMSs were developed
with these mAb, but only the more specific one, 4B6, was integrated for further IMS experiments in
field conditions.

Fifty surface water samples, recovered in particular epidemiological contexts, were analysed
by filtration, IMS-4B6, IFI, bioassay and real-time PCR. We failed to detect Toxoplasma in these
samples. In the same time, the analysis of 639 serums of meat-producing and wild animals showed in
four oocyst-infected species from Limousin region, seroprevalence of 20,6% to 59,1% in sheep, 27,5%
in bovines, 18,5% in free-ranging chickens and 20,4% in nutria. Some genotype Il Toxoplasma
isolates were isolated.
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This work contributes to precise the toxoplasmosis prevalence in animal reservoirs, and

proposes technical and strategic improvements to detect oocysts by IMS. These first results need to be
followed by more extensive investigations.

Keywords : Toxoplasma gondii, toxoplasmosis, oocyst, cat, water, environment, detection,
monoclonal antibody, immunomagnetic separation
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