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Introduction

Toxoplasma gondia été découvert au début du XXeme siecle en Tupesiedeux
meédecins francais Charles Nicolle et Louis Herbamhceaux chez un rongeur d’Afrique du
Nord, Ctenodactylus gondiNicolle et Manceaux, 1908). De facon quasi siange, l'italien
Alfonso Splendore le décrit chez le lapin au BréSplendore, 1908). Par la suite, ce parasite

a éte isolé chez de nombreuses autres especedemima

Ceci illustre assez bien une des caractéristigads dondii: son ubiquité. Il s’agit en
effet d'un des protozoaires parasites les plusndys dans le monde : on le trouve sous
toutes les latitudes et chez tous les animaux @ daaud (mammiféres et oiseaux).

Chez I'hnomme, depuis la premiére description paphtalmologiste tchéque Josef
Janku en 1921 d'un cas de toxoplasmose congéifitaiku, 1923) et la premiére mise en
évidence deT. gondii dans les infections humaines par Wolf et al. (}93%z un enfant
atteint d’encéphalite, on a pu mesurer la grandersiité des formes cliniqgues engendrées par
le toxoplasme. Si le systeme immunitaire de I'hjaiee un réle fondamental (les formes
séveres sont habituellement observées en cas dhiépression acquise comme le SIDA,
ou en cas d'immaturité du systéme immunitaire fataals les toxoplasmoses congénitales), il
n’explique pas toujours la diversité des formesiglies rencontrées. Par exemple, des formes
séveres de toxoplasmose chez 'immunocompétenéténtiécrites régulierement en Guyane
francaise, alors que ces formes sont exceptiomel® France. Toujours chez
'immunocompétent, les formes oculaires acquises particulierement fréquentes au Brésil.
Des facteurs parasitaires liés a la présence detyg@Es particuliers dans ces régions

pourraient expliquer, du moins en partie, la frémaeplus élevée de ces formes cliniques.

On sait qu’au niveau biologique, des différencestert entre les souches notamment
en ce qui concerne la virulence chez la sourismptant de les classer en virulentes,

avirulentes ou de virulence intermédiaire.

Cette diversité tant épidémiologique que biologigeer. gondiilaisse supposer une
grande diversité génétique, d’autant plus que casfia possede un cycle sexué chez les

félidés permettant les recombinaisons génétiques.
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Grace a la collecte importante et diversifiée ddato deT. gondii par le Centre de
Ressources Biologiques (CRBpxoplasmanous nous proposons dans ce travail d'utiliser
des marqueurs génétiques de type microsatellited&imieux comprendre la structure de la
population de ce parasite dans une premiere parti@essayer d’établir une corrélation entre

génotypes et formes cliniques de toxoplasmose mertns la seconde partie.
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PREMIERE PARTIE
Apport des microsatellites et d’'un
échantillonnage diversifie dans la
compréhension de la structure de la

population de Toxoplasma gondii
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1. Introduction

Les protozoaires parasites tels qRlasmodiumou Toxoplasmasont des cellules
eucaryotes pouvant se multiplier par reproductiexuée. Cette possibilité de sexe chez ces
parasites a été montrée expérimentalement parehitibh de progénies recombinantes. De
plus, ces protozoaires possedent un cycle sexdéitparent décrit chez leur hote définitif
dans la nature. Ceci signifie seulement que lanpiaiée de reproduction sexuée n'a pas été
perdue par ces parasites. Il n’est pas du toueatigue le sexe soit le mode de reproduction
prédominant de ces parasites dans la nature. uetwte de la population d’'une espéce ne
peut pas étre déduite d’apres la présence ou habsd'un cycle sexué. Il faut pour cela
réaliser un typage génétigue a l'aide de plusienrgrqueurs discriminants sur un
échantillonnage le plus représentatif possiblead@bulation circulant dans la nature.

Apres avoir décrit les différents types de margseutilisés dans le typage
génétique des isolats de gondij nous analyserons les données de la littératumet germis
de définir une structure clonale de population pmuparasite. Enfin, a partir de nos travaux
publiés, nous verrons que ce parasite présenteaierurie structure de population plus

complexe.
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2. Structure de la population dexoplasma gondii

2.1. Margueurs génétiques utilisés

Un marqueur génétique est une séquence d’ADN, mwolyhique, dépendant d’'un
locus spécifique localisé a un endroit précis dwnogée. Quatre types majeurs de
polymorphisme génétique ont été utilisés comme e genétiques dE€. gondii: le
polymorphisme alloenzymatique, I'amplification dldiee d’ADN polymorphe ou RAPD
(Random Amplification of Polymorphic DNA), les mtitas simple polymorphisme ou
SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) et le polgghsme de longueur des

microsatellites (tableau 1).
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« Allozymes: aspartate aminotransférase (ASAT), amylase (AM)@pionyl estérasdardé et al., 1992 ; Dardé, 1996
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(ACP)
« RAPD : amorces A10, Al4, A17, A19, B04, B0O5, B082BB13, C01, C07, C08, C1Luo et Johnson, 1995 ; Guo et al., 1997 ; Feretigd.,
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Actine ACT1),a-tubuline TUBJ), B-tubuline TUB2), dihydrofolate reductas&QL1), Lehmann et al., 2000

Dihydroptéroate synthétadeRHS) Aspinall et al., 2002
ADN Polymérase (POLJ) Bifas et Johnson, 1998
Nucléoside triphosphatasNTPase Asai et al., 1995
Intergenic spacet@S) et 5S rRNA Fazaeli et al., 2000b
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Marqueurs génétiques Références

* Marqueurs de fonction inconnue

850, 950, L328, 62B, 226, C19 Sibley et Boothroyd, 1992
Bl Grigg et Boothroyd, 2001b
B10 Lehmann et al., 2000
* Microsatellites:
Polymorphisme modéré3-tubulin (TUB2), myosine-A TgM-A), W35 B17, B18 Costa et al., 1997 ; Ajzenberg et al., 2004
Polymorphisme élevéd60608, N82375, N83021, N61191, AA519150 Ajzenberg et al., 2002a

M6, M33, M48, M95, M102, M163 Blackston et al., 2001

cB21-4 Ferreira et al., 2006

* Séquences répétées dans le génome :
BS Sibley et Boothroyd, 1992
TGR Cristina et al., 1991 ; Hggdall et al., 2000
MGE (mobile genetic elements) Terry et al., 2001

Tableau 1 Marqueurs génétiques utilisés dans I'étude dyrmpoiphisme génétique de gondii De nombreux autres polymorphismes (SNPs)

ont récemment été décrits (Khan et al., 2005b)
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2.1.1. Marqueurs enzymatiques

Chez un individu donné, si la substitution d’'undacaminé dans une enzyme
entraine une différence dans la charge ioniquéetoi@ la molécule, I'enzyme aura alors une
mobilité électrophorétique modifiée, c’est a diteepa vitesse de migration sera différente. Il
se produit un changement de mobilité car pour udmentaille et une méme configuration,
les vitesses de migration des enzymes sont prileciant fonction du rapport entre le nombre
d’acides aminés chargés positivement (essentiefiefadysine, I'arginine et I'histidine) et le
nombre de ceux chargés négativement (principaletesndcides aspartique et glutamique).
On appelle allozymes les enzymes présentant d@dtestenzymatiques qualitativement
identiques, mais que 'on différencie par leur nligbiélectrophorétique et qui correspondent
a des alleles différents d’'un méme locus. Ainsindilyse alloenzymatique relésticto sensu
du phénotypage et non du génotypage, mais on aeagnisidérer comme étant une approche

indirecte du génome.

Largement utilisés pour typer de nombreux protaesa{Gardener et Howells,

1972; Sargeaunt et Williams, 1979; Miles et al.8Q)9 les allozymes furent les premiers
marqueurs utilisés pour typer des souches.dgndii(Dardé et al. 1988, 1992). Parmi les 39
enzymes étudiées, seulement six montrerent deslspeéctrophorétiques différents en
fonction des souches (différences caractériséesepaombre de bandes et/ou la valeur du
point isoélectrique correspondant & ces bandes'afjit de I'aspartate amino transférase
(ASAT), la glutathion réductase (GSR), la glucosmgphate isomérase (GPI), 'amylase
(AMY), la phosphatase acide (ACP) et la propiorstéease (PE) (tableau 1).

Bien que le polymorphisme de chaque enzyme soiitdira deux ou trois
allozymes par marqueur, l'utilisation de plusieenzymes permet d’obtenir un bon niveau de
résolution (Dardé, 1996).

2.1.2. R.A.P.D. (Random Amplification of PolymorpidNA)

Cette technique consiste a amplifier par PCR dagnients d’ADN en utilisant une
seule amorce courte de 10 bases et une tempédiytwidation tres basse. La séquence de
ces amorces est aléatoire mais du fait de leuteféongueur, ces amorces ont une probabilité

importante de trouver plusieurs séquences homotogiams un génome de grande taille
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comme celui des eucaryotes. Les bandes obtenueslépassent rarement la dizaine, sont
séparées sur gel d’agarose.

Ces marqueurs ont été relativement peu utiliséz Thgondii Parmi les 21 amorces
décrites dans la littérature (tableau 1), quatrg, (B12, C08 et C020) sont relativement
discriminantes (Guo et al., 1997 ; Ferreira et24lQ4 ; Conrad et al., 2005).

2.1.3. S.N.Ps (Single Nucleotide Polymorphisms)

Les SNPs pour « Single Nucleotide Polymorphismst si&finis par la coexistence
d’au moins deux bases différentes a la méme posittbacun avec une fréquence > 1%
(Krawczak, 1999). lls affectent une seule pairebeee soit par substitution (remplacement
d’'un nucléotide par un autre) soit par délétion insertion d'une base. Ces mutations
ponctuelles sont fréquentes dans le génome (1/pBPOON estime leur nombre a environ
3.1¢ pour le génome humain (Sauer et al., 2000). LeBsSdont répartis uniformément tout
le long du génome et sont, au méme titre que lesosatellites, utilisés pour construire des
cartes de linkage. Un des avantages majeurs des &Feur capacité a étre typés de facon
rapide et semi-automatique. Un cas particulier eegalymorphisme « simple nucléotide »
apparait quant la mutation entraine I'apparitionlawdlisparition d’'un site de restriction. On
appelle site de restriction, une séquence de ntideaeconnue et clivée par une
endonucléase de restriction. Il en résulte, apgésiction, des difféerences dans la taille des
fragments générés. Ce polymorphisme particulier agbelé RFLP pour « Restriction
Fragment Length Polymorphism ».

Dans I'étude du polymorphisme génétiqueTdeyondii les SNPs ont été détectés par
séquencage de loci a copie unique et constituesdro@is le groupe le plus abondant de
marqueurs génétiques de ce parasite (tableau $)SQEs ont été détectés dans des génes
codant pour des antigenes majeurs situés a lacsudia parasite, dans des granules denses,
des rhoptries ou dans la matrice du kyste (Sibldgoethroyd, 1992 ; Parmley et al., 1994 ;
Rinder et al., 1995 ; Windeck et Gross, 1996 ; Kleet al., 1996 ; Fazaeli et al., 2000a ;
Grigg et al., 2001a ; Tinti et al., 2003 ; Kharakt 2005b). Les SNPs sont également présents
dans des genes de ménage ou genes codant pouotiesgs indispensables a la vie de tous
les types de cellules. Parmi les génes de méndgpgsicomme marqueurs génétiqueslde

gondii, on trouve des genes codant des protéines staletucomme & ou B-tubuline ou
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l'actine (Lehmann et al., 2000), des enzymes conlmedihydrofolate réductase, la
dihydroptéroate synthase, la thymidilate synthdaenucléoside triphosphatase ou I'ADN
polymérase alpha (Asai et al., 1995 ; Bifias et dohn1998 ; Aspinall et al.,, 2002). Les
SNPs de génes dont la fonction est inconnue coB®0e950, L328 62B, 226 C19 et Bl
(Sibley et Boothroyd, 1992 ; Grigg et Boothroyd02B) ont également été utilisés.

Plus récemment, Khan et al. (2005b) ont identifl® Aouveaux marqueurs SNPs, qui
ajoutés aux 50 déja connus, ont permis d’étable carte génétique dE. gondii Situés
environ tous les 300 kb sur les 14 chromosomed.dgondii ces 250 marqueurs SNPs
représentent une information considérable pour gourepérer les genes associés a des

caractéres phénotypiques Hegondiicomme la virulence dans des études expérimentales.

Les SNPs sont détectés par séquencage de 'ADNndplasieurs loci sont utilisés,
le séquencage multilocus représente la meilleurprogpe pour détecter tous les
polymorphismes des loci étudiés afin d’analysesttacture de la population. Mais du fait de
la lourdeur technique et du colt du séquencagelouuis, des méthodes de PCR-RFLP sont
généralement développées apres détection de SNRsmmndant a des sites de restriction
pour des endonucléases de restriction. La PCR-RIsLBeaucoup moins informative que le
séquencgage, car elle ne détecte que quelques SiNRs $ocus alors que le séquencage les
détecte toutes. Par exemple, un polymorphisme itapba été détecté par séquencage du
geneGRAG (9 alleles parmi 30 isolats), mais la méthode HRLR- développée sur un seul
SNP n’a pu différencier que 3 alleles (Fazaelilet2®00a). Malgré cette perte d’'information
génétique, la PCR-RFLP de genes a copie uniquia astthode la plus largement utilisée
pour typer les isolats de. gondii(Sibley et Boothroyd, 1992 ; Howe et Sibley, 19%%owe
et al., 1997 ; Bifias et Johnson, 1998).

2.1.4. Microsatellites

Dans I'étude du polymorphisme de I’ADN, l'outil pdus récent est celui qui fait appel
aux microsatellites (MS) permettant de détectepoigmorphisme de répétition. Il s'agit, au
sein du génome, de répétitions en tandem dont & ohe base est tres court : de 1 a 6
nucléotides. On les appelle aussi STR (Short TanBepeats). Chez 'Homme, les motifs
dinucléotidiques (CAy)sont les plus abondants : on en trouve un toud3es100 Kb d’ADN

génomique et sont uniformément distribués dangmeige (Kaplan et Delpech, 1993).
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Les MS ont un polymorphisme allélique élevé (ilsitsdits tres informatifs). Ce
polymorphisme est d’autant plus grand que le matelste est long. Chez 'Homme, ce
polymorphisme des MS est élevé quand le nombrepigtitions est supérieur a 12 (Weber,
1990). Le mécanisme proposé pour expliquer le gpagmorphisme des microsatellites est
gu'au moment de la réplication peuvent se produles erreurs par dérapage intra-
chromatidien de I'’ADN polymérase sur ces structur@sétées conduisant a un nombre
variable de répétitions en tandem des microsasllPlus le nombre de répétitions est grand,
plus le risque d’erreur est élevée. Le mécanismalaigant au polymorphisme des MS est
donc différent du mécanisme qui est la base dunpmighisme des SNPs, des isoenzymes ou
de la RAPD (mutation).

Pour mettre en évidence le polymorphisme des natedges, il faut au préalable

amplifier par PCR la séquence d’ADN comprenant agaosatellite :

Amorce F (Forward) Amorce R (Reverse)
________ > Lo

_alléle 1 TGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG X + 4 pb
_alléle 2 TGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG X+ 2pb

_alléle 3 TGTGTGTGTGTGTGTGTGTG X pb

Le polymorphisme étant di a un nombre variable dtifrde base répété en tandem
(ici un dinucléotide), il faudra pour analyser lggoduits de PCR un systeme
électrophorétique suffisamment résolutif capabléeidénguer des variations de 2 bases parmi
les différents amplicons. Ceci est possible avecstjuenceurs automatiques. Cela suppose
d’utiliser des amorces oligonucléotidiques coupléean fluorochrome et de faire migrer

conjointement un marqueur de poids moléculairalissi fluorescent.

Les microsatellites sont devenus des marqueursnioomables dans I'étude du
polymorphisme génétique des eucaryotes, en padialgs protozoaires comngasmodium
falciparum (Anderson et al., 2000),Trypanosoma cruzi(Oliveira et al., 1998),
Cryptosporidium parvun{Mallon et al., 2003) od.eishmania sgSchwenkenbecher et al.,

sSous presse).
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ChezToxoplasma gondiil7 marqueurs microsatellites ont été utilisésr peuypage
des isolats (tableau 1).

La plupart de ces marqueurs microsatellites soitiség pour leur fort pouvoir
discriminant permettant de distinguer deux isotegs proches génétiguement (Blackston et
al., 2001 ; Ajzenberg et al., 2002a ; Sreekumat.eR003 ; Lehmann et al., 2003, 2004). Ces
microsatellites utilisés dans le « fingerprintinges isolats sont une alternative a I'utilisation
de marqueurs trés répétés dans le génome (séquenteopies) comme la sond&S les
séquence3GRet les éléments génétiques mobNMGSE (Cristina et al., 1991, 1995 ; Sibley
et Boothroyd, 1992 ; Howe et Sibley, 1994 ; Messhal., 1996 ; C; Literak et al., 1998 ;
Hggdall et al., 2000 ; Terry et al., 2001).

Le polymorphisme modéré de certains marqueurs satetlites (Costa et al., 1997 ;
Ajzenberg et al., 2004, 2005) rend ces marqueufsamment stables pour pouvoir établir
une corrélation avec les résultats du typage paPsSblu allozymes, tout en possédant un
meilleur pouvoir de résolution, ce qui en fait degrqueurs idéals dans I'étude de la structure
de la population d&. gondii

2.2. Diversité génétique et structure de la popuiadeT. gondi

Nous avons séparé les études de typage monolahlsa 2) des études de typage

multilocus (tableau 3).
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Origine géographigue

Nombre

Origine d’hote

Marqueur

Méthode de typage

Références

d’isolats
Europe
Autriche 67 Poulets Sag2 n-PCR-RFLP Dubey et al., 2005b
France 90 Humains Sag2 n-PCR-RFLP Honoré et al., 2000
France 37 Humains TUB2 Microsatellite Costa et al., 1997
France 68 Humains Sag2 n-PCR-RFLP Howe et al., 1997
Grande Bretagne 32 Humains Sag2 n-PCR-RFLP+séquencage Aspinall et al., 2002
Grande Bretagne 13 Moutons Sag?2 n-PCR-RFLP Owen et Trees, 1999
Portugal 12 Poulets Sag2 n-PCR-RFLP Dubey et al., sous presse
Espagne 25 Humains Sag2 n-PCR-RFLP Fuentes et al., 2001
Espagne 55 Humains Sag2 n-PCR-RFLP Fuentes et al., 2004
Espagne 26 Chats Sag2 n-PCR-RFLP Montoya et al., 2004
Israel 19 Poulets Sag2 n-PCR-RFLP Dubey et al., 2004f
USA
USA (Ohio, Massachusetts) 19 Poulets Sag2 n-PCR-RFLP Dubey et al., 2003b
USA 47 Animaux sauvages Sag2 n-PCR-RFLP Dubey et al., 2004a
USA (Mississippi, South 11 Animaux sauvages Sag?2 n-PCR-RFLP Dubey et al., 2004e
Carolina)
Ameérique latine
Argentine 9 Poulets Sag2 n-PCR-RFLP Dubey et al., 2003e
Brésil (Parana) 14 Poulets Sag2 n-PCR-RFLP Dubey et al., 2003d
Brésil (Parana) 37 Chats Sag2 n-PCR-RFLP Dubey et al., 2004d
Brésil (Rio de Janeiro) 48 Poulets Sag2 n-PCR-RFLP Dubey et al., 2003c
Brésil (Sao Paulo) 25 Poulets Sag2 n-PCR-RFLP Dabal;, 2002
Brésil (Sao Paulo) 7 Porcs Sag2 n-PCR-RFLP de ASaodos et al., 2005
Brésil (Sao Paulo) 50 Chats Sag2 n-PCR-RFLP Pena et al., sous presse
Brésil 9 Chiens Sag2 n-PCR-RFLP da Silva et al., 2005
Colombie 24 Poulets Sag2 n-PCR-RFLP Dubey et al., 2005c
Grenada 36 Poulets Sag2 n-PCR-RFLP Dubey et al., 2005a
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Origine géographique g,?srggteSOrigine d’héte Marqueur Méthode de typage Références
Guatemala 8 Poulets Sag2 n-PCR-RFLP Dubey et al., 2005e
Mexique 6 Poulets Sag2 n-PCR-RFLP Dubey et al., 2004c
Pérou 10 Poulets Sag2 n-PCR-RFLP Dubey et al., 2004b
Afrique
Mali, Burkina Faso, 17 Poulets Sag2 n-PCR-RFLP Dubey et al., 2005d
RDCongo, Kenya
Egypte 21 Poulets, Canards Sag2 n-PCR-RFLP Dubey et al., 2003a
Divers
Europe, USA, Australie 10 Humains, mouton?0OL1 Séquencage et PCR-RFLP Bifias et Johnson, 1998
bovin, chévre
Europe, USA, Nouvelle- 30 Humains, moutons, GRA6 Séquencage et PCR-RFLP Fazaeli et al., 2000a
Zélande, Guyane francaise, cobaye, chat, poulet,
Uruguay lapin, singe
idem 32 idem IGS et 5S rRNA gerfeéquencage et PCR-RFLP Fazaeli et al., 2000b
Europe, USA 7 Humains, poulet, GRA4 Séquencage Meisel et al., 1996
cobaye
Europe, USA, Brésil 9 Humains, poulet, SAG5 Séquencage et PCR-RFLP Tinti et al., 2003
bovin, moutons,
cobaye
Europe, USA 21 Humains, poulet, NTPase PCR-RFLP Asai et al., 1995
chat, lapin
Europe, USA, Chine 10 Humains, poulet, SAG1 Séquencage Rinder et al., 1995
mouton

Tableau 2.Typages monolocus des

isolatsTaeoplasma gondii.

26



Références Loci Méthode Nombre
(localisation chromosomique) de typage d'isolats

Howe et Sibley, 1995 SAG2 SAGl1l 850 ROP1 L328 62 PCR-RFLP 106
(V) (V) V) (XI) (v (1X)

Darde, 1996 ASAT GSR AMY GPI PE ACP Alloenzymes 61
(ND%  (ND) (ND) (ND) (ND) (ND)

Mondragon et al., 1998 SAG2 SAG1 PCR-RFLP 43
(V) (V)

Lehmanret al, 2000 SAG2 TuB1 TuB2 FOL1 MAG1 B10 ACT1 Séquencage i6
(V) (I1X) (IX) (ND) (v (X (Ib)

Grigget al, 2001a SAG2 SAG1 SAG3 SAG4 BSR4 Séquencage 28
(V) (V) (X (Vlla)  (IV)

Lehmanret al, 2003 SAG2 M163 M33 M48 M102 M6 M95 PCR-RFLP + 25
(VI (X1 (V) (la) (Vlia) (XM (Vlla) microsatellites

Sreekumaet al, 2003 SAG2 M163 M33 M48 M102 M6 M95 PCR-RFLP + 79
(VI (X1 (V) (la) (Vi (X (Vlla) microsatellites

Miller et al, 2004 ; ConradSAG2 SAGl SAG3 Bl GRAG6 PCR-RFLP + 52"

et al, 2005 (vin) (vin) (X1 (1X) X) séquencage

Lehmanret al, 2004 SAG2 M163 M33 M48 M102 M6 M95 PCR-RFLP + 53
(VI (X1 (V) (la) (Vi (X (Vlla) microsatellites

Khan et al., 2005a SAG2 TUB2 GRA6 SAG3 8
(V) (1X) X) (X1)

Ferreiraet al, 2006 SAG2 SAGl1 SAG3 L363 GRA6 Bl cB21-4 ¢S10-A6 PCR-RFLP+ 20’
(VI (VI (X (Vilb)  (X) (IX) (1 (Vlla) microsatellites

de Sousa et al., 2006 SAG2 TuB2 W35 B18 B17 TgM-A PCR-RFLP + 15
(VI (IX) (D) (Vi (X X) microsatellites

Tableau 3.Typages multilocus des isolats Texoplasma gondii.
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&ND : non disponible.

P dont 23isolats inhabituels : Brésil (OH3, S11), Austrdll@96), Japon (Tgl32, FUK, Tgl7), Panama (2 ch&td7c, K125; 1 colombe
: G622-M), ours (B41, B51, B62, B70, B73, B74, B7&rfs (WTD-1, WTD-3), dinde (T61), Rongeurs (RE®43, R961, R977)

¢ dont 8 isolats inhabituels : Uruguay (OPA, CASTBl)] Guyane francgaise (RUB), Japon (Tg132), ArgentiiG3), Australie (Tg96),
Singe (SQM), Cobaye (76K)

4 dont 3 isolats inhabituels : cougar (COUGAR?2)tieule mer (OTTERS3), wallaby (WALLABY1)

®dont 4 isolats inhabituels : Guyane frangaise (RUBND), Uruguay (CASTELLS), cougar (COUGAR)

" dont 3 isolats inhabituels : étourneau (1), rong)é2)
9 dont 7 isolats inhabituels : Inde (TgCInd-1-TgGHd

" dont 52 isolats inhabituels : loutres de mers,(BBpque (1), lion de mer (1)

' dont 53 isolats inhabituels : Brésil (CK194-21&3D0, CK304-305, CK 307, CK309, CK312-316, CK31%323, CK328, CK332,
CK335, CK337, CK340-345, CK347, CK351, CK353, CK338, CK364)

J dont 20 isolats inhabituels : Brésil (20: D1-D#8IGCH3, AS28, BV, N, EGS, RAR, SAF, EFP, C4, P)
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Le nombre de marqueurs sélectionnés doit étreukeiplportant possible pour pouvoir
donner des informations représentatives de lahitittagénétique totale de I'espéce a étudier.
Seul un typage multilocus, avec des marqueurs iggest localisés sur plusieurs
chromosomes peut mettre en évidence les recombirgagenétiques et apprécier la diversité
génétique de I'espéece a étudier. Il faut se rappmple I'héritage des alleles de deux souches
parentales peut étre disproportionné dans les pieg@ecombinantes : ch@oxoplasma
CL19 et CL11, deux progénies issues d’'un croiseraptre un type Il et un type Il (Sibley et
al., 1992), ont respectivement 127 et 113 loci ygee tlll sur les 139 marqueurs analysés
(Sibley et al., 1992 ; Saeij et al., 2005a). Unatyg unilocus, voire avec seulement deux ou

trois marqueurs, pourrait facilement classer céisesutiques recombinants II/lll en type lII.

La plupart des études sur le polymorphisme génétitgT. gondiin’ont utilisé qu’un
seul marqueur (tableau 2). Bien que I'échantillg@nd’isolats soit tres important et surtout
tres diversifié car ces isolats ont été collectéssddifférentes régions du globe, le typage
monolocus réalisé ne permet pas d'apprécier largii€¢egénétique et les recombinaisons
génétiques parmi ces isolats. L'étude du polymanrpki par séquencage d'un seul géne
pourrait donner des informations sur la diversitéligue de ce gene, comme pdaRA6par
exemple (Fazaeli et al., 2000a). Malheureusemargrdnde majorité des études monolocus
n'ont étudié que le polymorphisme génétique d’'ual ggne,SAG2 De plus, le choix de la
PCR-RFLP dans la plupart de ces études et nongiieséage n’apporte qu’une information

rudimentaire (2 SNPs) sur ce gene.

Parmi les études multilocus (tableau 3), le priacibiais est lié a
I’échantillonnage qui doit étre le plus importahteeplus divers possible. Le toxoplasme étant
présent chez tous les mammiféres et tous les oissaus toutes les latitudes, il faudrait en
théorie étudier des souches provenant d’'un maximindtes et d’'un maximum de pays. Or
la plupart de ces études ont étudié des isolaigepemt majoritairement d’Amérique du nord
ou d’Europe. Toutes les autres parties du mondemmaent 'Amérique du Sud, I'Asie ou
I'Afriqgue sont largement sous-représentées. De phusni les isolats étudiés en Amérique du
Nord ou en Europe, la plupart proviennent de catxeplasmose humaine symptomatique
(surtout des cas de toxoplasmose congénitale, nmsmnsent des réactivations chez des
sidéens) ou d'animaux domestiques ou péri-domestimoutons, porcs, poulets, chats). La
diversité d’hétes de dxoplasma gondiinotamment dans le milieu sauvage, est sous-estimé

dans la plupart de ces études. Nous avons indigné t& tableau 3, pour chaque étude
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multilocus, la proportion d’isolats « inhabituelseoit par leur origine géographiquez( non
originaires d'’Amérique du Nord ou d'Europe) soit lear origine d'héted.€. non isolés chez
I'Homme ou chez les animaux domestiques).

Les premieres études multilocus avec un nombre ritapibd’isolats ont été realisées
avec 6 marqueurs enzymatiques sur 86 stocks ([2arale 1992 ; Dardé, 1996) et avec 6 loci
indépendants par PCR-RFLP sur 106 stocks (Howékty$1995). L'échantillonnage de ces
études comportait des isolats « historiques » tmns dans plusieurs laboratoires comme
RH, M7741, C56, ME49, Prugniaud et des isolats phgents collectés principalement de cas
de toxoplasmose humaine aux USA ou en France. ifEbeayet al(1991) par méta-analyse de
données publiés sur une collection limitée disolagpés par marqueurs enzymatiques,
proposerent une structure de population clonale pogondii Plus tard, cette hypothese fut
admise par Sibley et Boothroyd (1992) qui propaseqeie la population d&. gondii était
subdivisée en deux lignées clonales principalest doe virulente pour la souris. Trois ans
plus tard, Howe et Sibley (1995) postulerent I'exige de trois lignées clonales dénommeées
type |, Il et lll. Les criteres de reproduction éde (Tibayrenc et al., 1990, 1991) étaient en
effet présents dans cette population provenant ntejement du cycle domestique
d’Amérique du Nord ou d’Europe de gondii: sur-représentation de génotypes multilocus
identiques et stables dans le temps et 'espasenab de nombreux recombinants possibles,
déséquilibre de liaison et corrélation avec des qoeurs génétiques indépendants

(allozymes).

Ce mode de multiplication majoritairement clonalveeit pas dire que la sexualité est
absente cheZ. gondii Sur 106 isolats étudiés, Howe et Sibley (1993) d#crit 4 isolats
présentant un mélange d'alleles de type I, Il duddns leur génotypes. Ces génotypes
recombinants attestent I'existence d’'une sexuafitéis les recombinaisons issues de cette
sexualité sont beaucoup trop minoritaires pour poumnodifier la structure globalement
clonale de la population de. gondii,du moins dans la population étudiée majoritairement
composée d'isolats du cycle domestigue des USA’Etrdpe. En marge de ces isolats
recombinants qui sont issus du méme pool de gémedeg 3 types majeurs, il existe des
isolats que I'on qualifie d’exotique ou atypiqueri@g et al., 2001a, c ; Su et al., 2003). Ces
isolats ont un génotype complexe avec des allééssiques |, Il ou lll (souvent mélangés)
pour certains marqueurs et de nombreux polymormssumiques non rencontrés parmi les
isolats des 3 lignées clonales pour d’autres mamrgué.a diversité allélique et génotypique

de ces isolats atypiques ou exotiques est beaydogpmportante que celle observée parmi
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les trois lignées clonales (Grigg et al., 2001agciGuggére que ces isolats atypiques ou
exotigques sont issus d’'un pool de génes diffém@éine si la présence d’'alléles de type |, |l
ou lll dans leurs génotypes montre qu'’il y a eudgtession avec les trois lignées clonales par
recombinaisons successives (Su et al., 2003). &x#ats atypiques sont tres rares dans la
population d’isolats du cycle domestiqueTdegondiiaux USA ou en Europe, mais pourraient
étre beaucoup plus abondants chez les hétes saudage parasite ou dans d'autres régions
du globe notamment tropicales.

En conclusion, les données de la littérature stalmod sur la faible diversité génétique
et la structure majoritairement clonale de la papoh deToxoplasma gondimalgre le cycle
sexué et la diversité d’hotes trés importante deacasite ubiquitaire. Cette contradiction doit
faire poser deux questions essentielles : est edaydiversité génétique et la fréquence des

recombinaisons n’ont pas été sous-estimées parhamtllonnage biaisé :

0] du génome ? En d’autres termes, est-ce queraxsdtats ne sont pas la
conséquence d'une sur-représentation de marqueews polymorphes
comme les SNPs détectés par PCR-RFLP ? Pour répancktte question,
nous avons choisi des marqueurs tres polymorpegsnicrosatellites, pour
typer 84 isolats collectés principalement dansylelecdomestique dd.

gondiien Europe (Ajzenberg et al., 2002a).

(i) du pool de genes ? En effet, les isolats d&Alet d’Europe provenant
d’humains ou d’animaux domestiques sont sur-reptése dans les
différentes études, aux dépens d’isolats du cyale’age et/ou provenant
d’autres régions géographiques. Pour répondreta detixieme question,
nous avons réalisé une étude moléculaire et phytgiie avec marqueurs
microsatellites sur 43 isolats dont la moitié amtiene origine d’héte ou

géographique inhabituelle (Ajzenberg et al., 2004).
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L’étude génétique d’'une population doit obligatoient utiliser plusieurs marqueurs
(typage multilocus). La question qui se pose easest le choix du polymorphisme génétique
a détecter entre marqueurs enzymatiques, RAPD, SPsicrosatellites. Il faut que les
analyses soient rapides et peu colteuses et qumdegueurs génétiques choisis soient
discriminants Les résultats doivent étre facilemiemérprétables et transformables en un

génotype.

Les marqueurs enzymatiques ont un inconvéniennigab qui limite leur utilisation
sur un grand nombre d’isolats. Cette techniqueieegun grand nombre de parasites purifiés
(environ 7.16 tachyzoites par enzyme), ce qui est long & obpenir des souches avirulentes
de Toxoplasmgjusqu’a deux mois de passage répétés). Au nivéasatigjue, ces marqueurs
sont sensibles a I'homoplasie (identité de carastaui ne sont pas dus a un ancétre
commun) : les mutations silencieuses ne peuvengépasdétectées par cette technique car
elles n’entrainent aucun changement dans la ségqud’acides aminés. Ainsi des bandes

identiques sur un gel d’électrophorese peuventspondre a des alléles différents.

Les marqueurs de type RAPD présentent quelquestamem (rapidité, simplicité,
aucune connaissance préalable du génome), maisgaaut caractériseés par de nombreux
inconveénients : (i) la reproductibilité est maueaise qui est la conséquence des conditions
peu stringentes de PCR (basses températures alhtibn des amorces) ; (i) comme pour les
allozymes, ces marqueurs sont sensibles a I'hnorsi@pla(iii) le manque de spécificité des
amorces utilisées rend difficile, voire impossibie,typage direct sur produit pathologique

(profil RAPD complexe associant les ADN de I'hGtala parasite).

Il résulte de cette premiére analyse que les marqugénétiques les plus efficaces
semblent étre les microsatellites et les SNPs.égeiencage multilocus de plusieurs loci, en
mettant en évidence tous les SNPs sur les séque&todees apporte une information
génétique optimale. Mais le colt et la lourdeuhtégue du séquencage sont prohibitifs sur
une large collection d’isolats. L'alternative estitdiser la PCR-RFLP pour détecter un ou
deux SNPs par locus étudié. Mais linformation diéng devient rudimentaire, car
généralement biallélique pour chaque enzyme deatish utilisée (coupure ou non du site
de restriction). En multipliant le nombre d’enzyntes restriction pour chaque marqueur, on
multiplie le nombre de SNPs détectés, mais celd e CR-RFLP fastidieuse. Il vaut mieux,
dans ce cas, opter pour le séquencage du mardielarsignifie que l'information contenue

dans un SNP par PCR-RFLP est relativement faibd@ & compare a I'information contenue
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dans les marqueurs de type microsatellite qui pgueeoir 10 alleles ou plus (selon le
nombre de fois que l'unité de base est répétéepdiime qu'il faut en moyenne 5 marqueurs
SNPs pour égaler l'information contenue dans urrasatellite (Chakraborty et al., 1999). De
plus, bien que la PCR-RFLP soit rapide et facildiliser, cette technique peut présenter des
problemes de reproductibilité, notamment avec leqoeurSAG2: amplification incompléte
(Fuentes et al., 2001) ou digestion incomplételgazyme de restriction (Lehmann et al.,
2000).

Nous avons donc choisi les microsatellites qui ssitent une PCR et une
électrophorese sur séquenceur automatique. L'amalyar le logiciel GeneScan du
polymorphisme de longueur donne des résultats eapigproductibles et adaptés aux larges

séries.

Le principal atout des microsatellites est leutt fpouvoir discriminant. Dans notre
premiere étude (Ajzenberg et al., 2002a), I'assmmeiade 5 microsatellites trés polymorphes
avec motif de base (TA)pour N6060§ N82375 N83021,N61191 et AA519150et de 3
microsatellites modérément polymorphes avec mdaifbdse (TG)pour W35487 et (TQ)
pour TUB2 et TgM-A, donnait un pouvoir de discrimination quasi maxinj@)997). Ce
pouvoir discriminant nous a permis de montrer @gseigolats appartenant a une méme lignée
clonale n’étaient pas identiques génétiquementteCdifférentiation génétique au-dela du
lignage est quasiment impossible avec des marquieutgpe SNP par PCR-RFLP (Howe et
Sibley, 1995) ou des marqueurs enzymatiques (Ddr@@6). Nous avons pu différencier
deux isolats de type Il chez un mouton démontramir gda premiéere fois I'existence

d’infections mixtes dans la nature.

L’'analyse de la structure de la population avec &easicrosatellites a confirmé la
structure clonale de la population étudiée (Ajzeghbst al., 2002a), la corrélation avec des
marqueurs indépendants (marqueurs enzymatiquem)alyse phylogénétique n’a cependant
différencié que deux groupes, le type Ill étantisadciable du type Il. En revanche, un
marqueur microsatellite modérément polymorpfigM-A a permis de définir deux sous-
groupes dans la lignée de type | jusqu’a présestliomogene avec les principaux marqueurs
utilisés (Howe et Sibley, 1995 ; Darde, 1996). kédsence d’un allele de type Il dgM-A
dans un des deux sous-groupes pourrait étre l&goaace de recombinaisons entre le type |
et le type IIl.

35



Ainsi, dans la population étudiée, constituée ni@mement d’isolats du cycle
domestique en Europe, la structure de la populatémte clonale malgré I'utilisation de
marqueurs microsatellites ayant peut-étre permé ragilleure détection des évenements de

recombinaison.

Dans notre deuxieme article (Ajzenberg et al., 2004ur limiter 'homoplasie des
marqueurs les plus polymorphes, nous n'avons gquééles trois marqueurs modérément
polymorphes de notre étude précédente (Ajzenbeat),e2002a). De plus, nous avons utilisé
deux nouveaux marqueurs microsatellites au polyhsnpe également modéer&18 (TG),
et B17 (TC),. Afin d’augmenter I'information génétique apportgar ces marqueurs, nous
avons séquencé la partie microsatellite proprerdegatainsi que les régions flanquantes de
ces cing marqueurs pour 43 isolats. Le but dertieteaétait de reconsidérer la structure de la
population en étudiant 21 isolats du cycle domastid’Europe ou des USA et 22 isolats
inhabituels (d’hétes sauvages ou de zones trogical®us avons montré que la structure de
cette population n’était pas typique d'un organisolenal. Les 3 lignées clonales sont
individualisées mais avec des valeurs de bootstediple : la présence fréquente de
recombinaisonse(g.isolats africains ou isolats du milieu sauvagedreméricain) diminue la
robustesse de l'individualisation des 3 lignéesales et brouille la phylogénie. Les souches
aux génotypes atypiques (en particulier les soughganaises) sont distribuées tout le long
du phylogramme sans aucune structuration. L'intémgrade ces souches inhabituelles dans
I'analyse suggere que les échanges sexués parbawison seraient plus fréquents parmi les
isolats du cycle sauvage @exoplasmge.g.dans la forét amazonienne de Guyane francaise)
et dans des régions ou I'élevage récent ou nonsiftd’animaux domestiques est associé a
une domestication récente des chatg.[Brésil, Afrique Centrale et de I'Ouest, Caraibes).
Ainsi, la sous-représentation d’isolats du cyclevsege ou de régions tropicales pourrait

expliquer la prédominance des 3 lignées clonalas ttautes les études précédentes.

Une autre étude (Lehman et al., 2004) a montrélgukeséquilibre de liaison était
beaucoup moins important dans une population disd&ts provenant de poulets du Brésil
que dans une population de 54 animaux domestiguogss, poulets, chats, mouton, chevre)
nord-ameéricains. Cette étude suggere egalemenkeguechanges sexués sont plus fréquents
dans la population de toxoplasmes du Brésil pgrad la population d’Amérique du Nord.
Dans cette étude, les données concernant la d&egénotypique des isolats brésiliens

n'étaient pas disponibles. Tovi Lehman nous a geni adressé ces 53 isolats que nous
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avons typés par analyse du polymorphisme de lomgdesi 5 microsatellites utilisés dans
Ajzenberg et al. (2004). Les résultats du typage poésentés dans le tableau 4. A titre de
comparaison, nous présentons le résultat du typkgeé8 isolats provenant d’animaux
domestiques et sauvages collectés en France (r&jiampagne-Ardennes — D. Aubert, I.
Villena — et en Limousin — A. Dumeétre) dans le &l 5, de 37 isolats provenant d’animaux
collectés en Iran (N. Ziaali) et dans d’autres pdiyaurope (principalement du Portugal — S
de Sousa) dans le tableau 6 et de 24 isolats pravelu continent ameéricain (hors Breésil)
dans le tableau 7. Les génotypes complets de @&ssdlats provenant d’animaux sont dans

'annexe 1.
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Isolat Prélevement Origine Hote Type
Poulets du Brésil
CK358 Cceur et cerveau Brésil (Rio) Poulet Atypique
CK196 Cceeur et cerveau Brésil (Sao Paulo) Poulet Atypiq
CK215 Cceeur et cerveau Brésil (Sao Paulo) Poulet Atypiq
CK194 Cceur et cerveau Brésil (S&o Paulo) Poulet Atpiq
CK211 Cceeur et cerveau Brésil (Sao Paulo) Poulet Atypiq
CK207 Cceeur et cerveau Brésil (Sao Paulo) Poulet Atypiq
CKk212 Cceur et cerveau Brésil (Sao Paulo) Poulet Atpiq
CK214 Cceeur et cerveau Brésil (Sao Paulo) Poulet Atpiq
CK305 Cceeur et cerveau Brésil (Rio) Poulet Atypique
CK309 Cceur et cerveau Brésil (Rio) Poulet Atypique
CK313 Cceeur et cerveau Brésil (Rio) Poulet Atypique
CK314 Cceeur et cerveau Brésil (Rio) Poulet Atypique
CK315 Cceur et cerveau Brésil (Rio) Poulet Atypique
CK332 Cceur et cerveau Brésil (Rio) Poulet Atypique
CK335 Cceeur et cerveau Brésil (Rio) Poulet Atypique
CK337 Cceur et cerveau Brésil (Rio) Poulet Atypique
CK351 Cceur et cerveau Brésil (Rio) Poulet Atypique
CK364 Cceeur et cerveau Brésil (Rio) Poulet Atypique
CK342 Cceur et cerveau Brésil (Rio) Poulet Atypique
CK323 Cceur et cerveau Brésil (Rio) Poulet Atypique
CK328 Cceeur et cerveau Brésil (Rio) Poulet Atypique
CK341 Cceur et cerveau Brésil (Rio) Poulet Atypique
CK199 Cceur et cerveau Brésil (Sao Paulo) Poulet Atpiq
CK200 Cceeur et cerveau Brésil (Sao Paulo) Poulet Atypiq
CK201 Cceeur et cerveau Brésil (Sao Paulo) Poulet Atypiq
CK204 Cceur et cerveau Brésil (Sao Paulo) Poulet Atpiq
CK218 Cceeur et cerveau Brésil (Sao Paulo) Poulet Atypiq
CK216 Cceeur et cerveau Brésil (Sao Paulo) Poulet Atypiq
CK197 Cceur et cerveau Brésil (Sao Paulo) Poulet Atpiq
CK307 Cceeur et cerveau Brésil (Rio) Poulet /1
CK312 Cceeur et cerveau Brésil (Rio) Poulet /1
CK316 Cceur et cerveau Brésil (Rio) Poulet /1
CK340 Cceeur et cerveau Brésil (Rio) Poulet /1
CK343 Cceeur et cerveau Brésil (Rio) Poulet /1
CK347 Cceur et cerveau Brésil (Rio) Poulet /1
CK198 Cceur et cerveau Brésil (Sao Paulo) Poulet I/ n
CK202 Cceeur et cerveau Brésil (Sao Paulo) Poulet I/n
CK353 Cceur et cerveau Brésil (Rio) Poulet I/ 1*
CK319 Cceur et cerveau Brésil (Rio) Poulet I/ 1*
CK203 Cceeur et cerveau Brésil (Sao Paulo) Poulet * /1
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Isolat Prélévement Origine Hote Type
Poulets du Brésil (suite)

CK300 Cceeur et cerveau Brésil (Rio) Poulet i/
CK195 Cceeur et cerveau Brésil (Sao Paulo) Poulet *1/1
CKk213 Cceur et cerveau Brésil (Sao Paulo) Poulet *1/1
CK206 Cceeur et cerveau Brésil (Sao Paulo) Poulet /1
CK345 Cceeur et cerveau Brésil (Rio) Poulet "/l
CK357 Cceur et cerveau Brésil (Rio) Poulet "/l
CK208 Cceeur et cerveau Brésil (Sao Paulo) Poulet 11/
CK304 Cceeur et cerveau Brésil (Rio) Poulet Il

CK344 Cceur et cerveau Brésil (Rio) Poulet i

CK205 Cceur et cerveau Brésil (S&o Paulo) Poulet In*
CK209 Cceeur et cerveau Brésil (Sao Paulo) Poulet In*
CK210 Cceur et cerveau Brésil (S&o Paulo) Poulet In*
CKk217 Cceur et cerveau Brésil (Sao Paulo) Poulet In*

Tableau 4.Typage de 53 isolats de poulets du Brésil avec miagqueurs microsatellites.

Isolat Prélévement Origine Hote Type
Animaux de France
CH1 Selles (oocystes) France (Limoges) Chat I/
CH2 Selles (oocystes) France (Limoges) Chat Il
FR1-2003-Cap cap-01 Ceeur France (Reims) Chevreuil Il
FR1-2004-Cap cap-01 Ceeur France (Reims) Chevreuil Il
FR1-2004-Cap cap-02 Ceoeur France (Reims) Chevreuil Il
FR1-2004-Cap cap-05 Ceeur France (Reims) Chevreuil Il
FR1-2005-Cap cap-01 Ceeur France (Reims) Chevreuil Il
FR1-2005-Cap cap-02 Ceoeur France (Reims) Chevreuil Il
FR2-2003-Str alu-01 Cerveau France (Limoges) Chouette Il
76K Cerveau France Cobaye/ TA / encéphalite I
FR2-2004-OVI-ARI-01 Ceceur France (Limoges) Mouton Il
FR2-2004-OVI-ARI-02 Cceeur (direct) France (Limoges) Utbm Il

FR2-2005-OVI-ARI-01 Ceeur France (Limoges) Mouton Il
FR2-2005-OVI-ARI-02 Ceceur France (Limoges) Mouton Il
FR2-2005-OVI-ARI-03 Ceceur France (Limoges) Mouton Il
FR2-2005-OVI-ARI-04 Ceeur France (Limoges) Mouton Il
FR2-2005-OVI-ARI-05 Ceceur France (Limoges) Mouton Il
Si1 Cerveau d'avorton France (Limoges) Mouton/ TCrftawment I
S1K Cerveau d'avorton France (Limoges) Mouton/ TOt@ment |l
S2 Foie et cerveau d'avorton France (Limoges) MuoUE€/ avortement |l
S3 Organes d'avorton France (Limoges) Mouton/ TGftament I
S3K Organes d'avorton France (Limoges) Mouton/ Moftament I
FR2-2005-GAL DOM 01 Cerveau France (Limoges) Poulet [
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Isolat

Préléevement

Origine

Hote

FR2-2005-GAL DOM 02
FR2-2005-GAL DOM 03
FR2-2005-GAL DOM 04
FR2-2005-GAL DOM 05
FR1-2004-Myo coy-01
FR1-2004-Myo coy-02
FR1-2004-Myo coy-03
FR1-2004-Myo coy-05
FR1-2004-Myo coy-07
FR1-2004-Myo coy-15
FR1-2004-Myo coy-16
FR1-2004-Myo coy-17
FR1-2004-Myo coy-18
FR1-2004-Myo coy-20
FR1-2005-Myo coy-01
FR1-2005-Myo coy-02
FR2-2004-Myo coy-01
FR2-2005-Myo coy-01
FR1-2005-Ond zib-01
FR1-2005-Ond zib-03
FR1-2005-Ond zib-04
FR1-2005-Vul vul-0?
FR1-2005-Vul vul-01
FR1-2005-Vul vul-02
FR1-2001-Sus scr-01
FR1-2001-Sus scr-02
FR1-2001-Sus scr-04
FR1-2001-Sus scr-12
FR1-2001-Sus scr-14
FR1-2002-Sus scr-01
FR1-2003-Sus scr-05
FR1-2003-Sus scr-05
FR1-2004-Sus scr-10
FR1-2004-Sus scr-11
FR1-2004-Sus scr-13

Animaux de France (suite)

Cerveau
Cerveau
Cerveau
Cerveau
Ceeur
Ceeur
Ceeur
Ceeur
Ceeur
Ceeur
Ceeur
Ceeur
Ceeur
Ceeur
Ceeur
Ceeur
Cerveau ou coeur
Cerveau
Ceeur
Coeur
Coeur
Ceeur
Coeur
Coeur
Ceeur
Coeur
Coeur
Ceeur
Ceeur
Coeur
Ceeur
Ceeur
Coeur
Ceeur
Ceeur

France (Limoges)
France (Limoges)
France (Limoges)
France (Limoges)
France (Reims)
France (Reims)
France (Reims)
France (Reims)
France (Reims)
France (Reims)
France (Reims)
France (Reims)
France (Reims)
France (Reims)
France (Reims)
France (Reims)

Poulet

Poulet

Poulet

Poulet

Ragondin
Ragondin
Ragondin
Ragondin
Ragondin
Ragondin
Ragondin
Ragondin
Ragondin
Ragondin
Ragondin
Ragondin

France (Limoges) Ragondin

France (Limoges)
France (Reims)
France (Reims)
France (Reims)
France (Reims)
France (Reims)
France (Reims)
France (Reims)
France (Reims)
France (Reims)
France (Reims)
France (Reims)
France (Reims)
France (Reims)
France (Reims)
France (Reims)
France (Reims)
France (Reims)

Ragondin
Rat musqué
Rat musqué
Rat musqué
Renard
Renard
Renard
Sanglier
Sanglier
Sanglier
Sanglier
Sanglier
Sanglier
Sanglier
Sanglier
Sanglier
Sanglier
Sanglier

Tableau 5.Typage de 58 isolats d’animaux de France avecro@@ueurs microsatellites.
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Isolat Préléevement Origine Héte Type

Animaux du Portugal, Grande-Bretagne et Italie

PT-2005-GAL DOM 01 (GA 147) Muscle Portugal (Albar@g) Poulet Il
PT-2005-GAL DOM 02 GA163) Muscle Portugal (Alberigar Poulet I
PT-2005-GAL DOM 03 (GA 164) Muscle Portugal (Albari@a) Poulet Il
PT-2005-GAL DOM 04 (GA 167) Muscle Portugal (Alber@) Poulet Il
PT-2005-SUS SCR 01 (PV 44) Ceeur Portugal (Vinhais) cPor Il
PT-2005-SUS SCR 04 (PV 214) Cerveau Portugal (Vinhais)Porc Il
PT-2005-SUS SCR 06 (PV 227) Cerveau Portugal (Vinhais)Porc Il
PT-2005-SUS SCR 07 (PV 231) Cerveau Portugal (Vinhais)Porc Il
PT-2005-SUS SCR 08 (PV 272) Cerveau Portugal (Vinhais)Porc Il
PT-2005-SUS SCR 09 (PV266) Cerveau Portugal (Vinhais)Porc Il
PT-2005-SUS SCR 10 (PV 232) Cerveau Portugal (Vinhais)Porc Il
PT-2005-SUS SCR 12 (PV282) Cerveau Portugal (Vinhais)Porc Il
PT-2005-SUS SCR 13 (PV274) Cerveau Portugal (Vinhais)Porc Il
PT-2005-SUS SCR 15 (PV 302) Cceur Portugal (Vinhais) rc Po Il
PT-2005-SUS SCR 11 (PV 238) Cerveau Portugal (Vinhais)Porc I1*
PT-2005-SUS SCR 02 (PV116) Ceeur Portugal (Vinhais) ¢ Por ]
PT-2005-SUS SCR 05 (PV 220) Cerveau Portugal (Vinhais)Porc 1
PT-2005-SUS SCR 14 (PV 311) Cerveau et coeur Portugdidis) Porc Il
PT-2005-SUS SCR 16 (PV 316) Cerveau Portugal (Vinhais)Porc 1
B1 Portugal Bovin I
BEV Grande-Bretagne Lapin Il
M3 Grande-Bretagne Mouton/ TC/ avortement |l
SQM Liquide pleural ou sang Grande-Bretagne Singé/disséminée Il
ISSR-2005-ORY CUN Italie Lapin 1l
Animaux d'lran
Cat 152 Iran Chat Il
Cat 155 Iran Chat Il
Sheep 120 Iran Mouton Il
Chicken 103 Iran Poulet 1]
Chicken 140 Iran Poulet 1]
Chicken 141 Iran Poulet 1]
Chicken 157 Iran Poulet 1]
Chicken 162 Iran Poulet 1]
Chicken 164 Iran Poulet 1]
Duck 38 Iran Canard 1]
Sheep 114 Iran Mouton Il
Sheep 68 Iran Mouton Il
Sheep 81 Iran Mouton Il

Tableau 6.Typage de 20 isolats d’animaux du Portugal, deokts d’animaux de Grande-
Bretagne, d'un isolat de lapin d’ltalie et de 18lags d’animaux d’lran avec cing marqueurs

microsatellites.
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Isolat Prélevement Origine Hote Type
Animaux des USA

CT1 Intestin USA Bovin I

WTD1 USA Cerf /1

CEP Oocystes USA Chat Il

T61 USA Dinde I/ 1*oull/N*

ME49 USA Mouton 1]

M7741 Diaphragme USA Mouton Il

B73 USA Ours I/ Toull /1N

B41 USA Ours I1*

P89 Ceeur USA Porc "/ r*

P80 Ceeur USA Porc /s

P1-2000-PT12 USA Porc 1]

P1-2001-PT12 USA Porc 1]

P93-PT12 USA Porc 1l

C56 Ovaires USA Poulet 1

CO-2005-GAL-DOM-177
Tg-CK-AR23

OPA

PIG 3

ENVL-2002-MAC
IH-2004-PGE89
IH-2005-PGE 101
IH-2005-PGE 102
GUY-2004-JAG1
CASTELLS

Animaux d'Amérique du Sud (hors Brésil)

Selles (oocystes) Colombie
Selles (oocystes) Argentine
Muscle Uruguay
Muscle Argentine
Rein Barbade

Cerveau (direct) Uruguay

Cerveau Uruguay

Cerveau Uruguay

Ceceur Guyane fr.
Placenta ou feetus Uruguay

Chpbel de poulets

I/

Chat + poagbdelets Atypique

Porc

Porc

Singe
Pigeon
Pigeon
Pigeon
Jaguar
Mouton/ TC

Atypique
Atypiq

Tableau 7.Typage de 14 isolats d’animaux des USA, et de dlats d’animaux d’Amérique

du Sud (hors Brésil) avec cing marqueurs microlsa®|

42



Si on compare la distribution des génotypes dapealation d’'isolats de poulets du
Brésil (tableau 4) avec la distribution des génesypans la population d’isolats provenant
d’animaux sauvages et domestiques en France (tablean voit qu’il N’y a aucun type Il
dans la population du Brésil, alors que, dans f[aufation d’animaux de France, le type Il est
largement majoritaire (98%). Dans la populationpdelets brésiliens, ce sont les génotypes
recombinants et atypiques qui sont majoritaires¥39Le seul type clonal retrouvé dans cette
population est le type Il (11%) dont la moitié sales variants du type Ill (llI*). Ainsi, la
diversité génotypique (nombre de génotypes diftSrggarmi le nombre total de génotypes)
est bien plus importante parmi les isolats de pgeulier Brésil (G = 0,4717) que parmi les

isolats provenant d’animaux en France qu’ils sotemhestiques ou sauvages (G = 0,035).

Au Portugal (tableau 6), la situation est comparablcelle de la France avec une
majorité de type Il parmi 20 isolats de gondii provenant d’animaux domestiques (75% de
type I, 20% de type lll et 5 % de type I) et ungedsité génotypique é€galement moins
importante qu’au Brésil (G = 0,15). Les résultatstgbage de ces 20 isolats ont été publiés

(de Sousa et al., sous presse).

En Iran (tableau 6), parmi 13 isolats Tegondiid’animaux domestiques, la diversité
génotypique est similaire a celle du Portugal (G,538), mais dans ce pays, c’est le type llI
qui semble majoritaire (69 % de type lll, 31 % gpet Il). 1| convient toutefois de rester
prudent sur l'interprétation de ces données caofabre d’isolats d’lran (ou du Portugal) est

faible par rapport au nombre d’isolats de Francdwrésil.

La répartition des génotypes et la diversité ggiqte des isolats d&. gondii
provenant d’animaux des USA et de divers pays d'Agué du Sud (Brésil excepté) (tableau
7) ne peut pas étre estimée car la plupart desotsts ont été adressés dans notre laboratoire
du fait de caractéristiques génétiques ou phémpigsi (virulence chez la souris)

particulieres, ce qui constitue un biais.
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5. Conclusion

Ainsi en France, la population de gondiiest largement clonale avec une suprématie
absolue d'un seul génotype, le type Il sur tousdeses génotypes, et ce dans toutes les
niches écologiques étudiées. On peut vraisemblariedtendre ce modeéle dans tous les pays
avec élevage ancien et intensif d’animaux domessigassocié a une domestication ancienne

du chat domestique.

Dans la forét de Guyane francaise (absence de dicates1) et au Brésil (€levage
intensif et introduction du chat domestique rédengssituation est tres différente avec une
diversité génotypique et une proportion d’écharggaués beaucoup plus importante. Cette
diversité n’exclut pourtant pas la possibilité qcertains génotypes appartiennent a une
nouvelle lignée clonale. Il se peut par exempleugujénotype guyanais soit en fait le seul
représentant connu d’un génotype particulieremiemt &dapté a un hoéte spécifique de la forét
amazonienne et qui s'est propagé de maniére clomats cette niche écologique. Une
nouvelle lignée clonale, le type X a été décritezcdes loutres de mer principalement en
Californie (Cole et al., 2000 ; Miller et al., 200€onrad et al., 2005). Il se peut aussi que le
génotype recombinant | / Ill que nous avons déprincipalement chez des patients
immunodéprimés africains soit une lignée clonakefait de retrouver ce méme génotype | /
[l dans 8 isolats de poulets brésiliens (tableppldide en faveur de cette hypothese. Dans
I'avenir, la collecte d’isolats avec typage mulktils devra étre privilégiée en Amérique du

Sud et surtout en Afrique pour mieux comprendr&rdacture de la population de gondii.
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DEUXIEME PARTIE
Apport des microsatellites et du Centre de
Ressources Biologiques (CRBJ)oxoplasma
dans I'étude de la corrélation entre
genotypes et formes cliniques de

toxoplasmose
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1. Introduction

Dans cette introduction, nous décrirons les diffteae formes cliniques de la
toxoplasmose, puis nous soulignerons, parmi lesedies influencant la sévérité de la

toxoplasmose, le rdle du génotype de la souchetanfée.

1.1. Manifestations cliniques de la toxoplasmose

Nous distinguerons la toxoplasmose acquise de limoonompétent, la toxoplasmose

de 'immunodéprimé et la toxoplasmose congénitale.

1.1.1. Toxoplasmose acquise de 'immunocompétent

La grande majorité des cas (plus de 80%) corresppndes formes purement
asymptomatiques. Le diagnostic n'est possible ggmlagiquement. Les anticorps anti-
toxoplasmiques détectés traduisent la présenceystesktissulaires (dans les muscles et le
cerveau en particulier). Ces kystes n’entrainertua@ réaction inflammatoire et sont
totalement latents sur le plan clinique. lls peesis ainsi toute la vie de l'individu, mais
peuvent en cas dimmunodépression sévere se réaetiventrainer alors une toxoplasmose

cliniguement apparente.

Cette absence de signes cliniques chez le sujetimmoompétent ne permet pas un
isolement classique des souches a partir de pré&ws pathologiques. Seul le sérotypage
effectué directement avec le sérum de patientstiédg(Kong et al., 2003) permet, a partir de
'analyse de la réponse anticorps de I'héte visisade plusieurs peptides parasitaires, de

savoir quels sont les génotypes responsables deroess asymptomatiques.

Les formes symptomatiques correspondent a tromdsr: les formes ganglionnaires,

oculaires et les formes séveres.
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1.1.1.1. Lymphadénopathie toxoplasmique bénigne

C'est la plus fréquente des formes symptomatiqu@sa 20 % des cas). Elle se
manifeste volontiers chez I'enfant ou l'adulte jeupar des adénopathies de 1 a 3 cm de
diamétre, peu nombreuses en général, fermes, maohilda palpation, de localisation
typiqguement cervico-occipitale, sans périadéniten’évoluant jamais vers la suppuration
(Desmonts et Couvreur, 1985). Sont associés filadérée, asthénie prolongée et au point
de vue biologique un syndrome mononucléosique. dlidion, bien que favorable sans
traitement, est souvent prolongée avec persistdeseadénopathies et de I'asthénie pendant
plusieurs semaines voire plusieurs mois. Dans amels prolongées, le diagnostic
différentiel peut se poser avec un lymphome hodghkiou non hodgkinien, justifiant une

biopsie ganglionnaire.

Les rares isolats collectés lors de lymphadénopathxioplasmique bénigne I'ont été a
partir de biopsies ganglionnaires.

1.1.1.2. Toxoplasmose oculaire

La toxoplasmose oculaire est la cause la plus é&dgud’inflammation du segment
postérieur d'origine infectieuse (Brézin et DelBmiffod, 2003a). Considérées comme rares
par rapport aux toxoplasmoses oculaires résultaoned infection congénitale, les
toxoplasmoses oculaires d'origine acquise cheznfimocompétent sont certainement sous-
estimées. Elles pourraient étre plus fréquentes dartaines régions du monde, telles que le
Sud du Brésil (Vallochi et al., 2005) ou I'Afriquie I'Ouest (Gilbert et al., 1999) ou dans
certaines circonstances épidémiologiques. Aingimpdes 100 cas de toxoplasmose aigué
diagnostiqués lors de I'épidémie de toxoplasmoseGdeater Victoria au Canada entre
octobre 1994 et mars 1995 (nombre total de sujdéxtés estimé entre 2894 et 7718), 20
avaient une forme oculaire (Bowie et al., 1997 rrigit et al., 1998). En comparant les
risques de toxoplasmose oculaire acquise (a phsidonnées de cette épidémie) et le risque
de toxoplasmose oculaire d'origine congénitale xdiers des cas de toxoplasmose oculaire
seraient d’origine acquise (Gilbert et Stanford)@0

Les signes fonctionnels de toxoplasmose oculaimentdent de la localisation du
foyer. La baisse d’acuité visuelle peut étre majeanm cas de Iésion maculaire ou absente au
cours de certaines Iésions périphériques. Le ditgnde toxoplasmose oculaire est présumé

devant la présence d’une lésion évocatrice au @il : dans le cas le plus typique, un foyer
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de choriorétinite active se présente sous formaelkésion blanchatre, profonde, a bords
flous, frequemment satellite d’'une lésion anciepigmentée et / ou atrophique (Brézin et
Delair-Briffod, 2003a). Les Iésions actives entesdinpar contiguité une hyalite et parfois une
uveéite antérieure, d’intensité variable. L’évolutispontanée ou sous traitement se fait vers la
cicatrisation progressant vers le centre de latédie pronostic de la Iésion est fonction de la
localisation des Iésions : sévére en cas d'attaimdeulaire, généralement favorable en cas
d’atteinte périphérique.

Le diagnostic de toxoplasmose oculaire est esdlentient clinique. En cas de doute
diagnostique, la ponction de chambre antérieuren@eun prélevement d’humeur aqueuse
pour mettre en évidence une synthése locale d@pscanti-toxoplasmique et /ou la présence
d’ADN toxoplasmique par PCR. La présence d’ADN tolesmique dans I'hnumeur aqueuse

peut permettre un typage direct de la souche @ifer de la toxoplasmose oculaire.

1.1.1.3. Toxoplasmose sévere

Des atteintes pulmonaires (Pomeroy et Filice, 1998pcardiques (Chandenier et al.,
2000), hépatiques (Lesur et al., 1994), neurolagqiVastava et al., 2002), rénales (Couvreur
et al., 1984), ou musculaire (Magid et Kagen, 1988)été décrites de fagcon exceptionnelle
chez I'immunocompétent. Si on prend I'exemple dasnes pulmonaires, une revue de la
littérature sur une période de 50 ans (de 194194)18e retrouve que 15 patients avec une
toxoplasmose pulmonaire sans facteur d'immunodémesdentifiable (Pomeroy et Filice,
1992). Depuis 1991, les descriptions sporadiquesede formes confirment la rareté des
toxoplasmoses pulmonaires chez 'immunocompéteandadlfi et al., 1993 ; de Salvador-
Guillouét et al., sous presse), du moins en Eustpmux Etats-Unis. Il n’est pas impossible
que ces formes séveres chez I'immunocompétenttspies fréquentes dans d’autres zones
géographiques. Ainsi, entre 1998 et 2002, en Gufameaise, 19 cas bien documentés de
toxoplasmose aigué disséminée ont été décrits dbgsujets immunocompétents (Bossi et
al., 1998 ; Dardé et al., 1998 ; Bossi et al., 20G2arme et al., 2002 ; Bossi et Bricaire, 2004).
Une revue récente (Demar et al., soumis) reporteotah de 46 cas dans la derniére décade
dont 33 cas bien documentés chez l'adulte en Guframgaise. La clinique chez ces 33
patients retrouve dans tous les cas un syndroreetiafix non spécifigue mais marqué avec
fievre élevée (39-40°C) et prolongée (plus de 10gp Dans plus de deux tiers des cas, sont

associés perte de poids (>5%), cytolyse hépatiqaénopathie et pneumopathie (avec
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détresse respiratoire dans 1/3 des cas). Des é@&ghséveres sont retrouvées dans la moitié
des cas, alors gu’hépatosplénomégalie, diarrhékagiorétinite sont notées dans moins d’un
tiers des cas. D’autres manifestations de typeahggigue (confusion, syndrome de Guillain-
Barré), cardiaque (péricardite), cutané (rash noapapuleux) ou musculaire (myosite) ont

été plus rarement observées.

On retrouve dans l'interrogatoire de ces patiehis,20 jours avant les symptémes, la
consommation de gibier sauvage chassé en forétamieane ou I'ingestion d’eau de riviére
non traitée dans cette méme forét. Si le traitemspécifique anti-toxoplasmique
(pyriméthamine et sulfadiazine) est institué rapidat, I'évolution est habituellement
favorable. Un cas mortel est a déplorer chez unierga surinamienne de 56 ans dans un
tableau de défaillance multi-viscérale 3 jours apmén admission au centre hospitalier de

Saint Laurent du Maroni (Ajzenberg et al., 2005a).

L’isolement des souches guyanaises a été réapaétiadu liquide de lavage broncho-
alvéolaire ou plus fréquemment a partir du sangppérique. L'isolement du parasite dans le
sang a été possible jusqu’a deux mois apres let dfdsusymptémes (Bossi et al., 1998), ce

qui témoigne d’'une parasitémie particulierementqrgée dans ces formes disséminées.

1.1.2. Toxoplasmose de 'immunodéprimé

Contrairement aux formes acquises de l'immunocoemtédont I'évolution est
favorable dans I'immense majorité des cas, la tlaspose de 'immunodéprimé engage le
pronostic vital du patient. Les manifestationsiglires sont liées a une réactivation de kystes

préexistants a 'immunodépression, beaucoup phesmant a une primo-infection.

Le SIDA est une cause majeure de toxoplasmose grhee I'immunodéprimeé,
notamment dans sa forme cérébrale. Dans plus && @&s cas, elle est due a une réactivation
de kystes préexistants a I'immunodépression (LufRemington, 1992). En dehors des
patients ne se sachant pas séropositifs pour lee¥ipbur lesquels la toxoplasmose cérébrale
est inaugurale du SIDA, la non-observance de lplpiaxie spécifique quand les T CD4 sont
inférieurs & 200 par mhreprésente la principale circonstance de surveeu®xoplasmose
cérébrale (Bourdillon et al., 1996). En France,rpaupériode 1999-2000, la toxoplasmose
cérébrale est, en fréquence, la troisieme path®l@®%) d’entrée dans le SIDA chez les

adultes aprés la pneumocystose pulmonaire (26%a) eindidose oesophagienne (15%), ce
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qui en fait la premiere cause d’atteinte neurologiqu cours du SIDA (Institut de Veille
Sanitaire, 2001). Durant la méme période en Fra2it¥, des cas de SIDA diagnostiqués chez
des femmes concernent des femmes de nationalicéiaet 11% des cas diagnostiqués chez
des hommes concernent des hommes de nationalicaiadr (Institut de Veille Sanitaire,
2001).

Les formes graves de toxoplasmose de I'immunodé&pitiid- se rencontrent : lors
d’hémopathies malignes notamment dans les Iymphornedgkiniens (Israelski et
Remington, 1993) ; lors de transplantations notantroardiaques (Couvreur et al., 1992), le
plus souvent suite a une contamination du recemearimmunisé contrd. gondiipar des
kystes présents dans les cellules myocardique®unedr ; lors de greffes de moelle osseuse
allogénique (Derouin et al., 1992), le plus souveaant réactivation d’une infection ancienne
du receveur. D’autres causes d'immunodépressioorigihe de toxoplasmose grave ont été
décrites (tumeurs solides, corticothérapie au loogrs, traitement immunosupresseur pour

maladie systémique), mais elles sont rares (Lexiat., 1996).

Les formes cliniques graves de toxoplasmose chémmiinodéprimé sont
comparables quel que soit le type dimmunodépraesssous-jacente. On différencie

classiqguement la forme cérébrale de la forme ecdrabrale.

1.1.2.1. Toxoplasmose cérébrale

C’est la forme la plus frequente chez les immunddégs, notamment au cours du
SIDA (Leport et al., 1996). Malgré le polymorphismdes aspects cliniques et I'absence de
spécificité de ceux ci, on distingue deux tableprircipaux (Katlama, 1987) :

+ La forme encéphalitique diffuse, d’allure subaigué&butant volontiers de
facon insidieuse avec troubles de la vigilancehages associées a une fievre
d’intensité variable. L'absence de signes de featibn et la quasi-normalité
du scanner sont habituelles. La discrétion desesigieurologiques peut rendre
le diagnostic difficile chez un patient atteint dé& hémopathie maligne par
exemple. Le tableau est parfois plus évocateur attemte d’un nerf cranien,
'apparition d’'un trouble de I'équilibre.... L'aftge d’autres organes tels que

I'ceil, la moelle osseuse et le poumon peut orielgatiagnostic. Cette forme
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s’observe plus fréquemment chez les patients imahgpramés non atteints de
SIDA.

» La forme « pseudo-tumorale », de début plus bralse manifeste par des
signes déficitaires variables en fonction des ieatibns : hémiplégie ou
hémiparésie, hémianopsie, aphasie, syndrome ckngbelatteinte d’'un ou
plusieurs nerfs craniens. Des crises comitialesli®es ou généralisées
'accompagnent fréquemment. Les troubles de la aiense (simple
somnolence ou coma a un stade plus avancé) y sémieits. Le tableau
clinigue peut s’accompagner de signes d’hypertensitracranienne. Dans la

plupart des cas, une fievre (38,5-39°C) est présent

Le diagnostic de la toxoplasmose cérébrale repasedss arguments cliniques et
radiologiques (TDM ou mieux IRM). Dans la formedhls typique, le scanner montre une
image en cocarde formée d'une hypodensité (nécrestjurée d’'un anneau hyperdense
(réaction inflammatoire) lui-méme dans une zoneokgmse (cedéme cérébral). Les Iésions se
situent électivement dans les hémispheres cérébmaobamment dans les noyaux gris
centraux et a la jonction cortico-sous-corticaleafana et al., 2005). Le diagnostic reste
difficile. Seule la biopsie cérébrale, aux indioas tres limitées, montrant les tachyzoites en
bordure des zones de nécrose, pourrait établir e@gitude le diagnostic de toxoplasmose
cérébrale. Lorsqu’il y a suspicion de toxoplasmogetbrale dans le cadre du SIDA, il est
admis de ne pas pratiquer une biopsie cérébralabliée (Katlama, 1987). Un traitement
d’épreuve antitoxoplasmique est alors institué.n@st qu’en I'absence de réponse clinique
(7 a 14 jours apres le début du traitement) etofagique (dans les trois semaines suivant
I'initiation du traitement) que la réalisation deiiopsie stéréotaxique doit se discuter (Luft
et Remington, 1992). Dans le cadre d'une immunasion autre que le SIDA,
particulierement dans les lymphomes, la biopsieélréte a des indications plus larges

(diagnostic différentiel avec des métastases calexbdu lymphome).

La présence de tachyzoitesTegondiidans les biopsies cérébrales permet un typage
génétique, le plus souvent direct, de la souchgoresble. L'isolement, ou tout au moins la
détection d’ADN, a partir du sang a été décrit.ficamuence des PCR positives dans le sang
lors des toxoplasmoses cérébrales est importamie cataines études, notamment dans une

étude récente réalisée au Brésil (Colombo et @52
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1.1.2.2. Toxoplasmose extra-cérébrale

La pneumonie toxoplasmique peut dominer le tabledinique chez les
immunodéprimés. Les symptdmes de cette forme péguénte ne sont pas spécifiques
associant dyspnée, fievre, toux non productive. radiographie pulmonaire montre
habituellement des infiltrats interstitiels bilaték (Luft et Remington, 1992). Le diagnostic
est établi par I'observation de tachyzoites dangjlede du lavage bronchoalvéolaire ou plus
rarement sur une biopsie pulmonaire. L'évolutiorsMa détresse respiratoire peut étre rapide
et associée a un tableau similaire a un choc septiqucet et al., 1993). Dans une revue des
cas publiés entre 1963 et 1991 (Pomeroy et Fdl@?), les auteurs relevent une mortalité de
40 % chez les immunodéprimés dont la pneumonieplasmique a été diagnostiquée de leur
vivant. Ces mémes auteurs reportent cependant guprse en charge thérapeutique
spécifiqgue est associée a une issue favorable dealadie, sans pour autant diminuer le

risque de rechutes.

La choriorétinite toxoplasmique peut étre isolésoaiée a la toxoplasmose cérébrale
ou quelque fois étre un signe avant-coureur de ckftniére chez les immunodéprimeés (Luft
et Remington, 1992). Les foyers sont frequemmentati§ues, multifocaux ou extensifs,
parfois bilatéraux avec fréquemment une co-infectiétinienne avec le CMV. Avant
'avenement des thérapeutiques antirétroviralesemaent actives (HAART), la toxoplasmose
oculaire était une complication fréequente de l'atien par le VIH, quasi exclusivement
observée chez des patients ayant moins de 50 lycyf@®0CD4+ / mrh (Brézin et Delair-
Briffod, 2003a).

D’autres localisations ont été décrites chez lesnumodéprimés : meédullaires,
cardiaques, musculaires, cutanées, hépato-splé&nigo@ncréatiques, gastro-intestinales,
surrénaliennes, vésicales, prostatiques ou testieal (Hofman et al., 1993 ; Rabaud et al.,
1994). Ces localisations, la plupart du temps, met pas isolées mais associées a une
localisation neuro-oculaire et/ou pulmonaire tradont une atteinte disséminée par voie
hématogene (fievre avec au moins deux localisatisterales extra-cérébrales) (Hofman et
al., 1993 ; Albrecht et al., 1995). Le parasitetpaors étre isolé du sang périphérique ou a
partir des différentes localisations viscéralespt@nostic de ces formes disséminées est trés

sombre, les atteintes multiviscérales étant sousgjectivées a I'autopsie.

52



1.1.3. Toxoplasmose congénitale

Depuis 1960, la séroprévalence diminue constamerefftrance : 84% en 1960, 54%
en 1995 (Ancelle et al., 1996) et 40 % en 2003 @#&Ss0us presse).

En 1995, en France, le nombre de séroconversiamape la grossesse a été estimé
entre 2,4 (séroconversions certaines) et 5,8 (sgwacsions certaines ou probables) pour

1000 grossesses. (Ancelle et al., 1996).

En France, un rapport du groupe de travakoplasma gondiia la demande de
I'AFSSA, montre que le nombre d’enfants nés vivavsc une toxoplasmose congénitale est
estimé a 600 cas par an (dont 174 avec des ségjuefisentiellement des choriorétinites)
tandis que ce méme rapport estime a 47 (14 avomtsmgpontanés, 11 interruptions
volontaires de grossesse (IVG), 17 interruptiondioades de grossesse (IMG) et 5 morts nés)
le nombre de grossesses annuelles non menées @& ¢ermeécutives a une contamination

toxoplasmique (AFSSA, sous presse).

La transmission a I'enfant se fait par I'intermédiales tachyzoites qui franchissent la
barriere placentaire, aprés 'avoir colonisée, ldtse primo-infection maternelle survenue
classiguement pendant la grossesse, exceptionmeiteavant. Une immunodépression peut
réactiver des kystes et entrainer une infectioivaahez une femme enceinte séropositive

pourT. gondij avec risque de transmission foetale.

Le placenta joue son role de barriére et limitpdssage du toxoplasme surtout en
début de grossesse. Le risque d’'infection congéndst faible lorsque l'infection maternelle
a lieu tét pendant la grossesse. D’aprés une étndeée sur 603 cas confirmés de
séroconversions maternelles a Lyon entre 1987 @5 &9 traitées par spiramycine (Dunn et
al., 1999), le risque d’infection congénitale estxi% a 8 semaines d’aménorrhée (SA) et 6%
(3-9%) a 13 SA. En revanche, plus la contaminatéetale a lieu a un stade précoce de la
grossesse, plus on aura un risque de formes grearete systéme immunitaire du foetus est
plus immature. L'ceil et le cerveau sont plus patirement touchés du fait de la faible

réponse immune de ces tissus et de leur faiblecitépte régénération.

Au fur et a mesure de la progression de la grossésslacenta devient de plus en
plus perméable. Plus la contamination materndileuaa un stade avancé de la grossesse, plus

le risque de transmission au fcetus est élevé.dgaaiaugmente brutalement et grossierement
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de maniere linéaire jusqu'a la fin de la grossesgd® % (33-47 %) lorsque l'infection
maternelle a lieu a 26 SA, 72 % (60-81%) lorsquefdttion maternelle a lieu a 36 SA
atteignant 81 % (60-90%) pour les femmes infecjgste avant I'accouchement (Dunn et al.,
1999). A Tlinverse, plus la contamination a lieudimement pendant la grossesse, plus le
risque d’'observer des formes patentes diminue. @sidere qu’aprés les infections de la
26°™ semaine d’aménorrhée, le risque de foetopathiengmtdevient trés rare (Couvreur,
1999)

La classification des formes cliniques de la toaspiose congénitale n'est pas
évidente du fait du polymorphisme clinique de kafion et de I'apparition souvent retardée
de certaines manifestations. Historiguement, plusidormes ont été décrites (Ambroise-

Thomas et Garin, 1984 ; Desmonts et Couvreur, 1985)

* Avortement toxoplasmique. Une toxoplasmose aigutemelle survenant au
début d’'une grossesse peut entrainer la rimoritero de I'embryon et un

avortement spontané.

* La forme grave neuro-oculaire s’observe dés lasaaise. Elle associe une
microcéphalie ou plus freguemment une macrocéplbake hydrocéphalie et
augmentation du périmétre cranien, des signes logigoes variés
(convulsions, hypertonie ou hypotonie, modificatiodes réflexes, troubles
végetatifs), des calcifications intracraniennes ags signes oculaires
(microphtalmie, strabisme, nystagmus et surtout agheriorétinite). Cette
forme majeure, qui correspond a une contaminatiatemelle survenue en
tout début de grossesse, évolue habituellement laersort de I'enfant en
guelques jours ou semaines ou devient chronique kgparition de retards
psychomoteurs considérables. Les auteurs décriggatement une forme
neuro-oculaire dégradée ou retardée, corresporalamie contaminatioin
utero plus tardive, qui est reconnue des la naissancbiemu n'est dépistée
gu’'apres plusieurs mois ou années. Cette forme mmmdp’un ou l'autre des
signes suivants: retard psychomoteur, crises dsiwes, calcifications
intracraniennes, hydrocéphalie découverte aprépeanede de quelques mois,

apparition tardive d’'un foyer de choriorétinite.
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La forme grave disséminée avec rash maculo-papulpuspura pétéchial
diffus thrombopénique, atteinte pulmonaire avecedsSe respiratoire, hépatite,
ictere et hépatosplénomégalie. Une uvéite ou umaation ventriculaire
peuvent étre associées. Leur évolution est haldtneht mortelle suite a un
choc septique. La mort peut surveimirutero ou dans les jours qui suivent la
naissance. Des formes disséminées d’évolutionfpiugable ont été décrites :
une hépatosplénomégalie, un ictere et / ou un parguombopénique sont
notés pendant les premieres semaines de vie dariterLa relation de ces
signes avec une toxoplasmose congénitale est sowdtablie plus tard
lorsqu'un fond d'eeil montre des foyers cicatricietde choriorétinite

toxoplasmique.

La forme infra-clinique dont le potentiel évolugist imprévisible. Des atteintes
oculaires peuvent survenir ou récidiver de facapinée (Peyron et al., 1996),
le pronostic étant lié a l'atteinte de la maculasEpourquoi tout enfant atteint
de toxoplasmose congénitale, méme asymptomatidaenaissance, doit étre
traité pendant au moins un an et doit recevoir uw@veillance
ophtalmologique (fond d'ceil) a la naissance et &,3,2, 18 et 24 mois, puis
tous les ans (Brézin et Delair-Briffod, 2003b).

La toxoplasmose congénitale en France n’est plupi@dle était. Dans les années 50,
les formes graves neuro-oculaires représentai@st ¢g¢ la moitié des cas des consultations
spécialisées (Couvreur, 1999). Aujourd’hui, en Eearces formes sont exceptionnelles a la
naissance de I'enfant grace aux dépistages ségalegjiobligatoires, a la possibilité de faire
un diagnostic anténatal par amniocentese et éghloigsade morphologie foetale au minimum
mensuelles en cas d’infection maternelle prouvée famtement suspectée pendant la
grossesse, au traitemeint utero par I'association pyriméthamine /sulfadiazine dprs le
foetus est atteint et & la possibilité d’'une IMGelggue soit le terme de la grossesse, lorsqu'il

existe des Iésions cérébrales majeures a I'échloigrap

L’échographie permet de rechercher des signes tawsad’infection toxoplasmique
congénitale. Les lésions les plus fréequentes sad bBBsions de nécrose cérébrale

(Jacquemard, 2003) visualisées a I'échographie feooe de :
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dilatations ventriculaires cérébrales habituelleimafatérales et symétriques
qui correspondent a des lésions de nécrose loeslis@&ns la région de
'aqueduc de Sylvius et qui entrainent son obstvactMais il peut exister des
Iésions de nécrose cérébrale majeure qui, si aekkesont pas localisées en
région péri-ventriculaire, n’entrainent pas l'apfyan d’'une hydrocéphalie.

Ainsi I'absence d’hydrocéphalie n’est pas un batere pronostique.

calcifications intracraniennes qui correspondentes foyers de nécrose
secondairement calcifiés et qui apparaissent ahdg@@aphie sous forme
d'images hyperdenses intracérébrales. Au momentladeéalisation de

'examen, ces foyers sont peu calcifiés et donficdés a visualiser. lls sont
mieux visualisés apres la naissance en échograpime-fontanellaire a l'aide

de sondes a haute fréequence ou en TDM.

Ces lésions peuvent apparaitre dans les semaingdu® rarement dans les mois) qui
suivent la réalisation du diagnostic prénatal paRPsur liquide amniotique d’ou la nécessité

de répéter les échographies en cas de séroconvenaiernelle.

Une augmentation de I'épaisseur du placenta espjudr@ment observée lors de
toxoplasmose congénitale. D’'autres anomalies éepbgyues telles gqu'une ascite, un
épanchement pleural, péricardique, une hépatogpiégalie (avec hyperdensités intra-
hépatiques), sont les témoins d’'une atteinte disggam(Jacquemard, 2003). En cas de doute
sur l'interprétation des images échographique®MI peut étre une aide au diagnostic.
L’absence d’anomalies échographiques ne permetuennacas d’exclure le diagnostic de
toxoplasmose congénitale. Ces signes échographiqoas d’autant plus fréquents et
importants que l'infection a eu lieu précocementcaurs de la grossesse. Il n'existe pas de

technique d’'imagerie fcetale permettant d’évaluwegtdinte rétinienne.

Les résultats d’'une étude récente (Wallon et #1042 permettent de connaitre la
situation actuelle de la toxoplasmose congénital&mnce. Dans cette étude, entre 1988 et
2001, 1506 femmes enceintes ayant présenté uneosgarsion pendant la grossesse ont été
suivies a I'hopital de la Croix Rousse a Lyon selonprotocole identique. Cinquante trois
grossesses n‘ont pas été menées a terme (22 aeatteapontanés, 27 IMG pour anomalie a
I'échographie et quatre enfants morts-nés). Paemili384 enfants vivants qui ont pu étre

suivis suffisamment longtemps pour exclure ou cardr une toxoplasmose congénitale,
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1026 (74 %) n’étaient pas infectés et 358 (26%)emtaine toxoplasmose congénitale. Parmi
les 358 enfants atteints de toxoplasmose congéni®al7 ont pu étre suivis sur une période
allant de 6 mois a 14 ans (médiane de 6 ans) a&stioher de fagon précise les séquelles de
I'affection chez des enfants ayant bénéficié d'taitéement ante et post-natal : 232 (71%)
avaient une infection infra-clinique et 95 (29%)@nt une infection patente dont 60 avec
choriorétinites isolées (18 %) et 35 (11%) avewsbgs cérébrales associées dans 19 cas a
une choriorétinite (31 calcifications cérébrale)y@lrocéphalies et 1 microcéphalie). Parmi
les 79 enfants ayant des lésions oculaires, il smutligner que seulement 58 % ont été
diagnostiquées avant I'adge de 2 ans et que 23 (20%@u au moins un nouvel événement
oculaire (nouvelle Iésion ou récidive). Parmi I€sebhfants avec acuité visuelle disponible, 24
(36%) ont eu une baisse de l'acuité visuelle torgaunilatérale (malgré I'existence de lésions
bilatérales dans 21 cas). Parmi les 6 enfants d#wecocéphalie, 3 ont eu un retard
psychomoteur modéré, tandis que les 3 autres ononhealeveloppement normal, notamment
scolaire. Deux enfants avec calcifications intraméanes ont eu un épisode comitial isolé

sans récidives.

Ainsi, en France, a I'heure actuelle, les formes/gs de toxoplasmose congénitale ne
se voient gu’exceptionnellement a la naissance y@meet al., 2003), la majorité étant
interrompue médicalement pendant la grossesse gaficadépistage systématique de
l'infection. Parmi les enfants nés vivants avec uoroplasmose congénitale, on peut
considérer que dans 8 cas sur 10, l'infection mfsa-iclinique, alors que dans 2 cas sur 10

I'infection est patente avec des séquelles vissi@taeurologiques modérees.

1.2. Facteurs influencant la sévérité de la toxaplzse

Comme nous l'avons vu, le polymorphisme cliniqudaéxoplasmose humaine est
tres large allant de formes totalement asymptomesich des formes graves potentiellement
mortelles. Parmi les facteurs influencant la ségétes formes cliniques, I'héte joue un rdle
fondamental. La sévérité d'une toxoplasmose esitétnent corrélée au statut immunitaire de
I'hbte : une toxoplasmose acquise chez un immunpébemt a une évolution favorable dans
'immense majorité des cas, alors que la toxoplasmde l'immunodéprimé engage le

pronostic vital du patient. Dans les toxoplasmazegyénitales, plus la contamination foetale
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a lieu a un stade précoce de la grossesse, plai@nun risque de formes graves, car le

systeme immunitaire du fcetus est plus immature.

On peut aussi penser que des facteurs parasipairtsipent a la pathogénicité. On en
retient habituellement quatre : la taille de I'iobem, le stade infectant (oocystes versus
kystes), la voie de contamination et le génotypdadsouche infectante (Sibley et Howe,
1996). Le role de ces facteurs parasitaires asuété démontré chez I'animal, notamment la

souris.

Parmi ces quatre facteurs, le génotype de la soimfbetante est I'élément majeur
influencant la pathogénicité chez la souris et nouss focaliserons sur celui-ci. La définition
de la virulence pour la souris est basée sur la titale 100% (Dlog de la souche aprés
inoculation intrapéritonéale de tachyzoites (SildeBoothroyd, 1992). Il est fondamental de
définir la virulence d’'une souche a I'isolementapres un nombre limité de passages chez la
souris, car des passages répétés peuvent augnoemgdérablement la virulence de la
souche (Dardé et al., 1992). Les différences dderice entre les isolats sont surtout nettes
quand on compare les isolats de type | avec ldatssde type Il. Les isolats de type | sont
virulents entrainant une toxoplasmose aigué avet deo100% des souris en moins de 10
jours avec moins de 10 tachyzoites inoculés pa mbiapéritonéale (Dilgo < 10). Les isolats
de type Il sont avirulents entrainant une toxoptasenchronique totalement inapparente avec
présence de kystes dans les tissus des sourigo(BLLC® tachyzoites inoculés par voie
intrapéritonéale). Les isolats de type Il présentane virulence variable, soit ils sont
avirulents comme les isolats de type I, soit légentent une virulence intermédiaire (critéres
de DLygo non définis) entrainant une toxoplasmose subageé mort d’'une partie des souris
10 & 30 jours apres I'inoculation et mort des aus@uris 3 a 6 mois plus tard dans un tableau

d’encéphalite

Les géenes impliqués dans la virulence pour la sooe sont pas encore identifiés.
Initialement, la virulence a été associée a unaomédiée au marqueuSAG1 sur le
chromosome VIII (Howe et al., 1996). Une étude plkente (Su et al., 2002) ne confirme
pas ces données et montre qu’un large locus (~Bp ué sur le chromosome Vlla entre
les marqueur$/95 et cS10-A6contrélerait 50 % de la virulence alors qu’un lecenineur lié
au marqueurROP1 en contrblerait 10 %. Ce locus mineur liéR®DP1 se trouve sur le
chromosome Xl (http://toxodb.org/restricted/allambtml), et non sur le chromosome IV

comme cela a été initialement décrit (Su et ab220
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Ces difféerences de virulence chez la souris ne past transposables a d’autres
animaux. Ainsi, chez le rat, les isolats de typeehtrainent aucune pathologie quelque soit
I'inoculum et sont méme parfois éliminés (Dubey et al., 199@nner et al., 1999). Ceci
souligne le réle majeur de I'héte dans la répondéngection. Cependant des propriétés
biologiques intrinséques des différents types emistpuisque des différences ont été
retrouvéesn vitro : le type | a des capacités de migration et destragration a travers des
membranes cellulaires plus grandes que le tyfgexliivqg le type | montre également un taux
accru de pénétration a traversldanina propriaet la sous-muqueuse (Barragan et Sibley,
2002). Cette capacité a traverser les barrierabéailes rapidement et a atteindre le courant
sanguin dés les premiéres heures apres linfeqiEut expliquer une dissémination plus
rapide et plus importante des parasites de typea & souris.

En ce qui concerne les souches atypiques ou recamtieis, dans notre expérience, a
l'isolement, tous les phénotypes de virulence cha&zsouris (virulent, avirulent et
intermédiaire) ont été observés pour les souchesnmainantes, alors que les souches
atypiques présentaient en régle un phénotype d&emire intermédiaire, dépendant de la dose
inoculée. Ces difféerences dans la virulence poursdaris et dans d’autres propriétés
biologiques refletent des différences dans la caaibon des genes dont chaque génotype a
hérité (Grigg et Suzuki, 2003). Ainsi, un croisemeaxpérimental entre deux souches
avirulentes (MEA49, type I, et CEP, type Ill) donnaissance soit a une progénie avirulente,
comme les souches parentales, soit a une progéni@udence accrue avec une capacité de
dissémination importante et une flbeaucoup plus faible que celle des parents oweshe r

de la progénie (Saeij et al., 2005b).

Chez 'Homme, comme il a déja été souligné, un aitéfimmunitaire ou une
immaturité foetale explique la sévérité des forniesguies observées dans la grande majorité
des cas. Il existe cependant des cas ou des fagatasitaires, notamment le génotype de la
souche, doivent étre pris en compte (Boothroyd redg>2002). Le role du génotype dans la
survenue de formes disséminées en Guyane frangfa@zel immunocompétent a été évoqueé
dans deux cas grace a l'isolement et au typageraionatique de la souche responsable : il
s’agissait de génotypes atypiques définissant demweaux zymodemes, le zymodeme 6
(Dardé et al., 1998) et le zymodéme 12 (Bossi et 4B98). Toujours chez
'immunocompétent, en Amérique du Nord et au Bréddls formes sévéres ou cliniquement

atypiques de toxoplasmose oculaire acquise poutr@ie associées a certains génotypes,
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notamment types | et recombinants (Grigg et al0120 Vallochi et al., 2005). La proportion
importante de formes oculaires diagnostiquéesderképidémie de toxoplasmose de Greater
Victoria au Canada laisse également suspecterauehs au génotype inhabituel. En ce qui
concerne la toxoplasmose congeénitale, il existe woatradiction entre une forme
symptomatique gravissime et une contamination matéetale tardive (Cneude et al., 2003)
qui pourrait étre expliquée, du moins en partie, pa génotype particulier de la souche
infectante. L’hypothése d’une réinfection pendanigfossesse a été avancée dans quelques
cas de toxoplasmoses congénitales alors que la amareune immunité anti-toxoplasmique
ancienne, préalable a la grossesse (Fortier €t%8] ; Gavinet et al., 1997 ; Hennequin et al.,
1997 ; Dollfus et al., 1998 ; Lebas et al., 20@¥ns presque tous les cas, les auteurs ont
évoqué le réle du génotype parmi d’autres factparasitaires dans ces cas trés particuliers.
Chez limmunodéprimé, seulement 30-50 % des patieiH + ayant une immunité
toxoplasmique ancienne développent une toxoplascérabrale en cas d’immunodépression
profonde (Luft et Remington, 1992). La encore, téhaloit jouer un rdle majeur. Dans le
systeme HLA, HLA-DQ3 serait un marqueur génétiqguepgédisposerait au développement
de la toxoplasmose cérébrale chez les patienigtattte SIDA (Suzuki et al., 1996). Mais on
peut aussi penser que des différences génétiqtresies souches peuvent jouer un role dans

la survenue de ces formes cérébrales (Suzuki, &1989).

Le but de notre travail dans cette deuxiéeme pagtie de savoir quels sont les
génotypes les plus fréguemment rencontrés dansdifésrentes formes cliniques de
toxoplasmose humaine, et en particulier d’étabtie gorrélation entre certains génotypes et
des formes séveres ou atypiques de toxoplasmosas Bhaque forme clinique de
toxoplasmose (congénitale, de 'immunodéprimé guese chez 'immunocompétent), nous
présenterons dans un premier temps nos travauxepupliis dans un deuxieme temps nous
analyserons les résultats du typage génétique gue avons réalisé sur les isolats collectés

grace au CRB oxoplasma.
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2. Toxoplasmose congénitale

Dans un premier temps, nous allons présenter ubkcation analysant la corrélation
entre génotypes et formes cliniques de toxoplasnaopartir de 86 cas (Ajzenberg et al.,
2002b). Dans un deuxiéme temps, nous analysersmédaltats obtenus a partir de nouveaux
isolats provenant de 277 cas de toxoplasmose citalgégrace au CRBoxoplasmaapres
avoir présenté la publication décrivant la techaiquultiplex de typage que nous avons

utilisée pour typer les isolats du CRB.

2.1. Ajzenberg, D., Cogné, N., Paris, L., Bessigkksl., Thulliez, P.,
Filisetti, D., Pelloux, H., Marty, P. and Dardé, M. (2002hb).
Genotype of 86Toxoplasma gondiisolates associated with human
congenital toxoplasmosis, and correlation with ichh findings. J.
Infect. Dis. 186, 684-689
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L’originalité de ce travail a été de réaliser upage multilocus avec 8 marqueurs
microsatellites sur une large collection d'isolé@é au total) a I'origine de toxoplasmoses
congénitales isolées en France (sauf BK, soucherigige isolée au Pays-Bas en 1948) et
d’essayer d’établir une corrélation entre génotypedormes cliniques de toxoplasmose

congénitale.

La répartition des génotypes montre une prédomaé#mes nette du type Il en France
(85%) alors que les types | ne représentent que 188otypes Il 2% et les génotypes
atypiques ou recombinants 5%. Il faut préciser cpite répartition ne refléte pas la situation
réelle en France, car dans cette collection noossainclus des isolats historiques adresseés
par d’autres laboratoires du fait de leur virulepesticuliére pour la souris, ce qui majore la
proportion de type | ou de génotypes atypiques. sNappellerons ce biais « l'effet
collection ». Une approche plus réaliste consistenalyser des isolats collectés de fagcon
successive dans un méme centre. Sur les 57 isotdlisctés successivement dans les
laboratoires de Parasitologie de Limoges (n=2&eel®87 et 2001 et de la Pitié-Salpétriere a
Paris (n=29) entre 1994 et 2000, nous retrouvoerspu@pondérance encore plus nette du type
Il (55/57 soit 96,5%). Les deux autres isolats emilts étaient de type lll (2/57 soit 3,5%).
Ainsi dans ces deux centres, aucun type | ou gpeayypique ou recombinant n'a été isolé

pendant la période précitée.

Si on compare aux données de la littérature (tab8a ces résultats confirment la
nette prédominance du type Il déja observée encErdans les toxoplasmoses congénitales
(Howe et al., 1997 ; Honoré et al., 2000), ménie gypage monolocus utilisé dans ces études
ne permet pas de détecter d’éventuels génotypp&jags ou recombinants. Par exemple, les
deux isolats historiques (MAS et TONT) classéestyge | dans I'étude d’Honoré et al.
(2000) correspondent en fait & des génotypes atgpiqvec plusieurs marqueurs dans notre
étude. Aux USA, malgré un échantillonnage largenbéaiseé par « I'effet collection », le type
Il prédomine largement, comme en France, dansobesptasmoses congénitales (Howe et
Sibley, 1995). En revanche, la situation appara#t tifférente dans d’autres pays d’Europe
avec une fréquence plus élevée de type | en Espetgme Grande-Bretagne (Fuentes et al.,
2001 ; Aspinall et al., 2003) ou de génotypes rdmoants au Brésil (Ferreira et al., 2006). La
proportion importante d’infections mixtes en Graiidtetagne (Aspinall et al., 2003) sera

discutée plus loin dans le paragraphe 2.2.1.
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Origine  Nombre Typage Type Type Type AR Mixtes Références

d’isolats I 1 1l
France 16 SAG2 n- 125% 87,5% O ND O Howe et al., 1997 ;
PCR-RFLP Honoré et al., 2000
USA 17 Six loci 6% 70% 18% 6% A 0 Howe et Sibley,
PCR-RFLP 1995
Espagne 8 SAG2 n- 6/8 1/8 1/8 ND 0 Fuentes et al., 2001
(direct) PCR-RFLP
Grande 19 SAG2 n-315% 37% O ND 31,5%Aspinall et al., 2003
Bretagne (direct) PCR-RFLP (1+1)
Bresil 4 Huit  loci O 0 0 4/4R O Ferreira et al., 2006
PCR-RFLP
Colombie 6 SAG2 n- 5/6 0 1/6 ND 0 Gallego et al., sous
(direct) PCR-RFLP presse

Tableau 8. Distribution des génotypes dans la toxoplasmoseamancongénitale : données
de la littérature. L'étude de Costa et al. (199@glisée par typage direct sur 37 liquides
amniotiques, n'‘a pas été incluse car le marqueuwrasatellite utilisé TUB2 ne peut
distinguer les types Il des types lll.

2ND : non disponible (typage monoloc8AG3 ; ° A : génotypes atypiques R : génotypes

recombinants.

La plus grande fréquence de type | en Grande-Bretagf en Espagne ou de
recombinants au Brésil peut étre expliquée en melieiu par un échantillonnage faible, donc
non significatif, pour ces études. Ainsi en Espagles mémes auteurs, dans une
communication affichée (Fuentes et al., 2004) ndicoent pas leurs données publiées : sur
un plus grand nombre d’isolats (n=24), ils retrauven type Il majoritaire (67%), avec 25%
de type | et 8% de type lll. D’autres hypotheses @@ avancées, comme des variations
géographiques dans la distribution des génotypasnies et al., 2001 ; Aspinall et al., 2003).
Cette hypothése est certainement juste dans leucBseésil ou la répartition des génotypes est
tres différente par rapport a la France, comme tiausns vu dans la premiére partie, avec
notamment une diversité génotypique 10 fois plupartante. En revanche, il est difficile
d’'imaginer des variations géographiques aussi né@gjwans la distribution des génotypes
entre des pays aussi proches que la France, I'Bspag la Grande-Bretagne. En Grande-
Bretagne, le type Il est le génotype le plus frégoent rencontré chez le mouton ou le porc
(Mondragon et al., 1998 ; Owen et Trees, 1999). I&6iconsommation de viande

insuffisamment cuite, en particulier de mouton, ésn la source de contamination
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prédominante chez ’'Homme, du moins en Europe (Gxdal., 2000), il n’ y a pas de raison
d'observer des différences entre ces deux payspéens sauf s'il existe un biais
d’échantillonnage supplémentaire. Par rapport @rande-Bretagne (mais aussi 'Espagne),
seule la France a un programme de dépistage @xdalasmose congénitale. On peut donc
penser que dans les études réalisées en Espagre Gtande Bretagne, les toxoplasmoses
congénitales sévéres, ou du moins patentes, sompstsentées par rapport a notre étude.
Ceci traduit un autre biais d’échantillonnage qumis appellerons « effet iceberg » qui
consiste a étudier les rares isolats provenanbxieptasmose cliniquement bruyantes et a
ignorer les plus abondants a l'origine de formgsmgomatiques. Malgré la quasi absence de
données cliniques, on peut supposer que ce bieffetciceberg » est patent dans I'étude
d’Aspinall et al. (2003) car le typage des isoktté réalisé directement sur des prélevements
de LCR ou dorganes foetaux dans neuf cas sur 1%i&les est également présent dans
Fuentes et al. (2001) (données cliniques dispomiténs quatre cas : deux cas séveres dus a
deux types | et deux cas asymptomatiques dus gpenltt et un type lll). Ce biais a tout de
méme le mérite de poser la question d’'une plusdgragrathogénicité du type | dans les

toxoplasmoses congénitales.

Notre étude est la seule qui dispose d’'informatidimsques suffisantes pour pouvoir

essayer de corréler génotypes et formes clinigeetxbplasmose congénitale. Nous avons
montré que le type Il était retrouvé dans toutes flemes cliniques de toxoplasmose
congénitale, de la forme infra-clinique aux fornggaves neuro-oculaires ou disséminées.
Dans le cas du type Il, le pronostic des toxoplasaaongénitales reste étroitement lié au
stade de la grossesse au moment de l'infectionrnedle. Les autres génotypease(type |,
[ll, atypiques et recombinants) étant trés raresdas toxoplasmoses congénitales, du moins
en France, nous discuterons de leur role dangffésethites formes cliniques de toxoplasmose
congénitale dans le paragraphe 2.2.2.2.3. en cuinlgda données que nous avons publiées
(Ajzenberg et al., 2002b) et les données du CRB.

64



2.2. Données du CRB sur la toxoplasmose congeénitale

Le Centre de Ressources BiologiqUdesxoplasmaa été créé sous I'égide du ministére
de la Recherche visant a collecter, caractériseomterver des isolats dexoplasma gondii
documentés sur le plan biologique et clinique. st sous la responsabilité du Pinon
(laboratoire de Parasitologie-Mycologie de Reims) ce-géré par les laboratoires de
Parasitologie et de Mycologie de Reims (responsal®e I. Villena) et de Limoges
(responsable, 'PDardé). Ce CRB s’appuie sur un réseau nationallatberatoires de
Parasitologie et de Mycologie permettant de catledes isolats dans tout I’hexagone : M.
Pinon, 1. Villena, (Reims, RMS), M.L. Dardé, D. &jberg (Limoges, LGE) P. Thulliez
(Paris Institut de Puériculture, IPP), P.Marty @it.PN), M.H. Bessieres (Toulouse, TOU),
J.P. Gangneux (Rennes, REN), L. Paris (Paris Baipétriere, PSP), J. Berthonneau
(Poitiers, PTR), A. Bonnin (Dijon, DIJ), E. Candd|6trasbourg), D. Chabasse (Angers), B.
Couprie (Bordeaux, BDX), L. Delhaes (Lille, LIL),.®@uhamel (Caen, CAE), T.H. Duong
(Tours, TRS), L. Favennec (Rouen), P. Flori (S&tienne), B. Fortier (Nancy, NCY), J.
Franck (Marseille, MAR), J.F. Garin (Paris Sainulg), O. Morin (Nantes, NAN), G. Nevez
(Amiens), H. Pelloux (Grenoble, GRE), F. PeyronqhyCRL), R. Piarroux (Besancon), F.
Pratlong, P. Bastien (Montpellier, MTP), D. QuirfRrest), H. Yera (Paris Cochin, CCH). A
ce réseau initial, s’est joint le centre hospitatie Cayenne (M. Demar, B. Carme) et celui de
Saint Laurent du Maroni (Dr Penaud). Les isolatmaims sont dénommeés par le code du
laboratoire, 'année d’isolement et les trois prem@s lettres du patient. Les isolats animaux
ont un code commencant par le pays d’isolemens fannée d’'isolement et les 3 premiéres
lettres du genre et de I'espece animale. La celldes isolats a été effectuée entre 2002 et
2005.

Dans le CRB, ont été également intégrés quelqudstis« historiques », des isolats
provenant de I'étranger suite a des collaboraterex diverses équipes (A. Puime, Instituto
de Higiene de Montevideo, Uruguay ; A. Freire, Hacl de Veterinaria de Montevideo,
Uruguay ; J. Gomez, Université de Quindio, Colomple. Ziaali, Université des Sciences
Médicales de Téhéran, Iran ; A. Vilares, InstitutdRdo Jorge, Lisbonne, Portugal ; S. de
Sousa, Institut Abel Salazar, Porto, Portugal D8.Craeye, Institut Pasteur de Bruxelles,
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Belgique) et des isolats collectés entre 1993 d12@ans le cadre d'un Programme
Hospitalier de Recherche Clinique (PHRC) entre Reihoulouse, Grenoble et Limoges.

Au total, nous avons pu réaliser un typage muliéo@ l'aide de marqueurs
microsatellites de 542 isolats, qui correspondebl@ cas de toxoplasmose. Ces 510 cas se
répartissent de la facon suivante : 277 proviendentoxoplasmoses humaines congénitales,
40 de toxoplasmoses humaines acquises chez l'imddynioné, 21 de toxoplasmoses
humaines acquises chez 'immunocompétent et 1idxadplasmoses animales. Pour pouvoir
faciliter le typage génétique de ce grand nombisoldits, nous avons mis au point une
technique multiplex permettant, en une seule PAQRtypage multilocus simple, rapide,

reproductible et adapté aux larges séries d’'isdiais gondii(Ajzenberg et al., 2005b)

2.2.1. Ajzenberg, D., Dumetre, A. and Darde, M20(5b). Multiplex PCR for
typing strains off oxoplasma gondii. Clin. Microbiol. 43, 1940-1943
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Nous avons sélectionné pour notre techniqgue mekiping marqueurs microsatellites
(TUB2 W35 TgM-A B18, et B17). Nous avons précédemment montré (Ajzenberg et al.
2004) que leur polymorphisme modéré permettaitedeouper les souches archétypales dans
les 3 principales lignées clonales, mais égalerdétentifier les génotypes recombinants ou
atypiques. Cette technique multiplex n’est cependarune technique de dépistage car elle
ne met en évidence que le polymorphisme de longdeuwes cing microsatellites grace au
logiciel GeneScan aprés électrophorése des prodi&iBCR sur séquenceur automatique. Ce
polymorphisme est suffisant pour faire le « trintre isolats de types |, Il et Il et génotypes
recombinants ou atypiques. En revanche, si un ggeotecombinant ou atypique est
identifié, le séquencage de chaque marqueur estsaice afin de mieux préciser la séquence
des microsatellites (Annexes 1 et 2). Nous dispesggalement de cing autres marqueurs
hautement polymorpheN60608 N82375 N83021 N61191et AA519150 qui permettent,
grace a leur fort pouvoir de discrimination (Ajzendp et al.,, 2002a) de différencier des
toxoplasmes de méme type clonal. Nous réservotisition de ce type de marqueurs aux
études de « fingerprinting » permettant par exerdjidkentifier une souche responsable d’'une
épidémie (Ajzenberg et al., 2005a) ou d’écarter gpatamination avec la souche RH

lorsqu’une souche de type | est isolée (Ajzenberd.£2002b ; Gallego et al., 2004).

L’intérét de la technique multiplex est de pouvibétecter les génotypes recombinants
ou atypiques par typage multilocus en une seule .PC&s génotypes, rares dans une
population largement clonale comme en France, mmass fréquents dans d’autres régions
géographiqgues comme en Ameérique latine et certanemn Afrique, ne peuvent pas étre
détectés par un typage monolocus. L'affiliationratype I, Il ou Il des isolats typés par
PCR-RFLP surSAG2n’a donc aucune valeur, en particulier pour lesnloieux isolats
d’Amérique du Sud (voir tableau 2, dans la premigagtie). Seul un typage multilocus
pourrait caractériser correctement ces isolatseRétent, une autre technique multiplex a été
décrite (Khan et al., 2005a) qui consiste dansramger temps a amplifier par PCR multiplex
4 marqueurs (BAG2 3'SAG2 SAG3 TUB2 et GRAG. Dans un second temps, cing PCR
nichées (nested-PCR) sont effectuées séparémelet groduit de PCR amplifié. Puis, par un
jeu de 6 enzymes de restriction différentes, ilpestsible de détecter au maximum 3 alléles
par marqueur. Cette technique, par rapport a laengirésente des avantages et des

inconvénients.
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Selon nous, la principale limite de cette technigsile choix du polymorphisme par
PCR-RFLP qui est beaucoup trop limité (3 allelasmarqueur). Ce faible polymorphisme ne
permet pas de différencier les génotypes recomtsnaes génotypes atypiques. Un
séquencage de l'intron du gebdPRT a été nécessaire pour classer la souche WUOQ5 en
atypique (Khan et al., 2005a). Méme si le séquencmys permet d’affiner le génotype des
isolats atypiques, notre technique multiplex alles gouvent dépisté ces génotypes grace au
polymorphisme plus important de nos marqueurs (jiast6 alléles pour le marqueBd.7). Il
est vrai, cependant, que la distinction entre rdgpamnts et atypiques nous est parfois difficile

et nécessite des marqueurs supplémentaires, c&@RA6ou GRAT

L’autre inconvénient de la technique multiplex deald et al. (2005a) est sa relative
lourdeur au niveau technique. Notre technique messite qu'une seule PCR par isolat, alors
gu’il en faut 6 dans celle de Khan et al. (200&3ci est di au principe de la nested-PCR qui
nécessite 2 PCR consécutives. Dans Khan et al5&0& technique multiplex n’est en fait
réalisée que sur la premiere PCR, la deuxiéme Pd@iRétte faite séparément pour chaque
marqueur. De plus, I'action séparée des enzymeasdidction est une étape supplémentaire.
Nous pensons que cette technique est moins bigotéadaux larges séries que la nbtre.
Evidemment, notre technique nécessite un séquemegamatique qui n'est pas disponible

dans tous les laboratoires.

L'intérét de la technique multiplex de Khan et @005a) est sa trés forte sensibilité
permettant un typage complet avec seulement 5 at@sjpes dans le préléevement. Ceci a
permis aux auteurs de réaliser un typage directeepartir du prélévement ou typage direct
(i.e. sans inoculation aux souris ou aux cultures aahes préalable du prélevement), méme
si le typage complet avec les 4 marqueurs n'a éssiple que dans deux cas. Cette grande
sensibilité est due au choix de la nested-PCR. Mwoss toujours refusé de mettre au point
une technique nested-PCR pour augmenter la setésid notre PCR multiplex. En effet, en
amplifiant un produit PCR déja amplifié, la nes@R est a tres haut risque de
contamination. D’apres certains, cette techniqueraie d’ailleurs étre interdite dans le
diagnostic par PCR en Médecine humaine. Pour augmda sensibilité de notre PCR
multiplex, dans le cas de typages directs, noussakégerement modifié le programme de
PCR en diminuant la température d’hybridation d&368 61°C et en augmentant le nhombre
de cycles de 35 a 40. Avec ce nouveau protocoleés avons estimé la sensibilité de notre

technique multiplex entre 50 et 100 parasites palepement, soit 10 fois moins sensible que
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celle de Khan et al. (2005a). Sur les 45 prélevesn@ivers sur lesquels nous avons tenté un
typage direct avec notre technique multiplex, 32 oependant pu étre typés de fagon

satisfaisante (au minimum 3 marqueurs sur 5).

Un autre intérét du typage direct est de pouvoteaér déventuelles infections
mixtes. La détection de génotypes difféerents damsnéme prélevement a cependant des
limitations techniques liées a I'extraction d’ADBlJa PCR et aux marqueurs utilisés. En cas
d’infection mixte, on peut n’extraire que 'ADN diuseul génotype si la quantité de tissu
extraite est insuffisante du fait de la dispergies parasites dans les tissus. Si les deux ADN
différents sont extraits, au dela d’un ratio deolrpl00, seul 'ADN le plus abondant sera
amplifié par PCR du fait de la compétition des ammer Dans la plupart des études, les
marqueurs (le plus souvent un seul marq®i6G3 ou la technique de typage (PCR-RFLP
principalement) ne peuvent détecter que les irdastmixtes impliquant des isolats de type
différent €.g.1 + Il ou | + 1), contrairement aux microsatéis hautement polymorphes

capables de différencier 2 isolats de méme type.

Les infections mixtes sont considérées comme &&sr Nous avons décrit le premier
cas d’infection mixte toxoplasmique (Ajzenberg &t 2002a) chez un mouton grace aux
marqueurs microsatellites hautement polymorphestgermis de distinguer 2 isolats de type
Il chez le méme animal. Parmi les 283 isolats ctéde a partir de poulets, porcs, chiens ou
chats en Amérique latine (voir tableau 2 dans Empére partie), seulement 3 avaient une
infection mixte | + Il (Dubey et al., 2003c ; Dupet al., 2005a ; Pena et al., sous presse).
Chez 'homme, mis a part I'étude d’Aspinall et@003), une seule étude décrit une infection
mixte | + Il par typage direct sur liquide amniatey (Villena et al., 2004). Par sérotypage,
Kong et al. (2003) rapportent un seul sérum réagisa la fois avec les peptides spécifiques
du type Il et les peptides spécifiques des typadll, mais une souche recombinante pourrait
aussi donner un tel profil. Enfin, parmi les 54dlass que nous avons typés avec nos
marqueurs microsatellites, nous n'avons mis eneddd que deux infections mixtes : une
chez le mouton déja citée (Ajzenberg et al., 20G&ayne dans le cerveau d’'une souris
inoculée a partir d'un liquide amniotique dans bdre d’'une toxoplasmose congénitale
humaine (LPN-2002-GIO).

L’étude d’'Aspinall et al. (2003) retrouve une pragmm importante d’infections
mixtes dans les toxoplasmoses humaines gu’ellentsebngénitales (31,5 % d’infections

mixtes | + Il sur 19 isolats), acquises chez I'immadéprimé (2 infections mixtes | + Il sur 8
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isolats) ou chez l'immunocompétent (1 infection tiXx + Il sur 2 isolats). Ces résultats
trouveraient leur explication dans la forte promortd’infections mixtes dans les préparations
a base de viande de porc, d'agneau ou de boeutigsas, paté, etc.) destinés a la
consommation humaine avec 22 % d’infections mixtesll sur 27 échantillons de viande
positifs en PCR (Aspinall et al., 2002). Ces redaltse basent sur la méme technique de
typage par nested-PCR-RFLP du g&wG2directement a partir du prélevement (typage
direct).

La singularité des résultats d’Aspinall et al. (2PPar rapport au reste de la littérature,
notamment par rapport aux données du typage encéran le type Il est largement
majoritaire sans aucune infection mixte, a faitbjas d’'un débat (Villena et al., 2004 ;
Aspinall et al., 2004). Le principal argument d’Asgql et al. est que la plupart des typages
ont été réalisés aprés isolement des toxoplasmesnpeulation aux souris ou culture
cellulaire, ce qui constitue un biais par rapparttypage direct. La multiplication en culture
cellulaire ou le passage en souris peut en effettsgnner une seule souche si le prélévement
en contient plusieurs. La plus grande fréquendgmke |l en France ne peut étre expliquée par
ce biais. Il est généralement admis que si unyeétent contient un meélange |1 + Il ou | + llI,
c’est le type | qui sera sélectionné chez la saurign culture cellulaire du fait de la virulence
plus importante et du taux de multiplication plapide du type | (Villena et al., 2004). Ceci
est confirmé dans I'étude d’Aspinall et al. (2008)tous les échantillons avec infection mixte

| + Il inoculés parallelement a la souris ont eiméades signes de virulence 3-4 jours p.i.

Le débat (Villena et al., 2004 ; Aspinall et al002) a eu le mérite de terminer sur un
consensus : I'isolement des toxoplasmes par cutteltalaire ou inoculation aux souris doit
étre couplée au typage direct quand il est possitéanmoins, il n’est pas du tout évident
gu’'un typage direct systématique puisse confirnesr thux trés élevés d’infection mixtes
rapportés par Aspinall et al. (2002, 2003). Airsir 224 prélévements ayant été typés de
facon directe et compléte dans la littérature (OwerTrees, 1999 ; Costa et al.,, 1997 ;
Fuentes et al., 2001 ; Grigg et al., 2001c ; Vdlen al., 2004 ; da Silva et al., 2005 ; Khan et
al., 2005a ; Vallochi et al., 2005 ; Gallego ef sbus presse ; Pena et al., sous presse), on ne
retrouve que 2 infections mixtes (Villena et aD02 ; Pena et al., sous presse), soit 0,9 %.
Sur les 32 prélévements typés directement par nettenique multiplex (Ajzenberg et al.,

2005b), nous n’avons retrouvé aucune infection enixt
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En réalité, selon nous, le fait de typer directetmaun pas le prélevement est une
question vraiment mineure en comparaison avecdasg grincipaux biais qui ont appauvri la

valeur du typage des isolats Tiegondiidans les toxoplasmoses humaines :

* |l est impossible de connaitre le génotype d’uraispar typage monolocus,
qui plus est avec une technigue de PCR-RFLP quorépmune information
génétique des plus rudimentaires (2 alleles maxirpamsite de restriction).
Le probleme est encore plus patent pour les isg@eigenant d’Amérique
latine, d’Afrique et certainement d’Asie, ou on Va, la diversité génotypique
est bien plus importante. Si, en plus, la PCR séaliest nichée (nested-PCR),
la qualité du résultat doit étre remise en douterawu tres haut risque de

contamination.

* |l est peu utile de réaliser un typage d’isolaterigine humaine si I'on ne
dispose pas d’informations cliniques minimales pessayer de corréler le
résultat du typage avec les formes cliniques olgésstv

La majorité des études de typage dans le mondd ay@méalisées avec un typage
monolocus par n-SAG2 PCR-RFLP, sans renseignensénigues la plupart du temps dans
les toxoplasmoses humaines, il nous est trés ithffite. comparer nos résultats avec ceux de
la littérature. Essayer de trouver une influencegédnotype dans les formes cliniques de
toxoplasmose humaine ne pourra se faire qu’en camhilgé maximum de données du monde
entier, mais en suivant une méthodologie identiqypage multilocus et données cliniques.

Le but du CRBToxoplasmaest de répondre a ces objectifs.
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2.2.2. CRB et toxoplasmose congénitale : résultats

Nous présentons les résultats du typage de 304tssabrrespondant a 277 cas
collectés, via le CRBToxoplasma de toxoplasmoses congénitales humaines. L'origine
géographique de ces isolats est la suivante : B\gmnent de France métropolitaine, 19 du
Portugal, sept de Belgique, deux de Nouvelle-Calé&gadeux du Surinam, un du Brésil, un
de Colombie, un de Guyane francaise, un d’ltali@rede la Réunion. Les isolats francais,
portugais, belges et I'isolat colombien ont étdemiés dans leur pays d'origine. Dans les
autres cas, l'isolement a eu lieu en France, nréisegaux renseignements épidémiologiques

du CRB, nous avons pu retrouver une origine detaamination hors de I’hexagone.

Nous avons choisi de présenter nos résultats degayen séparant les différentes
formes clinigues chez les enfants nés vivants dpareet les grossesses non menées a terme
d’autre part. Nous n’avons pas repris notre cleesgibn simplifiée précédente (Ajzenberg et
al., 2002b) en formes bénignes et graves. S’ilangucun doute sur la gravité d’'une forme
disséminée a la naissance, d'une forme mortglleutero ou d’anomalies majeures a
I'échographie (notamment cérébrales) justifiant ungerruption médicale de grossesse
(IMG), une choriorétinite isolée mais récidivantesatrainant une baisse de I'acuité visuelle

ne nous parait pas étre une toxoplasmose « bémigne

Parmi les enfants nés vivants, 143 isolats prowehude formes infra-cliniques a la
naissance, 27 de formes patentes avec séquelliegresiet / ou neurologiques et 4 de formes
disséminées. Parmi les grossesses non menées & ®9nisolats ont entrainé des formes
graves cérébrales ou disséminées justifiant une &Gl isolats ont été associés a des morts
foetalesn uteroet avortements spontanés. La liste de ces isidati® dans le tableau 9 avec
les prélévements d’origine, les données cliniques,terme de grossesse en semaine
d’aménorrhée (SA) au moment de l'infection matdenet le résultat du typage. Dans le
tableau 9, nous avons également inclus 61 isolayamt qu’une partie de ces renseignements
ainsi que 2 isolats provenant de placentas aloes lgg enfants étaient indemnes de

toxoplasmose congénitale.

Nous n’'avons pas différencié les types II* des Ihssiques dans l'analyse des

résultats.
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Isolat Origine  Prélévement Signes clinico-radiologjues SA Type
Enfants nés vivants : formes infra-cliniques
RMS-1992-CUI France LA Asymptomatique 6 Il
DI1J-2004-GER France Placenta Asymptomatique 11a16 |l
LPN-2004-LOR France LA Asymptomatique 14 Il
NAN-2003-AKT France Placenta Asymptomatique 15 I
IPP-2003-DYA France LA et placenta Asymptomatique 15 Il
RMS-1996-PER France LA Asymptomatique 16 Il
MTP-2005-ELA France Placenta Asymptomatique (ségsiele saignements sous-épendymaires non att@blaéEC) 16a20 1
GRE-1997-DAP France LA Asymptomatique 17a21 |l
GRE-1999-MIL France LA Asymptomatique 18 Il
LPN-2002-COU France LA Asymptomatique 18 Il
PSP-2003-RAl France LA Asymptomatique 18 Il
RMS-2003-TOU France Placenta Asymptomatique 18 I
PSP-2001-DEM France LA Asymptomatique 18a20 |l
RMS-1999-GUI France Placenta Asymptomatique 18a22 |
MAR-2004-FAC France LA Asymptomatique 19 Il
TOU-1997-FAB France Placenta Asymptomatique 19a20 |
GRE-2001-MAJ France LA Asymptomatique 20 Il
IPP-2002-COQ France Placenta Asymptomatique 20 I
RMS-1996-POL France LA Asymptomatique 20 Il
RMS-2000-ESS France LA Asymptomatique 20 Il
IPP-2003-SOU France Placenta Asymptomatique 20 Il
REN-2002-VAL France LA et placenta Asymptomatique 20 I
IPP-2003-CAl France Placenta Asymptomatique 20a21 1
NAN-2004-VIV France Placenta Asymptomatique 21 I
TOU-2005-LAL France LA Asymptomatique 21 Il
IPP-2003-FRI France Placenta Asymptomatique 20a28 |
IPP-2002-BAT Guyane fr. LA Asymptomatique 22 /i
TOU-1996-RIP France LA Asymptomatique 22 Il
IPB-2004-HAD Belgique Placenta Asymptomatique 22 Il
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Isolat Origine  Prélévement Signes clinico-radiologjues SA Type
Enfants nés vivants : formes infra-cliniques (suite

MTP-2005-OUL France Placenta Asymptomatique 22 Il
TOU-1999-OUR France LA Asymptomatique 22 Il
GRE-2000-BRA France LA Asymptomatique 22 I*
RMS-2001-MER France LA Asymptomatique 22a26 |l
LGE-2005-COL France Placenta Asymptomatique 22a34 1
RMS-2000-CON France LA et placenta Asymptomatique 23 I
TRS-2002-TON France LA Asymptomatique 23 Il
IPP-2003-GAT France LA Asymptomatique 23 Il
REN-2003-FOU France Placenta Asymptomatique 23a30 1
CRL-2004-OZE France LA Asymptomatique 24 Il
RMS-1998-ROB France Placenta Asymptomatique 24 Il
RMS-2000-MAR France Placenta Asymptomatique 24 I
GRE-2002-DEV France Placenta Asymptomatique 25 Il
IPP-2003-MAR France LA Asymptomatique 25 Il
IPP-2004-DEM France LA Asymptomatique 25 Il
IPP-2004-JOS France LA Asymptomatique 25 Il
NAN-2004-COU France Placenta Asymptomatique 25 Il
IPP-2003-LEG France Placenta Asymptomatique 25a26 |l
NAN-2003-LER France Placenta Asymptomatique 26 Il
TOU-1997-BER France Placenta Asymptomatique 26 I
LGE-2005-GOK France Placenta Asymptomatique 26 Il
RMS-1987-MER France Placenta Asymptomatique >26 Il
TOU-2003-DAF France LA Asymptomatique 26a27 |
RMS-1999-BOU France Placenta Asymptomatique 26a31 |l
TOU-2002-ALlI La Réunion Placenta Asymptomatique 27 I/
RMS-2000-SIE France LA Asymptomatique 27 Il
IPP-2003-CEL France LA Asymptomatique 27 Il
IPP-2003-KAH France LA Asymptomatique 27 Il
LGE-2004-CAl France Placenta Asymptomatique 27 Il
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Isolat Origine  Prélévement Signes clinico-radiologjues SA Type
Enfants nés vivants : formes infra-cliniques (suite

TOU-2003-MAZ France Placenta Asymptomatique 27 Il
TOU-2003-LAT France LA Asymptomatique 27 Il
IPP-2003-GAU France Placenta Asymptomatique 27a28 |l
REN-2003-CAL France Placenta Asymptomatique 27a33 |l
MTP15-2005-HAC France Placenta Asymptomatique 27a34 1
RMS-1993-COU France LA Asymptomatique 28 Il
RMS-1999-BOR France LA et placenta Asymptomatique 28 Il
RMS-1999-BES France LA Asymptomatique 28 Il
TOU-1997-TRA France LA Asymptomatique 28 Il
TOU-2003-AUB France Placenta Asymptomatique 28 I
TOU-2003-DES France Sang du cordon Asymptomatique 28 Il
LGE-2003-DUP France Placenta Asymptomatique 28a30 |l
IPB-2003-MAR Belgique Placenta Asymptomatique 29 Il
IPB-2004-GUR Belgique Placenta Asymptomatique 29 I
DI1J-2002-SEV France LA Asymptomatique (Pyélectbslimtérale en anténatal) 29 I
TOU-2004-FEU France LA Asymptomatique 29 11l
IPP-2003-MAL France LA Asymptomatique 29a30 1
TOU-1997-BOR France Placenta Asymptomatique 29a32 1
MTP-2005-BOU France Placenta Asymptomatique 29a33 1
RMS-1998-DAY France Placenta Asymptomatique 30 I
RMS-2000-PER France Placenta Asymptomatique 30 Il
LGE-2003-BAS France LA (direct) Asymptomatique 30 Il
MAR-2003-ZAR France Placenta Asymptomatique 30 Il
TOU-2003-VIL France Placenta Asymptomatique 30 I
TOU-2004-AUG France LA Asymptomatique 30 Il
TOU-2004-LIM France LA et placenta Asymptomatique 30 I
TOU-1998-POR France LA et placenta Asymptomatique 30 11l
RMS-1997-PAR France LA Asymptomatique 30a32 1
TOU-2005-PEY France Placenta Asymptomatique 30a33 |
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Isolat Origine  Prélévement Signes clinico-radiologjues SA Type
Enfants nés vivants : formes infra-cliniques (suite
RMS-2001-FEN France Placenta Asymptomatique 30a34 |l
RMS-2000-RIS France LA Asymptomatique 31 Il
IPP-2003-LEC France LA et placenta Asymptomatique 31 Il
LGE-2004-VIL France LA et placenta Asymptomatique 31 I
GRE-2003-NUN France Placenta Asymptomatique 31a33 |
CAE-2005-LEF France Placenta et sang du cordon Asymatique 32 I/
NAN-2003-MIC France Placenta Asymptomatique 32 Il
IPP-2004-SMA France Placenta Asymptomatique 32 I
MAR-2003-GEL France Placenta Asymptomatique 32 Il
GRE-1999-DEF France Placenta Asymptomatique 32 I
TOU-2003-VIL1 France Sang du cordon Asymptomati(preblemes respiratoires) 32 Il
IPP-2003-PET France Placenta Asymptomatique 32a33 |l
GRE-1998-TRA France Placenta Asymptomatique 32a33 1
IPP-2003-GOM France Placenta Asymptomatique 32a34 |l
CAE-2003-KLO France Placenta Asymptomatique 33 Il
NAN-2004-FAD France Placenta Asymptomatique 33 I
RMS-2001-GEA France LA Asymptomatique 33 Il
RMS-2002-LEF France Placenta Asymptomatique 33 I
MTP-2004-ESQ France Placenta Asymptomatique 33 Il
TOU-2003-DUT France Placenta Asymptomatique 33 I
TOU-2003-SCH France Placenta Asymptomatique 33 Il
TRS-2004-BAK France LA Asymptomatique 33 Il
CAE-2005-COT France Sang du cordon Asymptomatique 33a34 |l
DI1J-2003-VIE France LA Asymptomatique 34 I*
RMS-2001-PAR France Placenta Asymptomatique 34 Il
PSP-2003-BAR France Placenta Asymptomatique 34 I
TOU-2003-CAR France Placenta Asymptomatique 34 Il
TOU-2003-NAR France Placenta Asymptomatique 34 I
TOU-2004-DET France LA et Placenta Asymptomatique 34 Il
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Isolat Origine  Prélévement Signes clinico-radiologjues SA Type
Enfants nés vivants : formes infra-cliniques (suite

TOU-2004-MON France Placenta + LA (direct) et sdogcordon  Asymptomatique 34 I*
RMS-2000-BAR France Placenta Asymptomatique 34a35 |l
MTP-2005-GRA France Placenta et sang du cordon Asymatique 34a37 |
TOU-2005-MAR France Placenta et sang du cordon Asymatique 34a37 |l
TOU-1997-CAP France Placenta Asymptomatique 35 Il
IPP-2004-MOH France Placenta Asymptomatique 35 I
IPP-2003-DEL France Placenta Asymptomatique 35a37 |
NAN-2002-FLO France Placenta Asymptomatique 36 I
RMS-2000-DAF France Placenta Asymptomatique 36 Il
TRS-1996-LOU France Placenta Asymptomatique 36 I
IPP-2003-DEQ France Placenta Asymptomatique 36 Il
TOU-2003-SEU France Placenta Asymptomatique 36 I
TOU-2004-ACH France LA Asymptomatique 36 Il
CAE-2003-FAV France Placenta Asymptomatique 37 I
GRE-2003-SAN France Placenta Asymptomatique 37 Il
TOU-1999-BAL France Placenta Asymptomatique 37 I
TOU-2003-LAF France Sang du cordon Asymptomatique 37 Il
IPP-2003-BAU France Placenta Asymptomatique (mék V 37 Il
IPP-2003-DAN France Placenta Asymptomatique 38 Il
RMS-1998-GER France Placenta Asymptomatique 38a41 |l
RMS-1999-RUN France Placenta Asymptomatique 38a41 |l
RMS-2000-ROU France Placenta Asymptomatique 38a41 |l
NAN-2002-BRI France Placenta Asymptomatique 39 Il
TOU-2005-HAB France Placenta et sang du cordon Asymatique 39 I
CAE-2004-SEJ France Sang du cordon Asymptomatique Fin grossll
GRE-1995-PAR France Placenta Asymptomatique Fin grossli
IPP-2003-MAN France Placenta Asymptomatique 2-3 trim I
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Isolat Origine  Prélévement Signes clinico-radiologjues SA Type
Enfants nés vivants : formes patentes avec séquslleeuro-oculaires
TRS-2004-REV France Placenta CiC 10 Il
GRE-2001-LEB France Placenta Cic 13 I
RMS-2000-TRA France LA CIC 14a18 |l
NAN-2004-GUE France Placenta Choriorétinite et héagie ventriculaire évoluant vers l'atrophie 15 I
IPP-2003-CHA France Placenta CiC 16 Il
MTP-2004-RAC France Placenta CiC 16a18 |
PSP-2004-BOR France LA Troubles du tonus, Cldlatadions des cornes antérieures 17 I
TOU-1998-TRI France Placenta Choriorétinite bilakér 18 I
LPN-1997-KHE France LA Choriorétinite juxta-papitgauche 18a23 |l
GRE-1992-BAR France Sang feetal CIC et calcificatipariventriculaires 19 I
MTP-2005-HEB France LA CIC 19 Il
RMS-1996-SEY France LA CiC 20 Il
RMS-1995-ABE France Placenta Choriorétinite (juesll 20 Il
LPN-2004-ARN France LA Choriorétinite maculaire latérale 20a22 1
LPN-2002-GIO France LA Choriorétinite et CIC 21 I*+ 1*?
MAR-2004-GAN France LA et placenta CiCc 23 Il
LGE-2004-ALB France Placenta Petite asymétrie vauitire, calcifications artérielles thalamiquesitlrs 23 1l
TOU-2003-POU France LA CIC (calcifications péritrézulaires découvertes a 4 mois) et choriorétigitelutive 24 I*
GRE-1997-GEN France LA Choriorétinite 24325 1
RMS-2002-KOC France LA Choriorétinite (cicatricespapillaire a I'ceil droit a 10 mois) 25a28 |l
RMS-1994-LEF France LA Choriorétinite récidivantendis, 9 et 11 ans 28 Atypique
CAE-2005-HER France Placenta Dilatation ventriaelai 1 calcification 29 I
RMS-1998-BOU France Placenta Choriorétinite & 2 ans 30 I
RMS-2001-MAU  France Placenta Choriorétinite gaucicatricielle périphérique 32 Atypique
TOU-2005-RIV France Placenta et sang du cordon iGfatinite cicatricielle détectée a 3 mois 33a36 |
TOU-2005-BAZ France Placenta Choriorétinite (cedlitiiésion proche du nerf optique ) 35 I
IPP-2003-DRE France Placenta Choriorétinite 36 I
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Isolat Origine  Prélévement Signes clinico-radiologjues SA Type
Enfants nés vivants : formes disséminées
CIBMUQ-2002- Colombie Sang Disséminée (ictére, HPM)/ accoucheprématuré a 35 SA <17 |
HDC
LIL-2003-MON France Sang (direct) Disséminée (HSPIgathie, ictére, pétéchies, thrombopénie, hé)ati€sarienne a 35 SA/ déces J4 30 |
GUY-2004-TER  Surinam Sang (direct) Disséminée/ accouchementgitéa 35 SA/ décés J6 30a32 Atypique
IPP-2002-URB France Sang Disséminée (HSPM, ppathtéchies, calcifications cérébrales, chorioit&fjn 33a34 Atypique
Interruptions médicales de grossesse (IMG)
RMS-2001-GRA France LA, placenta et sang foetal IM@lformations cérébrales AnteC. I
RMS-1994-COE France LA IMG AnteC. I
GRE-1995-MAE France Cerveau foetal IMG/ hydrocéghali 2a6 Il
IPB-2003-SER Belgique LA IMG/ méningoencéphalitet(psie) 7 I
TRS-1997-MAR France Placenta IMG/ anasarque foktoeptaire 7a12 |l
IPP-2003-COR France LA et liquide vitréen foetalgct) IMG/ dilatation ventriculaire + choriorétiei (autopsie en cours) <8 1l
MTP-2005-FEN France Placenta IMG/ 6-8 nodules cérébhyperéchogénes (parenchyme et paroi ventiieula <9 Il
BRX-MAR Belgique LA IMG/ hydrocéphalie 7a11r
NAN-2002-BAR France LA IMG/ hépatosplénomégalie 10a12 1
MAR-2003-FLE France LA IMG/ ascite, anasarque, tdiians ventriculaires + CIC, calcifications intiépatiques (échographie) 11 1l
IPP-2003-LOU France Placenta IMG/ encéphalite nraj@ésions disséminées dans tout I'encéphalédestt@ des rétines (autopsie) 11 I
MTP-2003-PAS France Placenta IMG/ nodules hypemgehes cérébraux 11 I
IPP-2003-LAR France Placenta IMG/ foyers de nécogsébrale (autopsie en cours) 11a12 |l
CRL-1996-CAL France LA IMG/ hydrocéphalie a I'échayghie/ méningoencéphalite et choriorétinite (asi®p 12 Il
IPP-2004-NOI France LA (direct) IMG/ hydrocéphatie+, encéphale laminé, anses intestinales hypegécies, ascite, placenta épaissi 12 I
LPN-2004-HER France LA et cerveau feetal IMG/ diiita ventriculaire discrete, multiples abces cémélr abces cardiaque (autopsie) 13 Il
RMS-1996-STR France LA IMG 13a14 |
RMS-2000-GIL France LA IMG/ malformations cérébsale 143418 1
DI1J-2004-VIL France Cerveau foetal et placenta (tijre IMG/ nodules hyperéchogénes intraparenchymatétébraux et dilatation ventriculaire 15a19 1l
IPB-2002-IND Belgique Sang du cordon IMG/ hydrocgigh calcifications intrahépatiques (pas d'au@psi 16 11l
LGE-2002-FAY France LA et placenta IMG/ hydrocépddpas d'autopsie) 16a24 |
IPP-2003-IMA France LA IMG/ dilatation ventriculai{pas d'autopsie) 18 Il
BDX-2003-COR France LA IMG/ spots hyperéchogénémparenchymateux cérébraux + microcalcificatioasgntaires 20 I*
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Isolat Origine  Prélévement Signes clinico-radiologjues SA Type
Interruptions médicales de grossesse (IMG) (suite)
MAR-2003-PEL ltalie LA et sang du cordon IMG/ hydéphalie, CIC, porencéphalie 20 I
CAE-2003-LAM France LA IMG/ lésions cérébrales 20 I
RMS-2001-CHU France Placenta IMG/ malformationgbéales + ascite 21 I
BDX-2003-MAR France LA IMG/ spots hyperéchogéndsaparenchymateux cérébraux sans dilatation veraire, HPSM 23 I
IPP-2002-BAW France Placenta IMG/ cardiomyopatbigéphalomyélite sans dilatation ventriculaire richiétinite (autopsie) 24 I*
LPN-2005-NOV France LA IMG/ multiples abcés intadéffraux (pas d'autopsie) 24a25 |l
Morts feetalesin utero et avortements spontanés
IPP-2002-BER France Placenta Mort foetale in utek® §A 3a4 Il
PTR-2003-ROB France Placenta Mort feetale in utetb §A 5a12 |l
TOU-2004-MES France Foetus Avortement spontané$Al2 6 I
CCH-2003-SAH France LA Mort feetale in utero < 2% @tiologie ? A I'échographie, pas d'acitivitédiague décelable, pas d'autopsie) 7a13 |l
PSP-2001-MAG France Placenta Avortement spontdiéA 9 I
IPP-2002-VOU France LA et placenta Mort foetaleiiaro a 20 SA / dilatation ventriculaire a I'éclaygrie 14 I
MAR-2005-BIA France Placenta Mort feetale in ute@%SA 16 I
MAR-2000-HOU  Breésil LA Mort foetale in utero d'unmeau a 31 SA (hydrocéphalie, ascite a I'échograpBieme jumeau extrait décédé a 21  Atypique
MTP-2005-BAD France Placenta Mort foetale in uteBB&SA (grossesse non suivie, pas d'autopsie) 19a21 Atypique
GUY-2004-ANG1  Surinam LA (direct) Mort foetale itewo a 24 SA (PCR+ dans LA, liquide péritonéalcpheta, coeur, foie, cerveau, poumons) 20a22 Atgpiq
MAR-2003-GAR France LA Mort foetale in utero a 28 @#latation ventriculaire a I'échographie) 21 I
Pas de toxoplasmose congénitale
RMS-2002-GIL France Placenta Elifa IgM+ a la naiesg sérologie négative a 1 an : pas de TC 28 Il
MTP-2002-ROU France Placenta Pas d'lgM a la naigsagrologie négative a 1 an : pas de TC <3 1l
Toxoplasmoses congénitales sans renseignements
NAN-2003-BET France Placenta Asymptomatique ? I
RMS-2003-DUV France Placenta Asymptomatique ? Il
RMS-2004-NOB France Placenta Asymptomatique ? I
GRE-1997-LOP France Cerveau IMG/ raison inconnue ? I
RMS-2000-WAU France LA PC 1l
MTP-2003-ELM France Placenta Enfant perdu de vue <7 1l
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Isolat Origine  Prélévement Signes clinico-radiologjues SA Type
Toxoplasmoses congénitales sans renseignementstéui
GRE-2002-PER France Placenta FO normal 9 I
TRS-2003-PAU France LA 10a14 1
IPP-2004-LEN France LA 12 Il
IPP-2003-CAR France LA 13 Il
IPP-2003-DUP France LA 14 Il
MAR-2004-THO France LA 16 Il
IPP-2003-KOI N. Calédonid.A 16a24 1
IPP-2004-VAU France LA (direct) 18 Il
IPP-2003-CHS France LA 19 Il
IPP-2003-VAD France Placenta 19 I
DI1J-2005-CHA France LA (direct) et placenta 19a29 1
MAR-2003-LEH France LA 21 Il
DI1J-2005-DEL France LA 21a27 1
IPP-2003-HEU France LA 22 Il
IPP-2003-REH France Placenta 22 Il
TRS-1993-MOR France Placenta 23433 1
CCH-2005-MIC France LA 24 Il
IPP-2003-ORI France LA 25a26 |l
GRE-2000-THE France Placenta 26 Il
NCY-2003-AIN France LA 26 Il
REN-2005-LEG France Placenta 26 Il
TRS-2003-GAU France LA Petit kyste liquidien 26 I
D1J-2004-SHA France Placenta 26a27 1
RMS-1999-LIN France Placenta Décés néonatal ncxti >26 Il
IPB-2003-COG Belgique Sang du cordon et placenta >26 I/
IPP-2004-KIF France LA (direct) 27 Il
GRE-1996-GAZ France LA 28 Il
IPP-2003-LEF France LA 28 Il
IPP-2004-SIG France LA (direct) 28 Il
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Toxoplasmoses congénitales sans renseignementst&ui

PSP-2005-MIL France LA 29 Il
GRE-1997-DES France Placenta 29431 1
IPP-2003-RUO N. Calédoni¢A 29a31 1
DI1J-2005-DUC France LA (direct) 30 Il
PSP-2003-CAG France LA 30 Il
GRE-2000-CHA France Placenta 31 I
NAN-2002-FER France Placenta >29 Il
AGTsc94 Portugal Sang du cordon |
EMAsc99 Portugal Sang du cordon |
MESIa94 Portugal LA |
MLSpI00 Portugal Placenta |
ALMpIO0 Portugal Placenta (WAl
MMSpl00 Portugal Placenta (WAl
IHLplOO Portugal Placenta 1
AGPIla99 Portugal LA Il
AROpl03 Portugal Placenta Il
CJGsc03 Portugal Sang du cordon Il
HMSsc03 Portugal Sang du cordon Il
IACplO0 Portugal Placenta Il
MCCpl01 Portugal Placenta Il
MDMpl03 Portugal Placenta Il
P15 Portugal Placenta Il
RSCsc01 Portugal Sang du cordon Il
SGSla99 Portugal LA Il
SMSplo0 Portugal Placenta Il
AMBpI00 Portugal Placenta Il

Tableau 9. Nature des prélevements, origine géographique dasnps, données cliniques, date en semaine d’amn&eo(SA) de l'infection

maternelle et génotypes avec cing marqueurs migittss de 304 isolats provenant de 277 cas deplasmose congénitale.

82



2.2.2.1. Répartition géographique des génotypes

BN

Dans la figure 1, on peut voir que 95% des isolatncais a l'origine de
toxoplasmoses congénitales sont de type Il. Caitertette prédominance du type Il dans les
toxoplasmoses congénitales en France confirme desltats de notre étude précédente
(Ajzenberg et al., 2002b). Nous pensons que cdtaé®st représentatif de la situation réelle
en France car nous avons étudié un grand nombtasih=242), de fagcon consécutive dans
les différents centres pour minimiser le biais dlieffet « collection ». Cette étude rend
également compte de la rareté des autres génatigpessles toxoplasmoses congénitales en
France : la somme des isolats de génotype noielll( lll, recombinants et atypiques) ne
représente en France que 5 % des isolats suralrd®®42 (figure 1), avec un isolat de type
I, six isolats de type Ill, un isolat recombinaqyatre isolats atypiques et une probable
infection mixte I+ Il (LPN-2002-GIO).

Toxoplasmoses congénitales en France (n=242)

Autres
5%

Type ll
95%

Figure 1. Répartition des génotypes dans 242 cas de toxopkses congénitale en France

(sans séjour hors de la métropole pendant la ggeske

La répartition des génotypes dans les toxoplasmosegeénitales au Portugal (figure
2) retrouve également une majorité de type Il (63%0pis avec une proportion plus
importante des autres génotypes, nhotamment dul t{g#o). Ces résultats sont comparables
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aux résultats les plus récents obtenus dans leyumasis, I'Espagne, dans les toxoplasmoses
congénitales (Fuentes et al., 2004). Cependarigilde échantillonnage (n=19) et les biais
importants dus a l'effet « collection » et a I'éfteiceberg » (absence de données cliniques et
épidémiologiques, sélection possible des cas les gveres) ne permettent pas de comparer
les résultats obtenus au Portugal avec nos résudtat les toxoplasmoses congénitales en

France.

Toxoplasmoses congénitales au Portugal (n=19)

Recombinant
11% Type |
21%

Type lll
5%

63%

Figure 2. Répartition des génotypes dans 19 cas de toxopiesmongénitale au Portugal

(origine géographique de la contamination inconnue)

Sur les 8 isolats dont l'origine est tropicale (Melle-Calédonie, Surinam, Brésil,
Colombie, Guyane francaise et Réunion), aucun typea été isolé : ces isolats sont en
majorité atypiques ou recombinants (5/8), 2/8 stitype lll (les deux venant de Nouvelle-
Calédonie) et 1/8 de type | (Colombie). Ceci smdigméme si I'échantillonnage est trés
faible, la plus grande diversité génotypique etdeeté du type Il observées en dehors de

I'Europe ou de ’Amérique du Nord.

2.2.2.2. Distribution des génotypes en fonctionfde®es cliniques

2.2.2.2.1. Repreésentativité globale des différefdames cliniques
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Sur le total de 277 isolats provenant de toxoplas®a@ongénitales, 214 avaient des
renseignements complets (prélévement d'originenées cliniques et terme de grossesse en
semaine d’'aménorrhée (SA) au moment de l'infeati@aternelle). L'origine géographique de
la contamination est la France dans 201 cas (94&s)igure 3 indique la répartition de ces
214 isolats dans les différentes formes cliniguss mpus avons définies précédemment, avec
une majorité de formes infra-cliniques (66%).

Formes cliniques (n = 214)

Morts fostales in
IMG utero et
14% awortements
Enfants nés vivants spontanés

: formes 5%
disséminées
2%

Enfants nés vivants
Enfants nés vivants

: formes infra-
: séquelles neuro- cliniques
oculaires 66%

13%

Figure 3. Répartition des difféerentes formes clinigues d&igl cas de toxoplasmose

congénitale.

Pour savoir s’il existe un biais lié a une sur-ésentation de formes séveres ou effet
« Iceberg » dans notre étude, nous avons compardérdquences des difféerentes formes
cliniques entre notre étude et celle de Wallonl.e2804). Nous avons pris en compte dans
cette derniere étude, 380 cas répartis en 53 (14f63sesses non menées a terme
(avortements spontanés, IMG et quatre enfants meéds et 327 (86%) enfants nés vivants
dont 232 (61 %) formes infra-cliniques et 95 (25%mes patentes avec sequelles neuro-
oculaires. Dans notre étude sur 214 cas, nous amsevé des résultats similaires avec une
fréquence de grossesses non menées a terme dgaM@ements spontanés, morts foetales
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in uteroet IMG) et d’enfants nés vivants de 81 % (figure 3). liseenble donc pas que nous
ayons dans notre étude une sur-représentation deedo graves ayant entrainé une
interruption de la grossesse, une mort feetaleutero ou un avortement spontané. En
revanche, parmi les enfants nés vivants, les fopatantes avec séquelles neuro-oculaires ne
représentent que 13 % dans notre étude contre 2faf$ Wallon et al. (2004). Cette
difféerence s’explique par le suivi plus long (dembis a 14 ans) des enfants atteints de
toxoplasmose congénitale dans I'étude de Walloal.ef2004). Dans notre étude, la grande
majorité des données cliniques dont nous dispogspongté établies a la naissance seulement.
Or, quand on sait que seulement 58 % des lésianaigEs ont été diagnostiquées avant I'age
de 2 ans dans I'étude de Wallon et al. (2004), eut penser que notre fréquence de formes
patentes, notamment oculaires, est sous-estimédai® les années a venir, les informations
cliniques provenant des pédiatres remontent effitent au CRB, on peut S’attendre a une
augmentation de la fréquence de formes patentes suelles neuro-oculaires dans notre
population. L'autre différence par rapport a I'éude Wallon et al. (2004) est la présence de
4 formes disséminées a la naissance dans notre, &ilats que cette forme n’a pas éte
observée dans la cohorte lyonnaise. S’il existbiars di a I'effet « collection » pour certains
isolats (ceux du Surinam, de Colombie et de Lillee-dernier ayant été « récupéré » apres
lecture d’une publication d’'un cas grave par Cneetda., 2003), ces formes disséminées a la

naissance existent pourtant en France mais tréseat (< 1%).

2.2.2.2.2. Type |l et formes cliniques de toxoplasecongénitale

La répartition des formes cliniques dues au typ@didure 4) est similaire a celle des
formes cliniques dans la population globale (figByemise a part 'absence de type Il dans

les quatre cas de formes disséminées a la naissance

86



Formes diniques: type 1l (n=194)

Morts foetales in
utero et
avortements
spontanés
4%

Enfants nés vivants Enfants nés vivants
: séquelles neuro- + fomes infra-
oculaires cliniques
12% 70%

Figure 4. Répartition des difféerentes formes clinigues dam®&l cas de toxoplasmose

congénitale dues au Type II.

Chez les enfants nés vivants, mises a part lesefrdisséminées, le type Il est

largement majoritaire dans les formes infra-clieisju 94 %, figure 5) et dans les formes

patentes avec séquelles neuro-oculaires (89 %refigu Parmi les grossesses non menées a
terme, le type Il est la aussi prépondérant dasdNEs (97%, figure 7) ou dans les morts

foetalesn uteroet avortements spontanés (73%, figure 8).
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Enfants nés vivants :
formes infra-cliniques (n=143)

Type Il Recombinant
2%

4% %
i Type ll

94%

Figure 5. Répartition des génotypes dans 143 cas de toxopkss congénitale chez des

enfants nés vivants avec des formes infra-cliniques

Enfants nés vivants :
séquelles neuro-oculaires (n=27)

Atypique
Infection mixte 7%
4%

Type ll
89%

Figure 6. Répartition des génotypes dans 27 cas de toxopkesmongeénitale chez des

enfants nés vivants avec des séquelles neuro-cesilai
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IMG (n=29)

Type lll
3%

Type ll
97%

Figure 7. Répartition des génotypes dans 29 cas de toxopkeseongénitale ayant entrainé
une interruption médicale de grossesse (IMG).

Morts foetales in utero et avortements spontanés (n= 11)

Atypique
27%

Type ll
73%

Figure 8. Répartition des génotypes dans 11 cas de toxopkesrmongénitale avec mort

foetalein uteroet avortements spontanés.
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Nous confirmons donc qu’il n’ y a pas de corrélatentre le génotype Il et la gravité
des formes cliniqgues observées en France dansXeplasmoses congénitales, ce génotype
pouvant étre associé aussi bien a des formes asyraptues a la naissance qu’a des formes
mortelles in utera Seules des formes graves disséminées a la negssaont pas été
observées. L'élément déterminant majeur de la gfralé 'atteinte foetale lors d’une infection
par une souche de type Il reste I'age gestatioanghoment de I'infection maternelle. Chez
les enfants nés vivants, les formes infra-clinigeieles formes patentes avec séquelles neuro-
oculaires dues a des isolats de type Il sont obssnessentiellement lors d’infections
maternelles des deuxieme et troisieme trimestigsiréls 9 et 10), principalement dans le
troisieme trimestre pour les formes infra-cliniquetsdans le deuxiéme trimestre pour les

formes patentes avec séquelles neuro-oculaires.

Enfants nés vivants : formes infra-cliniques (n=143 )
80 - 76
20 | O Type Il
60 - 55
50 - Type llI
40 -
30 - W Recombinant
20 -
10 + 3 1 2 S 1
0 — — V2222
ler trimestre 2éme trimestre 3éme trimestre

Figure 9. Répartition des génotypes selon le trimestre dessgsse lors de I'infection
maternelle dans 143 cas de toxoplasmose congénltale des enfants nés vivants avec des

formes infra-cliniques.
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Enfants nés vivants : séquelles neuro-oculaires (n= 27)

18 - 17

O Type Il

12 - W Atypique

8 @ Infection mixte

2 2
2 |—| 1
0

ler trimestre 2eme trimestre 3eme trimestre

Figure 10. Répartition des génotypes selon le trimestre dessgisse lors de I'infection
maternelle dans 27 cas de toxoplasmose congégitele des enfants nés vivants avec des

séquelles neuro-oculaires.

En revanche, les grossesses non meneées a termedidEements spontanés et morts
foetalesin uterg et associées a une infection par une souchepgelltysont la conséquence
d’infections maternelles des premiers et deuxietriggestres, avec une majorité de cas lors

d’infections du premier trimestre (figure 11).
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Enfants nés vivants avec formes disséminées, IMG, m  orts foetales in utero
et avortements spontanés (n=44)

25 + 23 EType |
20 ~ OType I
15 - 13 @Type Il
10 + H Atypique
- | 1 2
ler trimestre 2éme trimestre 3éme trimestre

Figure 11. Répartition des génotypes selon le trimestre dessgsse lors de l'infection
maternelle dans 4 cas de toxoplasmose congénit@e des enfants nés vivants avec des
formes disséminées, dans 29 cas d'IMG et dans 41deaoxoplasmose congénitale avec

mort foetaldén uteroet avortements spontanés.

2.2.2.2.3. Autres génotypes et formes cliniqguetogeplasmose congénitale

L’analyse des génotypes non Il est limitée pagiblé nombre d’isolats.

2.2.2.2.3.1. Type lll

Parmi les sept isolats de type Il avec renseigmésneomplets, 6/7 ont été associés a
des formes infra cliniques (figure 5) lors d’infiects maternelles du troisieme trimestre
(figure 9), tandis qu’un type Ill (IPB-2002-IND)é&té isolé en Belgique dans une forme grave
avec atteinte cérébrale et hépatique ayant enttaieélMG (figure 7) apres contamination
maternelle a 16 SA (tableau 9). Dans notre prédédétude (Ajzenberg et al., 2002b),
seulement deux isolats de type Il (NED et LGE 9&®&aient été collectés sur un total de 86
cas de toxoplasmose congénitale en France. L'iddliedD était associé a une forme infra-
clinique (contamination maternelle a 38 SA) tamglie I'isolat LGE 97-3 avait entrainé une

choriorétinite (contamination maternelle a 18 S48s isolats de type Il ont donc été obsevés
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aussi bien dans des formes infra-cliniques que daagormes patentes avec séquelles neuro-
oculaires ou dans des formes graves ayant entrsi@dMG. Au total, on peut dire que le
type Ill est rare dans les toxoplasmoses congeésith France et qu’il semble, comme pour
le type II, ne pas exister de corrélation entrgdaotype Il et la gravité des formes cliniques
observées en France. Comme pour le type Il, I'édrdéterminant majeur de la gravité de
I'atteinte foetale lors d’'une infection par une dweiale type lll reste I'age gestationnel au

moment de I'infection maternelle.

2.2.2.2.3.2. Type |, génotypes recombinants etiqugs

Les trois isolats recombinants (deux II/lll et uhl) avec renseignements complets
proviennent de formes infra-cliniques a la naissaftableau 9 et figure 5). En revanche,

aucun isolat de type | ou atypique n’a été retralegs les formes infra-cliniques (figure 5).

Les deux isolats de type | ont entrainé des fomiE®minées a la naissance, dont une
mortelle (tableau 9). Parmi les sept isolats atyps) deux ont entrainé des choriorétinites
isolées dont une récidivante (tableau 9 et figyrde® cing autres ont entrainé des formes
graves avec trois morts foetales utero tardives (tableau 9 et figure 8) et 2 formes
disséminées a la naissance dont une mortelle &alflp Comme les quatre isolats atypiques
ou de type | isolés dans les formes disséminéasnaiksance, les 3 morts feetalesutero
dues aux isolats atypiques correspondent a desfodisséminées dans 2 cas (MAR-2000-
HOU et GUY-2004-ANG1) d'aprés les données de I'éghphie ou de la PCR réalisée sur
plusieurs organes foetaux (tableau 9). Le troisiecas (MTP-2005-BAD) n’est pas
documenté. Les isolats de type Il peuvent donnaleérent des formes disséminées visibles a
I’échographie justifiant une IMG (tableau 9). lida plus été montré que l'autopsie pouvait
révéler une forme disséminée, alors que I'échogeaplavait montré que l'atteinte cérébrale
(Gay-Andrieux et al., 2003). Ceci veut dire que flmsnes disséminées dues au type Il dans
les grossesses non menées a terme de notre éhidegainement sous-estimées, parce que
l'autopsie a été rarement réalisée. Néanmoins, dsrgisséminées ou pas, les 26 morts
foetalesin uterg avortements spontanés ou IMG dues au type Il gorg associés a une
infection maternelle des premiers ou deuxiémesestnes, jamais du troisiéme trimestre
(figure 11). Une infection maternelle par une saudk type Il pendant le troisieme trimestre
de grossesse a toujours été associée soit a une fofra-clinique (figure 5) soit a une forme

patente avec séquelles neuro-oculaires (figur¢afais a une forme disséminée. Les seuls
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cas d'infection disséminée aprés contamination mele du troisieme trimestre ont été
diagnostiqués a la naissance et sont dus a delatsistypiques et un isolat de type | (figure
11).

Dans notre précédente étude (Ajzenberg et al.,[®00dis isolats atypiques (GPHT,
TONT et MAS) ainsi que trois isolats de type | (GMOR et BK) ont été a l'origine de
formes disséminées, certaines s’exprimant a lasaat® (GPHT et BK), d'autres étant

interrompues médicalement pendant la grossesse TTMNS, GIL et MOR).

Au total, dans 359 cas de toxoplasmose congériAggenberg et al., 2002b ; données
du CRB), nous avons observé 7 isolats de type8 isblats de génotype atypique qui ont

entrainé :
» Deux choriorétinites, dont une récidivante
» 13 formes disséminées (six a la naissance; septdMforts foetaleim uterg

Ces données, basées sur un nombre faible d’'isolatéont que suggérer une plus
grande pathogénicité de ces génotypes pour le fasitesmment une plus grande capacité de
dissémination. Cette plus grande capacité a dissFri été montrée expeérimentalement pour
les souches de type | : chez la souris, méme avewuaulumfaible, les souches de type | ont
une dissémination beaucoup plus importante questexhes de type Il (Gavrilescu et
Denkers, 2001) et atteignent des charges tissslélexées beaucoup plus rapidement que les
souches de type Il (Mordue et al., 2001).

2.2.2.2.3.3. Types | et Il isolés du placenta $argplasmose congénitale

Dans notre précédente étude (Ajzenberg et al.,[®0@2us avions rapporté quatre cas
d’infection placentaire par quatre isolats de tyge, PIL, ENT, FAJI) alors que les enfants
étaient indemnes de toxoplasmose congénitale. fagedonnées du CRB, nous rapportons
deux nouveaux cas, mais dus a deux isolats delltypdMS-2002-GIL et MTP-2002-ROU,
tableau 9). Il semblerait donc que le génotypegit@iee ne soit pas en cause dans ces cas tres
particuliers, contrairement a ce que nous pengmwésédemment (Ajzenberg et al., 2002b).

L’isolement de ces souches fait poser de nombramsestions pour l'instant sans réponses :
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0] Est-ce que certaines sous-populations paresstaiont des capacités
transmigratoires différentes a travers le placeotemme cela a été suggéré
expérimentalement pour les souches de type | dapr@ modele de
transmigration a travers I'épithélium intestired vivode souris (Barragan et
Sibley, 2002) ?

(i)  Comme tous les enfants ont été traités a iasaace, est ce que ces souches
sont plus sensibles au traitement spécifique, cmiate permettant alors

d’éliminer totalement le parasite ?

(i)  Existe-t-il chez I'hdte une susceptibilité mEique permettant d’éliminer

totalement le parasite via le systeme immunitaire ?

L'isolement d’autres souches du placenta sanstinfecle I'enfant nous permettront
peut étre de mieux comprendre la physiopathologidadtoxoplasmose congénitale et la

réponse au traitement spécifique. Une approche&ggigjue (Saksouk et al., 2005) plutét que

génétique sera alors nécessaire.

2.3. Conclusion

Il est difficile d’établir une corrélation entre penotype et les formes cliniques de
toxoplasmose congénitale en France, étant donnprdpondérance (95 %) d'un seul
génotype, le type Il et ce, quelle que soit la géaste la forme clinique. Les rarissimes isolats
de type | ou atypiques que nous avons isolés enceréissent supposer une plus forte
pathogénicité de ces génotypes, avec notammentemaance plus marquée a donner des
formes graves disséminées lors d'infections taslil@ns le troisiéme trimestre de grossesse.
Le seul moyen de confirmer cette tendance est tecter des isolats avec renseignements
cliniues dans d'autres régions du globe ayantplag forte diversité génotypique, comme
les régions tropicales (Amérique du Sud, AfriqueDNDTOM). Si cette hypothese se
confirme, le dogme de Couvreur (1999), qui stipglee lorsqu’une infection maternelle
survient aprés 26A le risque de foetopathie patente devient tress evra étre nuancé. Ce
dogme reste vrai en France et certainement en Ewo@ux USA, car les isolats de type | ou

atypiques y sont tres rares. En revanche, danstré&uégions ou ces génotypes sont
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beaucoup plus fréquents, comme I’Amérique du Sudeetinement I'Afrique, ce dogme

pourrait s'avérer faux.
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3. Toxoplasmose de I'immunodéprimé

Dans un premier temps, nous présenterons un gaquai atypique chez un patient
immunodéprimé originaire de Guadeloupe avec isaférde toxoplasme. Dans un deuxieme
temps, nous analyserons le réle du génotype dandifférentes formes cliniqgues observées
chez les immunodéprimés VIH + et VIH - a partirldecollection des isolats du CRB, des

isolats historiques et des données de la littézatur

3.1. Ghosn, J., Paris, L., Ajzenberg, D., Carcel@n Dardé, M.L.,
Tubiana, R., Bossi, P., Bricaire, F. and Katlama(20D03). Atypical
toxoplasmic manifestation after discontinuation ofaintenance
therapy in a human immunodeficiency virus type fedted patient

with immune recovery. Clin. Infect. Dis. 37, e112td
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3.2. Données du CRB et cas historiques

Nous avons tenté le typage de 47 isolats colletdés de toxoplasmoses de
'immunodéprimé. Ces isolats correspondent a deshisiorigues que nous avions en banque
a Limoges et a tous les cas collectés par le CRB.

Nous n’avons pas réussi le typage direct de sefattssdu fait de la tres faible quantité
d’ADN toxoplasmique dans le sang (n=1), le LCR (h=Zne biopsie cardiaque (n=1) et
I'hnumeur aqueuse (n=3). Ces prélevements posiifB@R diagnostique ont été réalisés dans
deux cas de toxoplasmose disséminée (biopsie gaeliahez un transplanté cardiaque et
sang peériphérique chez un leucémique), deux casxiplasmose cérébrale (LCR chez un
allogreffé de moelle osseuse et chez un patiegesidi’'origine haitienne), et trois cas de

toxoplasmose oculaire (humeurs aqueuses chez tlestpatteints de SIDA).

Les 41 isolats que nous avons réussi a typer gammnelent a 40 toxoplasmoses de
immunodéprimé, principalement chez des patietttsrgs de SIDA (n=23). Parmi les causes
d'immunodépression autres que le SIDA (n=17), drowwe des leucémies ou lymphomes
(n=5), transplantations cardiaques (n=4) ou rén@es), greffes de moelle osseuse (n=3), un
cas lors d’'une aplasie thérapeutique et un auseleaz un patient hémodialysé atteint de la
maladie de Berger. La liste de ces isolats figunesdes tableaux 10 (VIH +) et 11 (VIH -)
avec la nature du prélevement, I'origine géograpdidu patient, les données cliniques et le

résultat du typage.
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Isolat

Prélévement

Origine

Clinique

Type

PSP-2003-ERO
RMS-2003-DJO
PSP-2003-KOM
CRL-2004-MOT
LPN-2004-ROU
CCH-2004-NIA

PSP-2004-SAM
PSP-2005-MUP
LGE-2003-BOU
LPN-2005-LUM

Ganglion inguinal
Biopsie cérébrale

Biopsie cérébrale

Biopsie cérébrale (direct)

Biopsie cérébrale
LBA

Biopsie cérébrale
Biopsie cérébrale

Biopsie cérébrale

Moelle osseuse (direct)

Guadeloupe
Bénin
Cameroun
Cameroun
Cameroun

Sénégal

TA immunodéprimés VIH+

SIDAYdladénopathie

SIDA/ toxcébéale

SIDA/ to&@brale (abcés cérébraux)
DAItoxo cérébrale (hémiplégie, cedéme cérébraksabérébraux)/ 50CD4

SIDA/ togcébrale (céphalées, diplopie, paralysie faciadeule pariétal gauche)/ 24 CD4
SIDA/ toxo disséminée (AH@vre, ppathie, cytolyse hépatique, insuffisaréeale)/ déces

Centre Afrique SlXb cérébrale (abcés cérébraux)/ 30 CD4

RDC
France

France

SIDA/ toxo ceaieh(abces cérébraux)

SIDA/ toxcébéale (encéphalite)

SID@#¥a disséminée (encéphalite avec coma, choc septigd CD4/ déces
ID/8 toxo disséminée/ 48 CD4/ déces

I/
I/
I/
mii
Il
/i
Il
I
I
11l
I

LEG-NJA LBA ou sang ou MO ou ascite ou LCR France

BOU Biopsie cérébrale France SIDA/ toxo cérébrateéphalite)/ décés I*
LGE-2001-6 Biopsie cérébrale (direct) France SIEXb cérébrale (encéphalite) Il
LGE-1998-1 Biopsie cérébrale France SIDA/ toxo beatke (encéphalite)/ déces I
CRL-2005-YOU Biopsie cérébrale (direct) France SIb#xo cérébrale (encéphalite)/ CD4 indétectables Il
SUR Moelle osseuse France SIDA/ toxo disséminée/Cid4 I
MAN-NJA LBA ou autopsie cérébrale France SIDA/ tgdmonaire puis rechute toxo cérébrale ?/ < 5 Gig¢es I
NTE Nécropsie cérébrale Allemagne SIDA/ toxo céalsb(encéphalite) Il
WH Nécropsie cérébrale Autriche SIDA/ pas d'encéfgha Il
HG Nécropsie cérébrale Autriche SIDA/ toxo céafbencéphalite) Il
ELG Biopsie cardiaque Tunisie SIDA/ toxo cérébi@ecéphalite) I
HIV Biopsie cérébrale Portugal SIDA/ toxo cérébr@ecéphalite) I
ATIH Sang Uruguay SIDA/ toxo cérébrale (encéphpkt®&0 CD4/ déces I

Tableau 10.Nature des prélevements, origines géographiquepatents, données cliniques et génotypes avecroarqueurs microsatellites

de 23 isolats provenant de 23 toxoplasmoses d’inoaéprimés VIH+.
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Isolat Prélevement Origine Clinique Type
TA immunodéprimés VIH-
CCH-2005-REN  Sang Guadeloupe Greffe médullained disséminée (fievre, ppathie)/ déces I/
DPHT Biopsie myocardique ou musculaire  Guinée Tpkamgation rénale/ toxo disséminée (fievre, ppatimgocardite)/ déces 1/ m
IPP-2003-KAN Sang (direct) Sénégal Hémodialyse édlial de Berger)/ toxo disséminée (fievre, cytolydpatique, pancréatite) 1/
LIL-2003-BRI LBA et sang (direct) France Greffe dndlaire/ toxo pulmonaire puis disséminée/ déces [ Mbu Il / 1*
FOU Moelle osseuse ou myocarde France Transplantathale/ toxo disséminée (atteintes médullamgecardiques..)/ déces 1/ 10
LIL-2003-LAM LBA France Allogreffe médullaire/ @ pulmonaire/ décés 1l
LPN-2002-SEE LBA France Leucémie aigué /cortaetylyclosporine/ toxo pulmonaire 1
COR (FUR) Sang ou ascite France Lymphome malinhomtgkinien/ toxo disséminée/ déces ]
DAM Moelle osseuse ou sang France Aplasie théraperi{Méthotrexate + corticoides)/ toxo dissémintmes Il
LGE-2001-5 Biopsie cérébrale (direct) France Lympbale Hodgkin/ toxo cérébrale (abcés cérébral) Il
LPN-2003-TRE  LBA (direct) France Lymphome T coriides/ toxo pleurale Il
BIL LBA France Transplantation cardiaque et pulmoeidoxo pulmonaire/ déces Il
TRS-2003-DUB  Sang France Transplantation cardiafigske + asthénie (primoinfection toxo + réactivatCMV) 1l
PSP-2004-CON  Liquide pleural France Transplantatemdiaque/ toxo disséminée (ppathie, fievre, PG&s le sang) Il
BRE1997 (PERR) Moelle osseuse ou sang France Teamiapon rénale/ toxo disséminée (ppathie + défatle multiviscérale)/ déces Il
LGE-2003-JAU Humeur vitrée (direct) France Waldeorst + corticoides/ toxo oculaire (choriorétinite) [
BU/GER/2001 Biopsie myocardique ou pulmonaire  Algne Transplantation cardiaque/ toxo dissémingatlie, myocardite, encéphalite)/ déces I

Tableau 11.Nature des prélevements, origines géographiquepatents, données cliniques et génotypes avecroarqueurs microsatellites

de 18 isolats provenant de 17 toxoplasmoses d’inmaéprimés VIH-.
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Sur I'ensemble de la population étudiée, 50 % defais collectés sont de type I
(figure 12), 25 % ont un génotype recombinant, 268d¥t de type Ill et 5 % sont de type I. Le
type Il est donc majoritaire dans notre étude fucas de toxoplasmose de 'immunodéprimeé
en France, mais dans des proportions nettementsnnmojportantes que dans notre étude sur
242 cas de toxoplasmose congénitale en Franceci@slgrace au CRB (95% de type Il). La
proportion de type lll et de recombinants chezrie®unodéprimés est en revanche beaucoup
plus élevée que dans les toxoplasmoses congénillatet néanmoins difficile de comparer

les résultats de ces deux études car la différd'échantillonnage est importante.

Immunodéprimés (n=40)
Type |
Recombinant éﬁ/o
25%
Type Il
50%
Type lll
20%

Figure 12.Répartition des génotypes dans 40 toxoplasmoskEswieunodéprimeé.
Cette répartition des génotypes reste similairsgioe 'on compare le groupe VIH -

(figure 13) avec le groupe VIH + (figure 14), mispart 'absence de type | chez les

immunodéprimés VIH -.

101



Immunodéprimés VIH- (n=17)

Recombinant

Type I
53%

Figure 13.Répartition des génotypes dans 17 toxoplasmosksweunodéprimé VIH -.

Immunodéprimés VIH+ (n=23)

Type |
9%

Recombinant
22%

Type I
47%

Type llI
22%

Figure 14.Répartition des génotypes dans 23 toxoplasmosksweunodéprimé VIH +.
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Parmi les différentes formes cliniques observées aetre série, la forme cérébrale
prédomine largement chez les VIH + (tableau 10jrsalque ce sont les formes extra-
cérébrales notamment disséminées qui sont majestalans le groupe des VIH — (tableau
11). On ne retrouve cependant pas de corrélatitie Bngénotype et la localisation cérébrale
ou extra-cérébrale de la toxoplasmose. En effstgémotypes majoritaires de cette étude (ll,
[l et recombinants) ont été isolés dans les tfoisnes cliniques principales (cérébrales,
pulmonaires ou disséminées). Les deux isolatsmkeltgnt entrainé une forme cérébrale chez

des patients VIH +, mais cette forme est la plagdente chez le groupe de patients VIH +.

L’élément important qui ressort de I'analyse desafgpes est la corrélation observée

entre la répartition des génotypes et I'origineggéphique des patients (figures 15 et 16).

Immunodéprimés : Afrique sub-saharienne, Amérique | atine
et Caraibes (n=12)

Type |
8%

Type |l
8%

Type
17%

Recombinant
67%

Figure 15. Répartition des génotypes dans 12 toxoplasmoségroeunodéprimé chez des

patients originaires d’Afrique sub-saharienne, Aiqé latine et Caraibes.
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Immunodéprimés : Europe et Maghreb (n=28)

Recombinant Type |
7% 4%

Type I
68%

Figure 16. Répartition des génotypes dans 28 toxoplasmoségroeunodéprimé chez des

patients originaires d’Europe ou du Maghreb.

Dans notre étude, neuf patients étaient d’originfeéicaane, deux d’origine
guadeloupéenne et un d’origine uruguayenne. Ldatss@orrespondants ont été isolés en
France, mis a part ATIH isolé en Uruguay. Comme ftasnes graves de toxoplasmose
surviennent dans la majorité des cas aprés rétotivd’'une infection ancienne, on peut
supposer que la primo-infection des patients afrficamu guadeloupéens a été acquise en
Afrique ou en Guadeloupe. On voit que dans ce gralgppatients (figure 15), 8 isolats sur 12
ont un génotype recombinant, alors que les isalppartenant aux trois lignées clonales sont
minoritaires. Ces génotypes recombinants présemtenfacon caractéristigue un mélange
d’alleles de type | avec des alleles de type IlVeé les cing marqueurs microsatellites
utilisés, un génotype caractérisé par quatre alléeetype 1 TUB2 W35 B18 etB17) et un
alléle de type Ill TgM-A) prédomine. Ce génotype | / lll a déja été isaléBaésil chez des
poulets ou au Portugal dans des cas de toxoplastoagénitale. Ce génotype dit « africain »
pourrait représenter une nouvelle lignée clonamnroe nous l'avons suggéré dans la

premiere partie.

Dans le groupe de patients européens et maghréives un seul isolat chez un

patient originaire de Tunisie), on voit que la pdettype Il est plus importante (68 %, figure
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16) par rapport a I'ensemble de la population ¢ggi2) ou aux sous-groupes VIH- (figure
13) et VIH + (figure 14). La proportion de type R1%) ne varie pas dans le groupe
Maghreb/Europe et reste élevée par rapport a ce’gueobserve dans les toxoplasmoses
congénitales par exemple. En revanche, les géerotygmombinants sont plus rares (7%).
Parmi les deux isolats recombinants de ce groupaeyobe un génotype | / lll identique au
génotype « africain » pour la souche FOU. Cettelsoistorique (FOU) a été isolée en 1992
lors d’'une toxoplasmose disséminée fatale chezansplanté rénal. Il s’agissait dans ce cas
d’'une infection récente transmise par le greffoforigine du donneur de rein n’est pas

connue.

Les données de la littérature concernant le tymhegeisolats de toxoplasmoses de

'immunodéprimé sont reportées dans le tableau 12.
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Origine  Nombre  Typage Statut Type Type Type A/R® Mixte Références
d’isolats VIH I Il Il
France 55 SAG2n- VIH+ 12,7 76,4 10,9 ND° 0 Howe et al., 1997
PCR-RFLP % % % ; Honoré et al.,
2000
Espagne 13 SAG2n- VIH + 23 46 31 ND 0 Fuentes et al.,
(direct) PCR-RFLP % % % 2001
Grande 8 (direct) SAG2n- VIH+ 4/8 1/8 1/8 ND 2/8 Aspinall et al.,
Bretagne PCR-RFLP 2003
USA et 28 6 loci PCR- VIH+ 10,7 57,1 17,9 14,3 0 Howe et Sibley,
Europe RFLP % % % % 1995
USA 4 5locin- VIH+ 1/4 2/4 0 1/4 0 Grigg et al.,
(direct) PCR-RFLP 2001c
USA  8(direct) 5locin- VIH+ 5/8 0 1/8 2/8 0 Khan et al.,
PCR-RFLP 2005a
Colombie 3 (direct) SAG2n- VIH+ 3/3 0 0 ND 0 Gallego et al.,
PCR-RFLP SOus presse
France 16 SAG2n- VIH- 18,75 75 6,25 ND 0 Howe et al.,
PCR-RFLP % % % 1997, Honoré et
al., 2000
Espagne 4 (direct) SAG2n- VIH- 1/4 3/4 0 ND 0 Fuentes et al.,
PCR-RFLP 2001
Grande 3 (direct) SAG2n- VIH - 0 2/3 0 ND 1/3 Aspinall et al.,
Bretagne PCR-RFLP 2003

Tableau 12.Distribution des génotypes dans la toxoplasmosedime de I'immunodéprimé :

données de la littérature. Deux études avec un remnés faible (n < 3) d’isolats provenant

de patients VIH- (Howe et Sibley, 1995 ; Grigg kf 2001c) n'ont pas été incluses dans ce

tableau.

& A : génotypes atypiques ; R : génotypes recominan

®ND : non disponible (typage monolocBAG2
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On voit qu'il s’agit d’études a partir de toxoplassnisolés uniqguement en Europe ou
aux USA chez des patients principalement VIH +. Qksnées sont difficilement
comparables aux nétres car la plupart de ces éthes ’'utilisant qu’'un seul marqueur
(SAG3, ne peuvent détecter les génotypes recombinantgypiques, dont la fréquence est
plus élevée dans notre étude sur les immunodépuesians notre étude précédente sur les
toxoplasmoses congénitales. Nous avons de plusréngoe cette proportion de génotypes
recombinants ou atypiques est directement liée odigihe géographique des patients,

information non disponible dans toutes ces étudesmour une souche (Khan et al., 2005a).

Les études ayant un échantillonnage supérieur aisblats retrouvent une
prédominance de type Il parmi les isolats provem@npatients VIH+, que ce soit en France
(Howe et al., 1997 ; Honoré et al., 2000), en Espdguentes et al., 2001) ou dans différents
pays d’Europe (Autriche, Belgique, Allemagne) ek duSA (Howe et Sibley, 1995). La
prédominance d$AG2type Il en Espagne chez des patients VIH + a étdirmmée sur un
plus grand nombre d’isolats (n=31) dans une comaatioin affichée récente avec 58 % de
SAG2type I, 26% deSAG2type | et 16% deSAG2type Il (Fuentes et al., 2004). Deux
études, en Grande-Bretagne (Aspinall et al., 208t3faux USA (Khan et al., 2005a),
retrouvent une prédominance de type | parmi lelatsa@ollectés de patients VIH+. Un biais
lié au faible échantillonnage (n = 8) peut expliques différences. Malgré le typage
multilocus de Khan et al. (2005a), il se peut agssi les isolats de type | décrits soient en fait
recombinants en multipliant le nombre de marqueveosie atypiques par séquencage. Le
génotype | / lll, dit « africain » que nous décrigoest en fait trés proche du type I, avec un
seul marqueurTgM-A) montrant la présence de I'alléle de type Il dengénotype.

Parmi les isolats de patients VIH -, une étudeotete une majorité d8AG2type Il en
France (Howe et al., 1997 ; Honoré et al., 20085 autres études sur les isolats de patients
VIH- ont un échantillonnage insuffisant (Fuenteslet2001 ; Aspinall et al., 2003 ; Howe et
Sibley, 1995 ; Grigg et al., 2001c).

La corrélation génotype / pathologie est disponitzies 2 études (Honoré et al., 2000 ;
Grigg et al., 2001c). Honoré et al. (2000) ne etemt pas de corrélation entre le génotype et
la localisation cérébrale ou extra-cérébrale dexaplasmose, que ce soit chez les VIH + ou
VIH -, comme dans notre étude. Alors que nous piawipas décrit de type | chez les VIH-,
Honoré et al. (2000) en rapportent 3 dans un éitluamage similaire au noétre (n=16). Ceci
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montre bien qu'’il est risqué de tirer des conclasisur un échantillonnage limité donc non
représentatif. Dans Grigg et al. (2001c), 2 formadaires sur 4 étaient dues a un type |l chez
des patients VIH +. La seule souche a l'originend’diorme oculaire chez un VIH+ que nous
ayons pu typer dans notre étude est égalementpenityBien évidemment, le nombre de cas
décrits est insuffisant pour dire que le type kdomine dans les formes oculaires chez le
VIH+, mais la répartition des génotypes dans lesmés oculaires chez les

immunocompétents semble différente avec une m@jatd# génotypes recombinants et

I'absence de type Il sur 6 cas étudiés (Grigg.e2ab1c).

Chaque fois qu’une étude multilocus a été réalisde retrouve une part non
négligeable de génotypes recombinants ou atypigheg les immunodéprimés aux USA
(Howe et Sibley, 1995 ; Grigg et al., 2001c ; Kheral., 2005a). Ceci est étonnant car ces
génotypes sont rares dans la population global&.dgondii circulant aux USA (Howe et
Sibley, 1995). La sur-représentation de ces gémstyhez les immunodéprimés aux USA
pourrait étre due, comme dans notre étude, a liaitigun de la primo-infection en dehors des

USA ou dans des conditions épidémiologiques pdi¢i@s au sein de ce pays.

3.3. Conclusion

Il semblerait que, dans les toxoplasmoses graveldndimunodéprimé, le génotype
n'ait aucun rdle dans I'expression clinique de laladie. L'immunodépression de I'hote est
évidemment le facteur causal majeur. Il n'a pas rétéouvé de corrélation entre les
différentes formes cliniques de la maladie (céléboa extra-cérébrale) et le génotype quel
que soit le type d'immunodépression sous-jacente v/ VIH -). En sachant que les formes
graves s’expriment le plus souvent aprés réactimatiune infection latente, la répartition des
génotypes observés chez les immunodéprimés reflelien nous, la diversité génotypique de
la région géographique ou a eu lieu la primo-inéectLors de primo-infection en France, en
Europe et aux USA, les immunodéprimés réactivensajoritairement une infection liée a
une souche de type IlI, alors qu’en Amérique du 8ucen Afrique, du fait de la diversité
génotypique plus importante, d’autres génotypesnsémpliqués comme le type I, ou plus
vraisemblablement des génotypes atypiques ou repami. Il reste également a préciser le
réle de la souche dans le fait que seulement 3&-5@s patients VIH + ayant une immunité
toxoplasmique ancienne développent une toxoplasegsbrale en cas d'immunodépression

profonde (Luft et Remington, 1992). Parallelemefittude du systeme HLA (Suzuki et al.,
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1996), seul le sérotypage chez tous les patiertistayne immunité toxoplasmique ancienne
pourra faire la part entre le facteur d’hote efdeteur parasitaire lié au génotype dans la

survenue ou non d’'une forme grave chez ces patients
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4. Toxoplasmose acquise chez I'immunocompétent

Dans un premier temps, nous allons présenter debkcptions concernant plusieurs
cas de toxoplasmoses séveres chez des immunoconspdtees a des isolats au génotype
atypique en Guyane francaise (Carme et al., 2002&)s aussi en France (de Salvador-
Guillouét et al., sous presse). Dans un deuxiem@genous analyserons le role du génotype
dans les différentes formes cliniques observéeg timamunocompétent (ganglionnaires,
oculaires et séveres) a partir de la collectionisigats du CRB, des isolats historiques et des
données de la littérature.

4.1. Carme, B., Bissuel, F., Ajzenberg, D., BouyRe, Aznar, C.,
Demar, M., Bichat, S., Louvel, D., Bourbigot, A.MPeneau, C.,
Neron, P. and Darde, M.L. (2002). Severe acquioadlasmosis in
immunocompetent adult patients in French Guian@lid. Microbiol.

40, 4037-4044

110



4.2. de Salvador-Guillouét, F., Ajzenbem,, Chaillou-Opitz, S.,
Saint-Paul, M.C., Dunais, B., Dellamonica, P. andrtyl P. (sous
presse). Severe pneumonia during primary infeciith an atypical

strain of Toxoplasma gondiin an immunocompetent young man. J.
Infection.
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4.3. Données du CRB et cas historiques

Nous avons tenté le typage de 30 isolats colldotégle toxoplasmoses acquises chez
'immunocompétent. Ces isolats correspondent a aes historiques que nous avions en
banque a Limoges et a tous les cas collectés g@RE: Sur les cing prélévements d’humeur
agueuse correspondant a cinq cas de toxoplasmaogarec nous n'avons réussi le typage
direct qu’une seule fois (PSP-2005-JAN) et encadéagon incomplete (3 marqueurs sur 5).
Nous n'avons pas réussi egalement le typage difecte biopsie musculaire d’'un patient
guyanais atteint de myosite toxoplasmique. Au tatalis avons typé 25 isolats provenant de
25 cas de toxoplasmose symptomatique chez desisatiemunocompétents (tableau 13).
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Isolat Prélevement Origine Clinique Type
MARTIN Ganglion UK Lymphadénopathie I

JONES Ganglion UK Lymphadénopathie Il

CHILE Ganglion Chili Lymphadénopathie Il

MILIS Ganglion Belgique Lymphadénopathie Il
DEGROS Ganglion Belgique Lymphadénopathie + mérengi I

DUCH Ganglion Belgique Lymphadénopathie /1

WIK Ganglion ? Afrique Lymphadénopathie ? /10
PSP-2005-JAN HA (direct) France Toxo oculaire (pefite de I'ceil gauche avec vascularite et hyabtesd évoluant depuis 2 mois) 1/ 10
LPN-2003-FOU  LBA (direct) France Toxo disséminépdihie, fievre, hépatosplénomégalie, cytolyse hgpet adénopathies) Atypique
GUY-2004-ANG Sang Surinam Toxo disséminée chezfemene enceinte (fievre, ppathie, cytolyse hépafiqu Atypique
GUY-2004-ABE  Sang (direct) Surinam Toxo dissémifféare, ppathie, défaillance multiviscérale)/ dec Atypique
GUY-2004-TER  Sang (direct) Surinam Contractionmifés chez une femme enceinte, accouchement puégrat35 SA Atypique
GUY-2004-TER1 Sang Surinam Enfant de 8 mois, fievre depuis 3 s@sasplénomégalie Atypique
GUY-2003-BAS1 Sang Guyane fr. Enfant de 2 ans et 1/2, fievrephaadénopathie, hépatosplénomégalie Atypique
GUY-2003-BAS Sang Guyane fr. Enfant de 3 ans etflé2re, lymphadénopathie généralisée, splénori&gtikcrete atteinte pulmonaire Atypique
GUY-2004-ITI LBA (direct) Guyane fr. Toxo disséng (fievre, ppathie, cytolyse hépatique), polymigosous Adiazine / Malocide Atypique
VAND Sang Guyane fr. Toxo disséminée (fievre, ppatbytolyse hépatique, pancréatite, diarrhée, mestulopapuleux, choriorétinite, Guillain-Barré)  ypique
RUB LBA Guyane fr Toxo disséminée (fievre, ppatluigolyse hépatique, diarrhée, rash maculopapleux Atypique
GUY-2002-MAT Sang Guyane fr. Toxo disséminée (f&\ppathie, adénopathies, atteinte oculaire avedala@otonneux a I'ceil droit) Atypique
GUY-2003-MEL Sang Guyane fr. Toxo disséminée (Beypathie, cardiomégalie) Atypique
GUY-2001-DOS Sang Guyane fr.  Toxo disséminée (§igppathie, céphalées, myalgie, amaigrissemenopaéhie, diarrhées, érythéme cutané Atypique
GUY-2002-KOE Sang Guyane fr. Toxo disséminée (Beppathie, céphalées, amaigrissement, adénopathies Atypique
GUY-2003-ADA LBA (direct) Guyane fr. Toxo dissémméievre, ppathie, cytolyse hépatique) Atypique
GUY-2004-AKO Sang Guyane fr. ~ Toxo disséminée (&Wrépatomégalie, pleuropneumopathie, atélectasieopaire, péricardite, ascite) Atypique
GUY-2004-LAB Sang Guyane fr.  Toxo disséminée (f&2\gpathie, cytolyse hépatique) Atypique

Tableau 13.Nature des prélevements, origines géographiquepatesnts, données cliniques et génotypes avecroarqueurs

de 25 isolats provenant de 25 toxoplasmoses aqehszsles immunocompétents.

microsatellites
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4.3.1. Toxoplasmose ganglionnaire.

Les toxoplasmes provenant d’adénopathies et quiéthttypés sont rares dans la
littérature : une souche de type Il par typage ioglis aux USA (Howe et Sibley, 1995) et
deux isolats (un type Il et une infection mixte lll} par nested PCR-RFLP s@®@AG2en
Grande-Bretagne (Aspinall et al., 2003). Nous awmgyé une souche historique de type Il
(DEGROS) au laboratoire du Professeur Derouin géiéatypée par nested PCR-RFLP sur
SAG2(Honoré et al., 2000).

Les sept isolats que nous avons typés (tableauc@Bgspondent a des isolats
historiques gardés en collection a Limoges. Paenreés faible échantillonnage, aux origines
géographiques tres diverses (aucun isolat colkttérance), le type Il prédomine néanmoins
(4/7). La seule souche d'origine africaine (WIKxolée sans certitude d'une forme
ganglionnaire, présente justement un génotype reicamt I/ 1ll, dit « africain », de méme
gu’'un isolat (DUCH) collecté en Belgique. Pour cerrder, I'origine géographique de la

contamination n’a pu étre déterminée.

Au total, dans les toxoplasmoses ganglionnairedailde échantillonnage de notre
série et la rareté des cas décrits dans la litkerahe permettent pas d’associer un génotype

particulier a cette forme clinique.
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4.3.2. Toxoplasmose oculaire.

D’assez nombreuses publications (tableau 14) qurte le typage (le plus souvent
direct a partir de I'hnumeur aqueuse) d’isolats |des toxoplasmose oculaire acquise chez

immunocompétent, méme si le nombre total de eaterfaible (n=20).

Origine  Nombre Typage Type Type Type A/R?® Références
d’isolats I Il 1l
Brésil 11 (direct) SAG2n-PCR-RFLP 11 0 0 ND Vallochi et al.,
2005
Corée 1 2 loci PCR-RFLP et 0O 0 0 1/1 A Linetal., 2005
3 loci ségquencés
Bresil 1 6 loci PCR-RFLP 1 0 0 0 Howe et
Sibley, 1995
Colombie 1 (direct) SAG2n-PCR-RFLP 0 0 0 1/1 A Gallego et al.,
sous presse
USA 6 (direct) 5 locin-PCR-RFLP et 1/6 0 0 56 R  Grigg et al.,
sequencage 2001c

Tableau 14. Distribution des génotypes dans la toxoplasmosdaweuchez des patients
immunocompétents (toxoplasmose oculaire présuntigsas) : données de la littérature.
& A : génotypes atypiques ; R : génotypes recomibénan

PND : non disponible (typage monolocBAG2

Le fait marquant par rapport a ce que l'on a vusdi@s autres formes cliniques de
toxoplasmose gu’elles soient acquises ou congeénitdt 'absence de type Il (et Ill) dans ces
20 isolats typés lors de toxoplasmose oculairemBme, la seule souche isolée en France que
nous ayons pu typer (PSP-2005-JAN) n’est pas um tydtableau 13). On voit dans le
tableau 14 que 12 cas sur 20 proviennent du Baésit 100 % de type(BAG2, méme si les
11 types | décrits par Vallochi et al. (2005) paient s’avérer étre en fait recombinants ou
atypiques si un typage multilocus devait étre s€alD’aprés les données de la littérature (da
Silva et al., 2005 ; de A Dos Santos et al., 200&ihey et al., 2002, 2003c, 2003d, 2004d ;
Ferreira et al.,, 2006 ; Pena et al., sous presgggmment a partir d’isolats provenant
d’animaux, aucun type Il n'a été décrit a ce jourBxésil sur un total de 206 isolats. De
méme en Colombie, sur 24 isolats de poulets, atypmll n’a été décrit paBAG2n-PCR-
RFLP (Gallego et al., sous presse). La soucheeastd@s une forme oculaire en Colombie est
clairement atypique, malgré le typage monolocus,acaotre connaissance, il s'agit de la

premiere souche décrite ayant les deux sites thectes pour Sau3Al et Hhal sS8AG2
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On pourrait donc penser que I'absence de typens des formes oculaires au Brésil
ou en Colombie est liée a une diversité génotyphjer plus importante et a la rareté du type
Il parmi les isolats de toxoplasme circulant daes deux pays d’Amérique latine. Si le type
Il ne circule pas ou trés rarement dans une aogrg@hique donnée, il est logique de ne pas
'observer dans les formes humaines. En revandhesti admis que le type Il circule
majoritairement aux USA (Howe et Sibley, 1995).fai de ne trouver aucun type Il dans ce
pays parmi 6 formes séveres de toxoplasmose cewléz 'immunocompétent (Grigg et al.,
2001c) doit donc attirer l'attention. Les mémeseatd décrivent un génotype multilocus
identique pour 4 isolats, baptisé type IV. Ce thpest un génotype combinant des alleles de
type Il et de type I. En France, ou le type Il Esgement majoritaire dans la population de
toxoplasmes circulants, la seule souche (PSP-2808-dlue nous ayons typée dans une
forme oculaire acquise chez I'immunocompétent ashatérisée également par un mélange
d’allele de type | et lll avec 3 marqueurs micrefiaes. Comme le type IV a été défini avec
d’autres marqueursSAG1, SAG2, SAG3, SA@HUB1), il faudrait typer cet isolat avec ces

marqueurs pour savoir s'il s’agit ou non du typed&ctrit par Grigg et al., (2001c).

Les études de la littérature rapportent le plusveoudes cas séveres de formes
oculaires chez 'immunocompétent, constituant aimseffet « iceberg ». Ces travaux doivent
étre poursuivis pour préciser le rble des isolatstype | et de génotype atypique ou
recombinant dans ces formes oculaires. Mais cedegtgeront toujours limitées par la
difficulté d’avoir du matériel (prélevement d’hunteaqueuse) et I'obligation d’avoir une

technique de typage multilocus et tres sensible pouvoir réaliser le typage direct.
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4.3.3. Toxoplasmose sévere.

Tous les cas de toxoplasmose sévére que nous awlservés chez
'immunocompétent étaient dus a des isolats au tgpeoatypique (tableau 13). Le biais
géographique est majeur avec 16 cas en Ameérigugudu12 en Guyane francaise et quatre

au Surinam) et 1 seul cas en France déja présmtgalvador-Guillouét et al., sous presse).

Les 12 cas de Guyane francaise correspondent acasmdéja présentés (Carme et al.,
2002) et a sept nouveaux cas. Ces 12 isolats pomdent a 11 souches, car les isolats GUY-
2003-BAS et GUY-2003-BAS1 sont une seule et mémects® isolée lors d’'une mini
éepidémie familiale (isolement chez le frére etdaus). Toutes les souches guyanaises ont été
isolées a partir du sang périphérique ou du ligdédeLBA. Comme nous l'avions déja
rapporté (Carme et al., 2002), les isolats a llnegde toxoplasmose sévere en Guyane
francaise proviennent du cycle sauvagél dgondiidans la forét amazonienne. L’homme est
un héte accidentel de ce cycle sauvage en mangdealat viande peu cuite de mammiféeres
sauvages infectés ou en buvant de I'eau non tratt&euillée par des oocystes émis par des
félidés sauvages. La sévérité de ces toxoplasnobszs’homme pourrait étre expliquée, en
partie, par une inadéquation du systeme immunigarg juguler I'infection face a ces isolats
au génotype atypique peu adapté a I'homme. Un agurmdirect en faveur de cette
hypothése est apporté par les taux extrémemenésigG et d'lgM observés dans les cas

rapportés (Carme et al., 2002).

Notre échantillonnage d’isolats provenant de toasploses humaines en Guyane est
cependant largement biaisé par « I'effet iceberapnous n'avons isolé ces isolats atypiques
que dans des cas sévéres de toxoplasmose chezuhliooompétent. Etant donné la
séroprévalence importante de cette parasitose ltf@mame en Guyane francaise (Carme et
al., 2002), il est évident que tous les cas d'itidec toxoplasmique acquise chez les
immunocompétents ne sont pas aussi bruyants oiimgut dans cette région. Nous ne
savons pas gquels sont les génotypes a l'origineadé®gs formes cliniques chez 'lhomme
(chez Tlimmunocompétent, mais aussi chez l'immumponéé ou dans les formes
congénitales), ni quels génotypes circulent chezaleimaux sauvages ou domestiques en
Guyane francaise. La question est donc de savd@ssyenotypes atypiques isolés dans ces
formes sévéres sont représentatifs ou non de lalgam de toxoplasmes circulant en

Guyane francaise. Dans l'affirmative, il sera ditg de faire le lien entre le génotype et les
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formes séveres observées. Nous ne savons pas uersipes types classiques |, Il ou I
circulent dans cette région. Le pool de genes dont issus ces 3 archétypes existe en
Guyane francaise, car nous avons identifié desealle Il ou Il dans les génotypes des 11
souches isolées. Mais ces alleles classiques somest mélangés dans le génotype et surtout
sont associés a un pool de genes différent (aliigsques dont la plupart sont spécifiques a
la Guyane, ou du moins a I’Amérique du Sud). Seuléghantillonnage beaucoup plus

diversifié pourra répondre a ces questions.

Nous pensons que le génotype joue un role danglliton des formes cliniques chez
le sujet immunocompétent, mais qu'il ne peut pasiguer a lui seul la sévérité des formes
observées. C’est ce que I'on observe dans unerma@dil une méme souche a été a l'origine

de formes cliniques tres différentes.

Les cas du Surinam correspondent a une épidémimxigplasmose sévere ayant
touché 11 personnes. Nous avons rapporté ces alises/ au VIIfme congres international
sur la toxoplasmose (Ajzenberg et al., 2005a). eefitr décembre 2003 et mi-janvier 2004,
sept cas groupés de toxoplasmose disséminée chezatlents immunocompétents ont éte
diagnostiqués a I'hopital de Saint-Laurent du Maren Guyane francaise. Ces patients
appartenaient a la méme famille (voir figure 17)vetaient & Patam, un petit village
surinamien dans la forét amazonienne situé toud pgegla frontiere guyanaise en face de
Saint-Laurent du Maroni. Ces patients ont travéesieuve Maroni pour étre soignés en

Guyane francaise.
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Cas M°1, 56 ans
Toxzoplasmose disséminée
Défaillance multiviscérale

Mort 3 jours apres l'admission a I’hipital

Cas 1°2, 45 ans
» Soeur ducasn® 1
Tozoplasmose disséminée

Clag M6, 22 ans Clag I°3, 19 ans Cas17°4, 21 ans
Belle fille ducas n® 1 Fille du cas H° 1 Fille du cas n® 2
Femme enceinte Toxoplasmose disséminée Contractions fébriles chez une femme
Toxoplasmose disséminte enceinte, accouchement prémature a 35 54
Cas F°7, foetus Cas "5, nouveau né
Mortin utero 424 SA Toxoplasmose congénitale disséminée
Toxoplasmose congénitale disséminée Mort a J6

Figure 17. Liens de parenté et formes cliniques des sept iprentas de I'épidémie de

toxoplasmose a Patam au Surinam.

L’enquéte sérologique realisée en janvier 2004 @ehabitants de Patame( la
quasi totalité du village) a permis de diagnostiqupiatre cas supplémentaires de
toxoplasmose aigué. Ces quatre cas correspondaieties formes plus bénignes (fievre,
adénopathie, splénomégalie). Au total, 11 cas ®eplasmose aigué ont été diagnostiqués
dans cette épidémie : neuf chez des adultes imnoumoétents dont cing formes disséminées

avec un cas dont I'évolution a été mortelle et deascde toxoplasmoses congénitales létales.

L’inoculation aux souris et la PCR par amplificatidu geneB1 ont été réalisées a
partir du sang périphérique chez neuf patientdggabl5), alors que la PCRL seule a été
réalisée sur les tissus formolés du feetus expudaé (°7). Nous n'avons pas recu de
prélevements du nouveau-né décédeé a 6 jours deasen°5). La PCR B1 a été positive dans
quatre cas. L'isolement dE. gondiiaprés inoculation a la souris a été possible daasre
cas, dont un négatif par PCR. Les souris sont matkisolement entre 16 et 30 jours p.i.

dans la grande majorité des cas.
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Cas N°1 Cas N°2 Cas N°3 CasN°4 CasN°5 CasN°6 sNca CasN°8 CasN°9 CasN°10 CasN°11

Prélevement Sang Sang Sang Sang N.F. Sang usTiss Sang Sang Sang Sang
foetaux

PCR B1 Positive Négative Neégative  Positive N.F. Neg Positive Négative Neégative Négative Positive

Inoculation  Positive Neégative Neégative Positive N.F. Positive NF (tissus Négative Neégative Négative Positive
aux souris formolés)
Virulence chez 100 % 100 % 100 % Absence
la sourisa  mortalité mortalité mortalité
lisolement  J19-J30 J16-J18 J18
Isolat GUY- GUY- GUY- GUY-2004- GUY-

2004- 2004- 2004- ANG1 2004-
ABE TER ANG TER1

Tableau 15.Epidémie du Surinam. Résultats de I'inoculation aauris et de la PCR1 réalisées sur prélévements sanguins périphérimues
tissus foetaux.
Note. NF : non fait.
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La caractérisation génétique a été possible surqlestre isolats obtenus apres
inoculation a la souris (GUY-2004-ABE, GUY-2004-TEBUY-2004-ANG, GUY-2004-
TER1) et directement a partir du liquide amniotiquoerespondant au feetus mantutero
(GUY-2004-ANG1). Un typage direct a partir du sgrggiphérique a également été réalise
avec succes pour deux isolats (GUY-2004-ABE, GUYLRUER). Nous avons réalisé une
analyse par GeneScan du polymorphisme de longuehuil marqueurs microsatellites dont

trois (N60608 N82375 AA519150 hautement polymorphes (tableau 16). Un seul gg@eot
multilocus a été identifié.

TUB2 W35 TgM-A B18 B17 N60608 N82375 AA519150
GUY-2004-ABE 289 246 198 156 336 133 109 160
GUY-2004-ANG | 289 246 198 156 336 133 109 160
GUY-2004-ANG1 | 289 246 198 156 336 133 109 160
GUY-2004-TER 289 246 198 156 336 133 109 160
GUY-2004-TER1 | 289 246 198 156 336 133 109 160

Tableau 16.Epidémie du Surinam. Résultats du typage multilquarsanalyse GeneScan du
polymorphisme de longueur de huit marqueurs mitetigas.

Le séquencage de cing microsatellitét&JB2 W35 TgM-A B18 B17) a confirmé
l'identité des cing séquences (figure 18), dématrainsi qu’'une seule souche était
responsable d’au moins cing cas de toxoplasmose gigrmi les 11 de I'épidémie. Par
comparaison avec les séquences de trois isolatetgpaux (I, Il et Ill), le génotype de la
souche de I'épidémie est atypique pour trois margusur cing\(V35 TgM-AetB17). Les
alleles de ces marqueurs sont atypiques soit parprigsence de polymorphismes
nucléotidiques uniques dans les régions flanquatdesmicrosatellitesTgM-A et B17) soit

par une longueur inhabituelle du motif de base déutidique des microsatellitedV@5
TgMAetB17).
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Alleles

TUB2 (257-259 bp) snve s @8RRERREREREERS2883

BK (Type I) 123 1 CCACACACACACACACA

MEA49 (Type Il) , CEP (Type Ill) 123 23 CCACACACACACACA * *

GUY-2004-ABE, TER, TER1, ANG, ANG1 123 23 CCACACACACACACA* *

W35 (210-216 bp) N e 0INe 23RN0 88823 u0sneseI888SS

BK (Type 1) 1 1 GCGCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTGTG™* *GCGTT T

ME49 (Type II) 2 2 GCGGCTCTCTCTCTCTCTC******TGTG**CGTTTT

CEP (Type llI) 3 3 GC?CTCTCTCTCTCTC********TGTGTGGCGTTTT

GUY-2004-ABE, TER, TER1, ANG, ANG1 ln GC GCTCTCTCTCTCTCTCTCTC**TGTG**GCGTT T

TgM-A (152-158 bp) LSN323RNRI B8R3N sReE8egl

BK (Type 1) 1.2 1 TAGCTGTGTGTGTGTGTGTGTG * *TG

ME49 (Type I1) 1.2 2 TAGCTGTGTGTGTGTGTGTG* ** *xTG

CEP (Type Ill) 3 3 TAGTGTGTGTGTGTGTG******TG

GUY-2004-ABE, TER, TER1, ANG, ANG1 MGCTGTGTGTGTGTG* Rk Xk x XT G

B18 (113-115 bp) R R R E R E R R R

BK (Type ), CEP (Type Ill) 123 13 CACACACACACACACACACA®* * * ** %% **x*xGTCT

ME49 (Type I1) 123 2 CACACACACACACACACA* * *x % % % % x x x *x *x GTCT

GUY-2004-ABE, TER, TER1, ANG, ANG1 123 2 CACACACACACACACACA* * *x % % % % x x x x *x GTCT

B17 (163-169 bp) N8I Bereee523288833885883943 5935338 YYYJ88NRIINRZB88Y
BK (Type 1) 1 1 TCGTCC * TCTCTCTCTCTCTCTCTCTAC®* * * *x % % % % % % x x % % % % % % *x x T (CG
ME49 (Type Il) , CEP (Type Ill) 23 23 TCGAGTCC*** TCTCTCTCTCTCTC C * * * * % % x % % % % % % % % % x % % % % % % x % x T G
GUY-2004-ABE, TER, TER1, ANG, ANG1 TCGAGTCC*** TCTCTCTCTCTCTCTQ C* * * *x x % % % % % % % % x % % % % % % % x x % CcCG

Figure 18. Epidémie du Surinam. Polymorphismes nucléotidiqie$ marqueurs microsatelliteéBUB2 W35 TgM-A B18 B17). Les séquences
de trois isolats représentant les trois lignéeséypales dd. gondii(BK, ME49 et CEP) ont été comparées aux séqueteesing isolats GUY-
2004-ABE, GUY-2004-TER, GUY-2004-ANG, GUY-2004-TER GUY-2004-ANG1. Les SNPs non retrouvés dans aingn2 séquences

archétypales sont encadrés en noir, de méme qa#dks atypiques ; (*) indique un site de délétio
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L’enquéte épidémiologique n'a pas pu identifiestaurce de la contamination. Tous
les prélevements d’eau et de terre réalisés dawmldge étaient négatifs. Les habitants du
village disent ne pas avoir mangé de viande irsaffiment cuite le mois précédant
I'épidémie du fait de leur conviction religieuseaégélistique qui interdit cette forme de
préparation de la nourriture. Nous pensons quendamination a eu lieu par l'intermédiaire
d’'oocystes. En effet, durant 'enquéte épidémiajagi la sérologie pratiquée chez un enfant
ageé de 8 mois, chez qui nous avons isolé la sofgalsen®11, GUY-2004-TER1), ne montrait
que des IgM et pas d'lgG. Ce profil sérologique esstfaveur d’une infection 1 mois apreés
I'épisode initial de I'épidémie. Ceci suggere uperse persistante de contamination comme
de I'eau de boisson souillée par des oocystesretradée. Cette hypothése peut étre retenue
a Patam ou 'eau de boisson est collectée a pietiu de pluie ou de riviere non traitée et ou

la présence de nombreux félidés sauvages a étértépp

Cette épidémie nous montre qu'une méme souchegogainer des formes cliniques
variées allant de la forme mortelle chez une ptdieadulte ou dans deux cas de
toxoplasmoses congénitales a des formes paucisymafiues dans quatre cas. Le génotype
atypique de la souche infectante ne peut doncyasjeer a lui seul la sévérité des tableaux
cliniques observés. Les moyens de défense de I'tiitecertainement joué un réle capital
dans le contréle de l'infection, car les trois fesmmortelles ont été observées chez la patiente
la plus agée (56 ans), chez un fcetus et chez uweaotné. Mais d’autres facteurs doivent
étre invoqués pour expliquer chez les autres fdatlarsurvenue de formes disséminées chez
certains ou bénignes chez d'autres. Si I'on supppse la source de contamination est
identigue, notamment par I'intermédiaire d’oocysteé®st fort probable que la survenue de
formes séveres soit liée a tmoculumplus important chez ces patients. C’est I'hypothgise
nous avions eégalement proposée pour expliquer levesue concomitante d’une
toxoplasmose disséminée avec symptémes pulmorairggemier plan chez un homme de
19 ans en France et d’'une forme ganglionnaire bénihez sa sceur agée de 11 ans (de
Salvador-Guillouét et al., sous presse).
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4.4. Conclusion

Parmi les formes cliniques de toxoplasmose humaitest dans les toxoplasmoses
acquises chez I'immunocompétent que le nombre ldisalisponible est le plus faible, alors
gue c’est justement dans ces formes que le rélgédotype semble le plus marqué. Aucune
souche de type Il n'a été isolée dans les formegames ou disséminées que ce soit dans
notre étude ou dans la littérature. Les formes amad acquises de I'immunocompétent
étaient associées a des type | ou atypiques omi@nants, alors que les formes disséminées
étaient toutes dues a des isolats de génotypegat/pie biais géographique est important car
les isolats proviennent en majorité de zones (Brésiyane francaise) ou le type Il n’a pour
l'instant jamais été isolé et ou la diversité ggpmue deT. gondii est beaucoup plus
importante qu'en France ou aux USA. En France at @8A, le type Il est largement
prépondérant dans la nature que ce soit chez iemar ou dans les toxoplasmoses humaines
congénitales et chez I'immunodéprimé. Le fait désades génotypes différents du type |l
dans six formes oculaires aux USA et dans un cderdee disséminée en France, donne a
penser que le génotype a joué un rble dans la suevde ces formes cliniques, méme si
d’autres facteurs sont en cause, en premier ligdtd, mais aussi des facteurs parasitaires
comme linoculum C’est en multipliant le nombre d’isolats dispda#) en particulier dans
des zones ou la fréquence de formes oculairesi(Boésdisséminées (Guyane francaise) est
plus importante que I'on pourra préciser le rolegénotype. Ce travail n'aura de sens qu’en
isolant et caractérisant parallelement les isotatsulant dans la nature, notamment en

Guyane frangaise.
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Conclusion et perspectives

Nous avons effectué un premier pas dans la compsé@rede la structure complexe
de la population d&@oxoplasma gondit du role du génotype dans certaines formegycias
de toxoplasmose. Les deux étant liés, il faudra dlanenir collecter un nombre encore plus
important d’isolats provenant de formes cliniguasmhines séveres parallelement a la
collecte d'isolats provenant d’animaux totalemerdynaptomatiques. Nous avons vu
également que la qualité des renseignements clépatemiologiques est primordiale pour

pouvoir avancer dans la compréhension de ce parasit

Pour cela, la création du pdle souche du Centreoidtde Référence permettra de
poursuivre le chemin parcouru sur les relationsotgres / toxoplasmoses humaines,
notamment en étendant la collecte d’isolats a désutzones géographiques (DOM-TOM,
Afrique, Amérique du Sud) et en augmentant le n@ntbisolats provenant de toxoplasmoses
acquises de patients immunodéprimés et immunoc@amzetSi la plus grande pathogénicité
des souches de type | ou de génotype atypique séirnge, notamment dans les
toxoplasmoses congénitales humaines, cela pouncdifier la prise en charge des patients
avec une surveillance plus poussée et un traiteiplest agressif lors d’infections par ces

génotypes.

Il existe également tout un pan de linfection tpksmique, les formes acquises
asymptomatiques sur lesquelles on ne sait pas -gtavgk. La encore, le CNR nous permettra
de développer une technique de sérotypage perfeempaur explorer les génotypes

responsables de la majorité des cas de toxoplasmiosaine.

Il apparait également tres important de ne pasnséet a I'étude du génome pour
expliquer des difféerences de pathogénicité ensestriches qui finalement different tres peu
entre elles au niveau génétique (< 5 % de divemgrer séquencage de I'ADN). La
variabilité au niveau épigénétique pourrait étreadmeup plus importante. Un typage
« épigénétique » dans un futur proche permetteait ptre d’apporter plus de réponses a nos

questions que le typage génétique proprement dit.
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Annexe 1. Génotypes avec les marqueurs microsatellites
TUB2 W35 TgM-A B18 et B17 des isolats dd oxoplasma
gondii collectés dans 510 cas de toxoplasmose humaine et

animale.

Note. G : longueur en paire de bases apres an@lgseScan du polymorphisme de longueur
du produit de PCR contenant le marqueur microg&telA : allele correspondant ; NA : non
amplifié par PCR ; les alleles atypiqués.(différents des alleles archétypaux I, 1l ou $idnt

sur fond noir.
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Isolat Type TUB2G TUB2A W35G W35 A TgM-A G TgM-A A B18G BI18A B17G B17A
Isolats de toxoplasmoses congénitales humaines clles enfants nés vivants avec formes infra-clinigse
RMS-1992-CUI Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 23
DIJ-2004-GER Il 289 23 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
LPN-2004-LOR 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 23
NAN-2003-AKT I 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
IPP-2003-DYA 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
RMS-1996-PER 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
MTP-2005-ELA ] 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
GRE-1997-DAP Il 289 23 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
GRE-1999-MIL ] 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
LPN-2002-COU 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
PSP-2003-RAI I 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
RMS-2003-TOU 1 289 2.3 242 2.3 200 3 158 13 334 23
PSP-2001-DEM 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
RMS-1999-GUI 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 23
MAR-2004-FAC 1] 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
TOU-1997-FAB Il 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
GRE-2001-MAJ 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
IPP-2002-COQ Il 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
RMS-1996-POL 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
RMS-2000-ESS 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
IPP-2003-SOU 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
REN-2002-VAL 1l 289 2.3 242 2 202 2 156 2 334 2.3
IPP-2003-CAl 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
NAN-2004-VIV 1] 289 23 242 23 202 2 156 2 334 2.3
TOU-2005-LAL 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
IPP-2003-FRI Il 289 23 242 23 202 2 156 2
IPP-2002-BAT /= 291 1 242 3 200 3 160 4 334 2.3
TOU-1996-RIP 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
IPB-2004-HAD 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
MTP-2005-OUL 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
TOU-1999-OUR 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
GRE-2000-BRA 1* 289 23 244 5 202 2 156 2 334 2.3
RMS-2001-MER 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
LGE-2005-COL Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 23
RMS-2000-CON Il 289 23 242 23 202 2 156 2 334 2.3
TRS-2002-TON 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
IPP-2003-GAT 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
REN-2003-FOU 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
CRL-2004-OZE 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
RMS-1998-ROB 1] 289 23 242 23 202 2 156 2 334 2.3
RMS-2000-MAR Il 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
GRE-2002-DEV 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
IPP-2003-MAR Il 242 23 202 2 156 2 334 23
IPP-2004-DEM 1 289 2.3 242 2.3 202 156 334 2.3
IPP-2004-JOS 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
NAN-2004-COU 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
IPP-2003-LEG 11 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
NAN-2003-LER ] 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
TOU-1997-BER 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
LGE-2005-GOK Il 289 2.3 242 23 202 2 156 2 334 23
RMS-1987-MER 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
TOU-2003-DAF 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
RMS-1999-BOU 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
TOU-2002-ALlI 1/ 1 289 2.3 242 2 200 3 158 1.3 336 4
RMS-2000-SIE 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
IPP-2003-CEL 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
IPP-2003-KAH Il 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
LGE-2004-CAl 1] 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
TOU-2003-MAZ Il 289 23 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
TOU-2003-LAT Il 289 23 242 2.3 202 2 156 2
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Isolat Type TUB2G TUB2A W35G W35 A TgM-A G TgM-A A B18G B18A B17G B17A
IPP-2003-GAU 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
REN-2003-CAL Il 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
MTP15-2005-HAC Il 289 23 242 23 202 2 156 2 334 32
RMS-1993-COU Il 289 23 242 23 202 2 156 2 334 2.3
RMS-1999-BOR Il 289 23 242 23 202 2 156 2 334 2.3
RMS-1999-BES Il 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
TOU-1997-TRA 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
TOU-2003-AUB 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
TOU-2003-DES 1] 289 23 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
LGE-2003-DUP 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
IPB-2003-MAR Il 289 2.3 242 23 202 2 156 2 334 23
IPB-2004-GUR Il 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
DIJ-2002-SEV 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
TOU-2004-FEU 1 289 2.3 242 2.3 200 3 158 13 334 23
IPP-2003-MAL 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
TOU-1997-BOR 1 289 23 242 23 200 3 158 13 334 23
MTP-2005-BOU Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 23
RMS-1998-DAY Il 289 2.3 242 23 202 2 156 2 334 23
RMS-2000-PER 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
LGE-2003-BAS I 289 23 242 23 202 2 156 2

MAR-2003-ZAR Il 289 23 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
TOU-2003-VIL 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
TOU-2004-AUG 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
TOU-2004-LIM 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
TOU-1998-POR n 289 23 242 23 200 3 158 13 334 23
RMS-1997-PAR ] 289 2.3 242 23 200 3 158 13 334 23
TOU-2005-PEY 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
RMS-2001-FEN Il 289 23 242 23 202 2 156 2 334 2.3
RMS-2000-RIS Il 289 23 242 23 202 2 156 2 334 2.3
IPP-2003-LEC Il 289 23 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
LGE-2004-VIL 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
GRE-2003-NUN 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
CAE-2005-LEF I/ 289 2.3 242 3 202 2 156 2 433 23
NAN-2003-MIC 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
IPP-2004-SMA 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
MAR-2003-GEL Il 289 2.3 242 23 202 2 156 2 334 23
GRE-1999-DEF Il 289 2.3 242 23 202 2 156 2 334 23
TOU-2003-VIL1 I 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 32
IPP-2003-PET 1l 289 23 242 23 202 156 2 334 23
GRE-1998-TRA 1 289 23 242 23 200 3 158 13 334 23
IPP-2003-GOM 1] 289 23 242 23 202 2 156 2 334 2.3
CAE-2003-KLO 1l 242 23 202 2 156 2 334 23
NAN-2004-FAD I 289 23 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
RMS-2001-GEA Il 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
RMS-2002-LEF 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
MTP-2004-ESQ Il 289 2.3 242 23 202 2 156 2 334 23
TOU-2003-DUT Il 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
TOU-2003-SCH 1] 289 23 242 23 202 2 156 2 334 2.3
TRS-2004-BAK 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
CAE-2005-COT 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334
DIJ-2003-VIE 1r* 289 23 242 23 202 2 160 334 2.3
RMS-2001-PAR Il 289 23 242 23 202 2 156 2 334 2.3
PSP-2003-BAR Il 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
TOU-2003-CAR I 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
TOU-2003-NAR 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
TOU-2004-DET Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 23
TOU-2004-MON 1* 289 23 244 5 202 2 156 334 2.3
RMS-2000-BAR I 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 23
MTP-2005-GRA Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 23
TOU-2005-MAR Il 289 2.3 242 23 202 2 156 2 334 23
TOU-1997-CAP 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
IPP-2004-MOH Il 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
IPP-2003-DEL 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
NAN-2002-FLO 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
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Isolat Type TUB2G TUB2A W35G W35 A TgM-A G TgM-A A B18G BI18A B17G B17A
RMS-2000-DAF 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
TRS-1996-LOU 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
IPP-2003-DEQ 1] 289 2.3 242 23 202 2 156 2 334 23
TOU-2003-SEU Il 289 23 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
TOU-2004-ACH Il 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
CAE-2003-FAV 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
GRE-2003-SAN 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
TOU-1999-BAL 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
TOU-2003-LAF 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
IPP-2003-BAU Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2
IPP-2003-DAN Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2
RMS-1998-GER 1] 289 2.3 242 23 202 2 156 2 334 23
RMS-1999-RUN 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
RMS-2000-ROU 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
NAN-2002-BRI 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
TOU-2005-HAB 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
CAE-2004-SEJ 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
GRE-1995-PAR 1] 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
IPP-2003-MAN 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
Isolats de toxoplasmoses congénitales humaines clles enfants nés vivants avec séquelles neuro-oaels
TRS-2004-REV 1] 289 23 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
GRE-2001-LEB 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
RMS-2000-TRA 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
NAN-2004-GUE 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
IPP-2003-CHA 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
MTP-2004-RAC Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 23
PSP-2004-BOR 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
TOU-1998-TRI Il 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
LPN-1997-KHE 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
GRE-1992-BAR 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
MTP-2005-HEB Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
RMS-1996-SEY 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
RMS-1995-ABE Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
LPN-2004-ARN Il 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
LPN-2002-GIO I+ 1*? 289 23 242 +248 2.3 +4. 202 2 158+160 1.3+4 334 23
MAR-2004-GAN Il 289 23 242 2.3 202 2 156 334 2.3
LGE-2004-ALB Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
TOU-2003-POU 1* 289 2.3 244 5 202 2 156 2 334 2.3
GRE-1997-GEN I 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
RMS-2002-KOC 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
RMS-1994-LEF Atypique 291 1 242 2 200 3 158 1.3 360 10
CAE-2005-HER 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
RMS-1998-BOU 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
RMS-2001-MAU Atypique 289 23 242 2 206 5 158 1.3 334 2.3
TOU-2005-RIV ] 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
TOU-2005-BAZ 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
IPP-2003-DRE I 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
Isolats de toxoplasmoses congénitales humaines clies enfants nés vivants avec formes disséminées
CIBMUQ-2002-HDC | 291 1 248 1.6 204 1 158 1.3 340 1
LIL-2003-MON | 248 1.6 204 1 158 1.3
GUY-2004-TER Atypique 289 2.3 246 9 198 4 156 2 336 4
IPP-2002-URB Atypique 287 4 242 2 202 2 158 1.3 352 7
Isolats de toxoplasmoses congénitales humaines asés a une interruptions médicales de grossesse @)
RMS-2001-GRA 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
RMS-1994-COE I 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
GRE-1995-MAE Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
IPB-2003-SER I 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
TRS-1997-MAR Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 23
IPP-2003-COR 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 32
MTP-2005-FEN 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
BRX-MAR 1l 289 2.3 242 23 202 2 156 2 334 23
NAN-2002-BAR 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
MAR-2003-FLE 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
IPP-2003-LOU 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
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Isolat Type TUB2G TUB2A W35G W35 A TgM-A G TgM-A A B18G BI18A B17G B17A
MTP-2003-PAS 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
IPP-2003-LAR Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2
CRL-1996-CAL 1] 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
IPP-2004-NOI 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
LPN-2004-HER 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
RMS-1996-STR I 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
RMS-2000-GIL 1] 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
DI1J-2004-VIL 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
IPB-2002-IND 1 289 2.3 242 2.3 200 3 158 1.3 334 23
LGE-2002-FAY 1] 289 2.3 242 23 202 2 156 2
IPP-2003-IMA 1] 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
BDX-2003-COR Ir* 289 23 244 5 202 2 156 2 334 2.3
MAR-2003-PEL 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
CAE-2003-LAM 1 202 2 156 2
RMS-2001-CHU 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
BDX-2003-MAR 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
IPP-2002-BAW 1* 289 2.3 244 5 202 2 156 2 334 2.3
LPN-2005-NOV Il 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
Isolats de toxoplasmoses congénitales humaines avearts feetalesin utero et avortements spontanés
IPP-2002-BER 1] 289 23 242 2.3 202 2 156 2 334 23
PTR-2003-ROB 1] 289 2.3 242 23 202 2 156 2 334 23
TOU-2004-MES 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
CCH-2003-SAH 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
PSP-2001-MAG 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
IPP-2002-VOU 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
MAR-2005-BIA Il 289 2.3 242 23 202 2 156 2 334 23
MAR-2000-HOU Atypique 289 23 242 2 200 3 158 1.3 403 1
MTP-2005-BAD Atypique 289 2.3 242 23 200 3 160 4 340 1
GUY-2004-ANG1 Atypique 289 23 246 9 198 4 156 2 336 4
MAR-2003-GAR 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
Isolats collectés de placentas sans toxoplasmosegénitale humaine
RMS-2002-GIL 1] 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
MTP-2002-ROU 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
Isolats de toxoplasmoses congénitales humaines sagrisseignements
NAN-2003-BET ] 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
RMS-2003-DUV Il 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
RMS-2004-NOB 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
GRE-1997-LOP I 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
RMS-2000-WAU 1] 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
MTP-2003-ELM 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
GRE-2002-PER Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 23
TRS-2003-PAU 1] 289 23 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
IPP-2004-LEN 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
IPP-2003-CAR 1] 289 23 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
IPP-2003-DUP 1 289 2.3 242 2.3 202 2 154 2? 334 3 2.
MAR-2004-THO 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
IPP-2003-KOI 1 289 2.3 242 2.3 200 3 158 1.3 334 23
IPP-2004-VAU 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
IPP-2003-CHS 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
IPP-2003-VAD Il 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
DIJ-2005-CHA Il 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
MAR-2003-LEH Il 289 23 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
DIJ-2005-DEL I 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
IPP-2003-HEU 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
IPP-2003-REH 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
TRS-1993-MOR 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
CCH-2005-MIC 1] 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
IPP-2003-ORI Il 289 23 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
GRE-2000-THE Il 289 23 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
NCY-2003-AIN 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
REN-2005-LEG 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23
TRS-2003-GAU 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
DIJ-2004-SHA Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
RMS-1999-LIN 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
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Isolat Type TUB2G TUB2A W35G W35 A TgM-AG TgM-A A B18G B18A B17G B17 A
IPB-2003-COG n/sm 289 2.3 242 2 200 3 156 2 334 23
IPP-2004-KIF Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
GRE-1996-GAZ Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
IPP-2003-LEF I 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
IPP-2004-SIG 1] 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
PSP-2005-MIL 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
GRE-1997-DES 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
IPP-2003-RUO 1 289 2.3 242 2.3 200 3 158 1.3 334 23
DIJ-2005-DUC Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
PSP-2003-CAG Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
GRE-2000-CHA 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
NAN-2002-FER Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
AGTsc94 | 291 1 248 1.6 204 1 158 1.3 340 1
EMAsc99 | 291 1 248 1.6 204 1 158 1.3 340 1
MESIa94 | 291 1 248 1.6 204 1 158 1.3 340 1
MLSplo0 | 291 1 248 1.6 204 1 158 1.3 340 1
ALMploO (WALl 291 1 248 1.6 200 3 158 1.3 340 1
MMSpI00 (WAl 291 1 248 1.6 200 3 158 1.3 340 1
IHLpIOO n 289 2.3 242 3 200 3 158 13 334 2.3
AGPla99 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
AROpIO3 I 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
CJGsc03 1] 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
HMSsc03 Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
IACplO0 Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
MCCplo1 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
MDMpl03 1] 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
P15 1] 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
RSCsc01 1] 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
SGSla99 I 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
SMSpl00 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
AMBpIOO 1] 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3

Isolats de toxoplasmoses humaines chez des immunpdéés VIH-
CCH-2005-REN 1/ 291 1 242 3 200 3 160 4 340 1
DPHT (WAl 291 1 248 1 200 3 158 1.3 340 1
IPP-2003-KAN 1 291 1 248 1 200 158 1.3 340 1
LIL-2003-BRI I/ 1*oull/11* 289 2.3 242 2 206 158 1.3 334 2.3
FOU (WAl 291 1 248 1 200 3 158 1.3 340 1
LIL-2003-LAM 1 289 2.3 242 2.3 200 3 158 1.3 334 2.3
LPN-2002-SEE 1 289 2.3 242 3 200 3 158 1.3 334 32
COR (FUR) 1 289 2.3 242 2.3 200 3
DAM I 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
LGE-2001-5 Il 289 2.3 242 2.3 202 2
LPN-2003-TRE 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
BIL Il 289 2.3 242 2.3 202 2
TRS-2003-DUB 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
PSP-2004-CON Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
BRE1997 (PERR) 1] 289 2.3 242 2.3 202 2
LGE-2003-JAU Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
BU/GER/2001 1 289 2.3 202 2

Isolats de toxoplasmoses humaines chez des immunpdéés VIH+
PSP-2003-ERO I/ 291 1 242 3 200 3 160 4 340 1
RMS-2003-DJO (WAl 291 1 248 1 200 3 158 1.3 340 1
PSP-2003-KOM (WAl 291 1 248 6 200 3 158 1.3 340 1
CRL-2004-MOT /i 291 1 248 1 200 3 158 13 334 2.3
LPN-2004-ROU 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
CCH-2004-NIA "/l 289 2.3 248 1 200 3 158 1.3 433 2.3
PSP-2004-SAM 1 289 2.3 242 2.3 200 3 158 13 334 23
PSP-2005-MUP 1 289 2.3 242 2.3 200 3 158 1.3 334 23
LPN-2005-LUM 1 289 2.3 242 2.3 200 3 158 1.3 334 23
LGE-2003-BOU 1] 289 2.3 242 2.3 200 158 1.3 334 23
LEG-NJA 1] 289 2.3 242 3 200 3 158 1.3 334 2.3
BOU 1* 289 2.3 244 5 202 2 156 2 334 2.3
LGE-2001-6 1l 289 2.3 242 2.3 202 2
LGE-1998-1 Il 289 2.3 242 2.3 202 2

154



Isolat Type TUB2G TUB2A W35G W35 A TgM-A G TgM-A A B18 G B18A B17G B17 A

CRL-2005-YOU 1] 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3

SUR Il 289 23 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3

MAN-NJA 1] 289 23 242 23 202 2 156 2 334 23

NTE Il 289 2.3 242 2.3 202 2

WH Il 289 23 242 23 202 2

HG 1l 289 2.3 242 2.3 202 2

ELG Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3

HIV | 291 1 248 1.6 204 1 158 1.3 340 1

ATIH | 291 1 248 1 204 1 158 1.3 340 1

Isolats de toxoplasmoses acquises humaines chez idemunocompétents

MARTIN | 291 1 248 1.6 204 1 158 1.3 340 1

JONES Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3

CHILE Il 289 23 242 23 202 2 156 2 334 2.3
MILIS 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
DEGROS 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
DUCH (WALl 291 1 248 1 200 3 158 1.3 340 1

WIK (WALl 291 1 248 1 200 3 158 1.3 340 1
PSP-2005-JAN (WAl NA NA 248 1.6 200 3 158 1.3 NA NA
LPN-2003-FOU Atypique

GUY-2004-ANG Atypique

GUY-2004-ABE Atypique

GUY-2004-TER Atypique

GUY-2004-TER1 Atypique

GUY-2003-BAS1 Atypique

GUY-2003-BAS Atypique

GUY-2004-ITI Atypique

VAND Atypique

RUB Atypique

GUY-2002-MAT Atypique

GUY-2003-MEL Atypique

GUY-2001-DOS Atypique

GUY-2002-KOE Atypique

GUY-2003-ADA Atypique

GUY-2004-AKO Atypique

GUY-2004-LAB Atypique

Isolats de toxoplasmoses animales en France

CH1 n/m 289 23 242 23 200 3 156 2 334 2.3
CH2 1 289 2.3 242 2.3 202 2

FR1-2003-Cap cap-01 Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR1-2004-Cap cap-01 Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR1-2004-Cap cap-02 Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR1-2004-Cap cap-05 Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR1-2005-Cap cap-01 Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR1-2005-Cap cap-02 Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR2-2003-Str alu-01 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 2.3
76K Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR2-2004-OVI-ARI-01 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR2-2004-OVI-ARI-02 1 289 2.3 156 2

FR2-2005-OVI-ARI-01 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR2-2005-OVI-ARI-02 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 2.3
FR2-2005-OVI-ARI-03 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 2.3
FR2-2005-OVI-ARI-04 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 2.3
FR2-2005-OVI-ARI-05 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 2.3
S1 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
S1K 1 289 2.3 242 2.3 202 2
S2 1l 289 2.3 242 2.3 202 2
S3 1l 289 2.3 242 2.3 202 2
S3K 1l 289 23 242 23 202 2
FR2-2005-GAL DOM 01 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 2.3
FR2-2005-GAL DOM 02 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 2.3
FR2-2005-GAL DOM 03 1l 289 23 242 23 202 2 156 2 334 2.3
FR2-2005-GAL DOM 04 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR2-2005-GAL DOM 05 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR1-2004-Myo coy-01 1] 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
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Isolat Type TUB2G TUB2A W35G W35 A TgM-AG TgM-A A B18G B18A B17G B17 A
FR1-2004-Myo coy-02 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR1-2004-Myo coy-03 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR1-2004-Myo coy-05 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR1-2004-Myo coy-07 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR1-2004-Myo coy-15 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR1-2004-Myo coy-16 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR1-2004-Myo coy-17 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR1-2004-Myo coy-18 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR1-2004-Myo coy-20 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR1-2005-Myo coy-01 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR1-2005-Myo coy-02 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR2-2004-Myo coy-01 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR2-2005-Myo coy-01 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR1-2005-Ond zib-01 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR1-2005-Ond zib-03 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR1-2005-Ond zib-04 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR1-2005-Vul vul-0? I 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR1-2005-Vul vul-01 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR1-2005-Vul vul-02 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR1-2001-Sus scr-01 Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR1-2001-Sus scr-02 Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR1-2001-Sus scr-04 Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR1-2001-Sus scr-12 Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR1-2001-Sus scr-14 Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR1-2002-Sus scr-01 Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR1-2003-Sus scr-05 Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR1-2003-Sus scr-05 Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR1-2004-Sus scr-10 Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR1-2004-Sus scr-11 Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
FR1-2004-Sus scr-13 Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
Isolats de toxoplasmoses animales en Europe (horsafce)
PT-2005-GAL DOM 01 (GA 147) 1 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
PT-2005-GAL DOM 02 GA163) I 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
PT-2005-GAL DOM 03 (GA 164) 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
PT-2005-GAL DOM 04 (GA 167) 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
PT-2005-SUS SCR 01 (PV 44) Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
PT-2005-SUS SCR 04 (PV 214) Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
PT-2005-SUS SCR 06 (PV 227) 1] 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
PT-2005-SUS SCR 07 (PV 231) 1] 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
PT-2005-SUS SCR 08 (PV 272) 1] 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
PT-2005-SUS SCR 09 (PV266) ] 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
PT-2005-SUS SCR 10 (PV 232) Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
PT-2005-SUS SCR 12 (PV282) 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
PT-2005-SUS SCR 13 (PV274) 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
PT-2005-SUS SCR 15 (PV 302) Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
PT-2005-SUS SCR 11 (PV 238) 1* 289 2.3 244 5 202 2 156 2 334 2.3
PT-2005-SUS SCR 02 (PV116) 1] 289 2.3 242 2.3 200 3 158 1.3 334 2.3
PT-2005-SUS SCR 05 (PV 220) 1] 289 2.3 242 2.3 200 3 158 1.3 334 2.3
PT-2005-SUS SCR 14 (PV 311) 1] 289 2.3 242 2.3 200 3 158 1.3 334 2.3
PT-2005-SUS SCR 16 (PV 316) 1] 289 2.3 242 2.3 200 3 158 1.3 334 2.3
Bl | 291 1 248 1.6 204 1 158 13 340 1
BEV 1l 289 2.3 242 2 202 2 156 2 334 2.3
M3 1l 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
SQM Il 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
ISSR-2005-ORY CUN 1] 289 2.3 242 2.3 200 3 158 1.3 334 2.3
Isolats de toxoplasmoses animales en Iran
Cat 152 I 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
Cat 155 I 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
Sheep 120 I 289 2.3 242 2.3 202 2 156 2 334 2.3
Chicken 103 1] 289 2.3 242 2.3 200 3 158 1.3 334 32
Chicken 140 1] 289 2.3 242 2.3 200 3 158 1.3 334 32
Chicken 141 1] 289 2.3 242 2.3 200 3 158 1.3 334 32
Chicken 157 1] 289 2.3 242 2.3 200 3 158 1.3 334 32
Chicken 162 1] 289 2.3 242 2.3 200 3 158 1.3 334 32
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Isolat Type TUB2G TUB2A W35G W35 A TgM-A G TgM-A A B18 G B18A B17 G B17 A

Chicken 164 1 289 2.3 242 2.3 200 3 158 1.3 334 32

Duck 38 n 289 23 242 23 200 3 158 1.3 334 2.3

Sheep 114 1] 289 23 242 23 202 2 156 2 334 2.3

Sheep 68 n 289 2.3 242 2.3 200 3 158 1.3 334 2.3

Sheep 81 n 289 2.3 242 2.3 200 3 158 1.3 334 2.3

Isolats de toxoplasmoses animales aux USA

CT1 | 291 1 248 1.6 204 1 158 1.3 340 1

WTD1 /1 289 23 242 2 204 1 158 1.3 334 2.3

CEP n 289 23 242 3 200 3 158 1.3 334 2.3

T61 I/ 1*oull/1* 289 2.3 242 2 206 5 158 1.3 334 2.3

ME49 1l 289 23 242 2 202 2 156 2 334 23

M7741 I 289 23 242 3 200 3

B73 I/ loull /NI 289 2.3 242 2 202 2

B41 1* 289 2.3 242 2 202 2

P89 "/ 291 1 242 2.3 200 3

P80 e/ 291 1 242 3 200 3

P1-2000-PT12 Il 289 2.3 242 2.3 202 2

P1-2001-PT12 Il 289 2.3 242 2.3 202 2

P93-PT12 Il 289 23 242 2.3 202 2

C56 1] 289 23 242 23 200 3 158 13 334 23
Isolats de toxoplasmoses animales en Amérique lagin

CK358 Atypique 289 2.3 242 2.3 200

CK196 Atypique 289 2.3 242 2.3

CK215 Atypique 289 23 242 2.3

CK194 Atypique 289 23 242 2.3

CK211 Atypique 289 23 242 2.3

CK207 Atypique 289 23 242 2.3

CK212 Atypique 289 2.3 242 2.3

CK214 Atypique 289 2.3 242 2.3

CK305 Atypique 291 1

CK309 Atypique 291 1

CK313 Atypique 291 1

CK314 Atypique 291 1

CK315 Atypique 291 1

CK332 Atypique 291 1

CK335 Atypique 291 1

CK337 Atypique 291 1

CK351 Atypique 291 1

CK364 Atypique 291 1

CK342 Atypique 291 1

CK323 Atypique 291 1 242 23 2

CK328 Atypique 291 1 242 23 3

CK341 Atypique 291 1 242 23 3

CK199 Atypique 291 1 242 23 2

CK200 Atypique 201 1 242 2.3 2

CK201 Atypique 201 1 242 2.3 2

CK204 Atypique 201 1 242 2.3 3

CK218 Atypique 201 1 242 2.3 3

CK216 Atypique 291 1 248 1 3

CK197 Atypique 291 1 242 23 3

CK307 (WA 291 1 248 1 200 3 158 13 1

CK312 (WA 291 1 248 1 200 3 158 13 340 1

CK316 (WALl 291 1 248 1 200 3 158 1.3 340 1

CK340 (WALl 291 1 248 1 200 3 158 1.3 340 1

CK343 (WALl 291 1 248 1 200 3 158 1.3 340 1

CK347 (WALl 291 1 248 1 200 3 158 1.3 340 1

CK198 (WA 291 1 248 1 200 3 158 13 340 1

CK202 (WA 291 1 248 1 200 3 158 13 340 1

CK353 (WAl 291 1 242 23 200 3

CK319 I+ 291 1 242 2.3 202 2

CK203 1/ 291 1 242 2.3 202 2

CK300 I/ 291 1 242 2.3 202 2

CK195 I/ 291 1 242 2.3 202 2
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Isolat Type TUB2G TUB2A W35G W35 A TgM-A G TgM-A A B18 G B18A B17G B17 A

CK213 71 291 1 242 23 202 2 158 13 336 4
CK206 i 289 2.3 242 2.3 202 2 158 1.3 340

CK345 nii 289 2.3 242 2.3 200 3 158 1.3 340 1
CK357 nii 289 2.3 242 2.3 200 3 158 1.3 340 1
CK208 n /o 289 2.3 242 2.3 200 3 340 1
CK304 n 289 23 242 23 200 3 158 1.3 334 2.3
CK344 n 289 23 242 23 200 3 158 1.3 334 2.3
CK205 e 289 23 242 2.3 200 3 158 1.3

CK209 e 289 23 242 2.3 200 3 158 1.3

CK210 1= 289 2.3 242 2.3 200 3 158 1.3

CK217 1= 289 2.3 242 2.3 200 3 158 1.3
CO-2005-GAL-DOM-177 (WALl 291 1 248 1.6 204 1 158 1.3

Tg-CK-AR23 Atypique 242 2 202 2 156 2

OPA n 289 2.3 242 3 200 3 158 13

PIG 3 1 289 23 242 23 202 2

ENVL-2002-MAC /i 291 1 242 3 200 3 158 13 334 23
IH-2004-PGE89 1 289 23 242 23 202 2 156 2 334 32
IH-2005-PGE 101 1l 289 2.3 242 23 202 2 156 2 334 23
IH-2005-PGE 102 1l 289 2.3 242 23 202 2 156 2 334 23
GUY-2004-JAG1 Atypique 289 23 242 2 198 4 158 1.3 334 2.3
CASTELLS Atypique 287 4 242 2 202 2 156 2 356 8
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Annexe 2. Séquences de marqueurs microsatellif&fB2
W35 TgM-A B18 et B17 pour 74 isolats del'oxoplasma
gondii.
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Isolat Type TUB2(CA)n W35 (TC)n(TG)n TgM-A(TG)n B18 (CA)n B17 (TC)n
REN-2002-VAL 1l 7 (TC)7 (TG)2 8 9 (TC)7
IPP-2002-BAT n /i 8 (TC)6 (TG)3 7 11 (TC)7
TOU-2002-ALI I/ nx 7 (TC)7 (TG)2 7 10 (TC)8
CAE-2005-LEF 1/ (TC)6 (TG)3

RMS-1994-LEF Atypique 8 (TC)7 (TG)2 7 10 (TC)20
RMS-2001-MAU Atypique 7 (TC)7 (TG)2 10 10 (TC)7
IPP-2002-URB Atypique 6 (TC)7 (TG)2 8 10 (TC)16
MAR-2000-HOU Atypique 7 (TC)7 (TG)2 7 10 (TC)10
GUY-2004-ANG1 Atypique 7 (TC)9 (TG)2 6 9 (TC)8
IPB-2003-COG n/nm 7 (TC)7 (TG)2 7 9 (TC)7
CCH-2005-REN I/ (TC)6 (TG)3

DPHT (WALl (TC)10 (TG)2

IPP-2003-KAN 1/m 8 (TC)10 (TG)2 7 10 (TC)10
LIL-2003-BRI I/ 1% ou Il / 1II* 7 (TC)7(TG)2 10 10 (TC)7

FOU (WALl (TC)10 (TG)2

LPN-2002-SEE n 7 (TC)6 (TG)3 7 10 (TC)7
PSP-2003-ERO 1/ 1* 8 (TC)6 (TG)3 7 11 (TC)10
RMS-2003-DJO (WALl 8 (TC)10 (TG)2 7 10 (TC)10
PSP-2003-KOM 1/ 8 (TC)9 (TG)3 7 10 (TC)10
CRL-2004-MOT nii 8 (TC)10 (TG)2 7 10 (TC)7
CCH-2004-NIA i 7 (TC)10 (TG)2 7 10 (TC)7
LEG-NJA 1] 7 (TC)6 (TG)3 7 10 (TC)7

BOU I1* 7 (TC)8(TG)2 8 9 (TC)7

ATIH | 8 (TC)10 (TG)2 9 10 (TC)10
DUCH /1 (TC)10 (TG)2

WIK 1/ 8 (TC)10 (TG)2 7 10 (TC)10
LPN-2003-FOU Atypique 6 (TC)7 (TG)2 8 10 (TC)16
GUY-2004-ANG Atypique 7 (TC)9(TG)2 6 9 (TC)8
GUY-2004-ABE Atypique 7 (TC)9(TG)2 6 9 (TC)8
GUY-2004-TER Atypique 7 (TC)9(TG)2 6 9 (TC)8
GUY-2004-TER1 Atypique 7 (TC)9(TG)2 6 9 (TC)8
GUY-2003-BAS Atypique 7 (TC)7 (TG)2 6 (CA)2CG(CA)7  (TC)7TT(TC)3
GUY-2004-ITI Atypique 8 (TC)3CC(TC)5(TG)2 8 11 e

VAND Atypique 8 (TC)7 (TG)2 6 11 (TC)7TT(TC)3
RUB Atypique 7 (TC)6 (TG)3 7 15 (TC)19
GUY-2002-MAT Atypique 8 (TC)BTT(TG)2 6 10 (TC)3TTCY3
GUY-2003-MEL Atypique 7 (TC)7 (TG)2 6 9 (TC)7TT(T®)
GUY-2001-DOS Atypique 7 (TC)3CC(TC)5(TG)2 6 10 (TaTY(TC)3
GUY-2002-KOE Atypique 7 (TC)3CC(TC)5(TG)2 6 (CA)2QTA)7 (TC)8
GUY-2003-ADA Atypique 8 (TC)3CC(TC)5(TG)2 7 13 (TE)
GUY-2004-AKO Atypique 8 (TC)3CC(TC)3(TG)2 6 10 (&)
GUY-2004-LAB Atypique 8 (TC)4TG(TC)2(TG)2 6 10 (TEJT(TC)3
CH1 /1 7

BEV Il 7 (TC)7 (TG)2 8 9 (TC)7
WTD1 n/i 7 (TC)7 (TG)2 9 10 (TC)7

CEP Il 7 (TC)6 (TG)3 7 10 (TC)7

T61 I/ *oull/ HI* 7 (TC)7 (TG)2 10 10 (TC)7

ME49 Il 7 (TC)7 (TG)2 8 9 (TC)7
M7741 I 7 (TC)6 (TG)3 7 10 (TC)7

B73 I/ Toull /1N 7 (TC)7 (TG)2 8 10 (TC)7

B41 1* 7 (TC)7 (TG)2 8 11 (TC)7

P80 IIWAVALK 8 (TC)6 (TG)3 7 9 (TC)13
CK196 Atypique (TC)10
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Isolat Type TUB2(CA)Nn W35 (TC)n(TG)n TgM-A(TG)n B18 (CA)n B17 (TC)n
CK214 Atypique (TC)13
CK305 Atypique (TC)20
CK313 Atypique (TC)22
CK314 Atypique (TC)21
CK315 Atypique (TC)19
CK332 Atypique (TC)20
CK337 Atypique (TC)17
CK351 Atypique (TC)19
CK364 Atypique (TC)21
CK328 Atypique (TC)22
CK341 Atypique (TC)22
CK199 Atypique (TC)8
CK200 Atypique (TC)8
CK201 Atypique (TC)8
CK204 Atypique (TC)8
CK218 Atypique (TC)8
CK197 Atypique (TC)20
OPA 1 7 (TC)6 (TG)3 7 10 (TC)7
ENVL-2002-MAC /i 8 (TC)6 (TG)3 7 10 (TC)7
GUY-2004-JAG1 Atypique (TC)7 (TG)2 6 10 (TC)7
CASTELLS Atypique 6 (TC)7 (TG)2 8 9 (TC)18
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