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Introduction

La toxoplasmose est une anthropozoonose ubiquitaire due a un parasite Toxoplasma gondii,
protozoaire a développement intracellulaire obligatoire appartenant au phylum des Apicom-
plexa, a la classe des Sporozoae et a la sous-classe des Coccidia. Elle touche la plupart des
animaux a sang chaud dont I’Homme. Le cycle est hétéroxene, il comprend un hote définitif
de la famille des félidés, le souvent le chat et des hétes intermeédiaires : les mammiferes et les
oiseaux. La contamination humaine se fait essentiellement par ingestion d’aliments tels que
les légumes contaminés par les feces du chat contenant des oocystes sporulants ou la viande
mal cuite contenant des kystes.

L’infection est le plus souvent asymptomatique chez I’Homme immunocompétent et entraine
la persistance a vie de kystes dans les muscles et le systeme nerveux central ainsi qu’une im-
munité protectrice avec développement d’immunoglobulines G spécifiques anti-Toxoplasma
gondii. Sur certains terrains, tels que la grossesse ou I’immunodépression, I’infection peut
étre tres grave. Chez la femme enceinte non immunisée, le toxoplasme pourra traverser le
placenta et infecter le feetus entrainant éventuellement une mort feetale in utero ou des Iésions
séveres, principalement cérébrales ou oculaires (1). Ainsi, Toxoplasma gondii est responsable
pour I’année 2014 de 179 cas de toxoplasmose congénitale déclarés en France (2).

Un programme de prévention a été mis en place en France reposant sur le dépistage sérolo-
gique de toutes les femmes enceintes et le suivi mensuel des femmes enceintes non immuni-
sées contre la toxoplasmose. Le diagnostic d’une séroconversion doit étre le plus précoce
possible afin que la femme enceinte bénéficie d’une prise en charge adaptée qui diminuerait le
risque de lésions feetales. De nombreux réactifs sont commercialisés pour la détection des 1gG
anti-Toxoplasma gondii et présentent des qualités analytiques similaires, cependant leur utili-
sation depuis de nombreuses années a mis en évidence une différence importante concernant

la précocité de détection des IgG lors d’une séroconversion.

15



L’objectif de ce travail de thése est de comparer le délai de détection des IgG anti Toxo-
plasma gondii, lors d’une séroconversion chez la femme enceinte, parmi sept kits commer-

ciaux différents.
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Toxoplasma gondii

1. Les différentes formes du parasite

Le parasite existe sous trois formes infectantes :

1.1. L’oocyste : forme de résistance dans le milieu extérieur
Les oocystes sont des structures ovoides de 9 & 11 um de long sur 11 & 14 um de large qui
résultent d’une reproduction sexuée se déroulant dans les cellules intestinales de I’h6te défini-
tif, le chat (3). L’oocyste immature, une fois libéré dans les féces du chat, va subir, en
quelques jours, la sporogonie pour donner un oocyste mature infestant contenant deux sporo-
cystes contenant chacun quatre sporozoites (futurs tachyzoites) (4). Cet oocyste infestant,
grace a sa paroi, peut résister dans un sol humide plus d’une année. Tres sensibles a la cha-
leur, les oocystes sont rapidement inactivés a partir de 60°C pendant une minute (5). Les oo-

cystes représentent la forme de contamination principale des herbivores et de I’Homme.

1.2. Le tachyzoite : forme végétative invasive a multiplication rapide
Dérivant du sporozoite, le tachyzoite est la forme libre proliférative et infectieuse chez I’hote
intermédiaire. 1l a une forme de croissant, mesurant 6 a 10 microns de long sur 2 a 3 microns
de large. Il est asymétrique et posséde a son extrémité le complexe apical qui lui permet de
pénétrer activement dans tout type de cellules. Le complexe apical comprend le conoide, les
rhoptries, les micronémes et les granules denses. La représentation schématique du tachyzoite

est illustrée dans la Figure 1 :

Figure 1 : Ultrastructure du tachyzoite de Toxoplasma gondii (6)
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A I’intérieur des cellules du systeme phagocytaire mononucléé, les tachyzoites s’entourent
d’une vacuole parasitophore qui les protege de la lyse intracellulaire. Les tachyzoites se mul-
tiplient dans les cellules par endodyogénie (processus de reproduction asexuée) jusqu’a
gu’elles soient remplies de parasites. A ce stade, les tachyzoites sortent pour envahir de nou-
velles cellules. En 48h, la cellule héte peut contenir jusqu’a une cinquantaine de tachyzoites ;
elle devient globuleuse et forme un pseudo-kyste au sein duquel les tachyzoites se multiplient
de plus en plus lentement, se transformant en bradyzoites.

Le tachyzoite est la seule forme capable de traverser le placenta.

1.3. Le kyste : forme de résistance dans les tissus a croissance lente

Les bradyzoites, dont la structure est trés proche de celle des tachyzoites, se multiplient tres
lentement a I’intérieur de la vacuole parasitophore. La membrane de la vacuole parasitophore,
via les sécrétions parasitaires, va devenir plus épaisse et tres résistante aux attaques enzyma-
tiques pour aboutir a une paroi kystique. La paroi kystique, imperméable aux anticorps et aux
médicaments, permet la persistance du parasite a I’état latent dans les kystes intracellulaires
durant toute la vie de I’héte. Les kystes persisteront préférentiellement dans les neurones, les
astrocytes, les cellules musculaires et dans les cellules rétiniennes compte tenu du fait que ces
cellules sont moins exposées a la réponse immunitaire. 1ls ont un aspect sphérique dans le
cerveau et ovoide dans les muscles. Leur taille est variable de 10 um & 200 um et ils peuvent
contenir jusqu’a des milliers de bradyzoites (7).

Les kystes sont la forme de contamination principale des carnivores. lls sont trés résistants a
I’acidité gastrique et sont détruits par une cuisson de 67° au cceur de la viande (8) ou par une

congélation a -18°C pendant 3 jours avant cuisson de la viande (9,10).
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2. Lecycle parasitaire

2.1. Infection de I’héte définitif : le chat
Le chat se contamine habituellement en ingérant des kystes contenus dans la chair de ses
proies (petits rongeurs, oiseaux). Il s’infecte, plus rarement, par ingestion d’oocystes matures
souillant la terre et les végétaux. Les sporozoites (contenus dans les oocystes) ou les brady-
zoites (contenus dans les kystes) évoluent rapidement en tachyzoites. Deux cycles coexistent
alors :

- le cycle intestinal au cours duquel une phase de reproduction asexuée (schizogonie)
est suivie d’une différenciation en gametes male et femelle (gamétogonie) qui permet
la réalisation d’un cycle sexué. La fécondation donne naissance, dans la lumiére intes-
tinale, a des oocystes immatures qui sont éliminés dans le milieu extérieur par millions
via les feces du chat. Les oocystes rejetés subissent une maturation (sporogonie) en 2 a
7 jours dans I’environnement, aboutissant au stade d’oocystes sporulés contenant deux
sporocystes, chacun abritant quatre sporozoites infectieux. L’élimination des oocystes
débute 3 a 10 jours apres I’infection et peut durer jusqu’a 20 jours. Les chats infectés
et en particulier les jeunes chats peuvent libérer jusqu’a plusieurs millions d’oocystes
dans leurs féeces.

- le cycle extra-intestinal : une multiplication asexuée se déroule également dans les tis-
sus extra-intestinaux avec circulation de tachyzoites par voie sanguine et lymphatique

et formation secondaire de kystes tissulaires.

2.2. Infection des hétes intermédiaires : la femme enceinte, le feetus
La contamination humaine est principalement alimentaire. Elle est due a I’ingestion
d’oocystes matures souillant les légumes, les fruits, I’eau, les mains, ou de kystes présents
dans la viande (mouton +++, chevre, porc...) mal ou insuffisamment cuite. Dans I’estomac,

la paroi des kystes ou des oocystes est digérée afin de libérer les bradyzoites ou sporozoites
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qui traversent rapidement la paroi intestinale puis se différencient en tachyzoites. Les tachy-
zoites, se multiplient dans les macrophages et cellules dendritiques et disséminent par voie
sanguine et lymphatique dans I’organisme. C’est au cours de cette étape que la transmission
congénitale peut avoir lieu.

La transmission interhumaine est possible lors d’une transplantation d’organe (kystes) ou
d’une transfusion sanguine (tachyzoites) mais le cas le plus fréquent est la transmission ver-
ticale (tachyzoites), de la mére a I’enfant, lors d’une primo-infection chez la femme enceinte.
En effet lors de la phase aigué de parasitémie au cours de la grossesse, les tachyzoites coloni-
sent le placenta par invasion des cellules trophoblastiques et peuvent par la suite infecter le
feetus. Une réponse immunitaire de type Th-1 (INFy) se met en place localement limitant la
réplication parasitaire mais entrainant des zones de nécrose et d’inflammation ce qui aug-
mente le risque de thromboses placentaires, d’atteinte feetale et d’avortement précoce. Dans
un second temps la réponse immunitaire type Th-2 prend le relai assurant une tolérance fceto-
maternelle mais amplifiant la réplication du parasite. L’infection placentaire est un préalable a
la transmission feetale et le délai entre les deux est tres variable méme si dans la majorité des
cas ce délai semble étre assez rapide (11). La dissémination du parasite chez le feetus peut

entrainer une atteinte multiviscérale (cerveau, eeil, foie, poumon).
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La toxoplasmose

1. Prévalence mondiale

La prévalence de la toxoplasmose est tres variable d’un pays a I’autre (10 a 80%) en fonction
des habitudes alimentaires (consommation de viande peu cuite), des conditions d’hygiene, des
conditions d’élevage des animaux domestiques, de la présence de félidés dans
I’environnement et du climat. Ainsi la prévalence est plus élevée en Amérique latine et en
Afrique tropicale, régions ou le climat chaud, humide et de basse altitude est favorable a la
survie et a la sporulation des oocystes. Elle sera plus faible dans les régions telles que

I’Amérique du Nord, I’Europe du Nord et I’Asie du Sud-Est (12).
2. Prévalence en France

2.1. Population générale
La toxoplasmose est I’une des infections les plus fréquentes en France avec des valeurs de
séroprévalence chez I’adulte comprise entre 20 et 55% qui varient entre les régions en lien

avec des conditions climatiques et des habitudes alimentaires différentes (13).

2.2. Femmes enceintes
La séroprévalence de la toxoplasmose chez les femmes enceintes ne cesse de diminuer au fil
des années. Elle a diminué de moitié en 50 ans et s’explique par des changements de modes
de vie tels que : I’'amélioration de I’hygiene individuelle, alimentaire et industrielle, la baisse
de 30% de la consommation de viandes ovines en 20 ans, la surgélation des aliments, le suivi
par les femmes enceintes séronégatives des mesures hygiéno-diététiques et I’alimentation des
chats de plus en plus industrielle. Cette séroprévalence était a 80% en 1960, 66% en 1980,
54,3% en 1995, 43,8% en 2003 et 36,7% en 2010 (14,15). Cette baisse de la séroprévalence
entraine une augmentation du nombre de femmes enceintes nécessitant un suivi sérologique

mensuel et par conséquent un codt supplémentaire pour la prise en charge de la grossesse
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d’ou une remise en question par I’HAS du dépistage obligatoire et du suivi sérologique des
femmes séronégatives (16).

Chez les femmes de nationalité francaise, la seroprévalence augmente significativement avec
I’age maternel et est significativement associée a la région de résidence. En 2010, la séropré-
valence était de 26,5% chez les 20-25 ans contre 48,4% chez les plus de 35 ans. Les séropré-
valences les plus élevées, de I’ordre de 45%, sont observées dans les régions du Sud de la
France en particulier dans le sud-ouest (Aquitaine), en région parisienne et en Outre mer. Les
séroprévalences les plus faibles, de I’ordre de 25%, sont observées dans le nord-est notam-
ment en Alsace (14,17,18)(Figure 2). Ce gradient géographique Est-Ouest s’explique, en
dehors d’habitudes alimentaires régionales différentes, par le climat tempéré et humide du
sud-ouest favorisant la conservation des oocystes dans le sol contrairement au climat sec et
plus froid de nord-est. Par ailleurs, en France, une corrélation positive a été mise en évidence
entre la consommation régionale de viande de mouton et la prévalence de la toxoplasmose.

Le risque de séroconversion a été estimé entre 1,9 pour 1000 femmes enceintes séronéga-

tive (19,20).

Figure 2 : Séroprévalence de la toxoplasmose chez les femmes enceintes selon la région d’habitation, stan-
dardisée sur I’age (18)
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3. Prévention chez la femme enceinte séronégative

Chez les femmes enceintes non immunisées vis-a-vis de la toxoplasmose, une sérologie men-
suelle doit étre réalisée tous les mois afin de dépister une éventuelle infection. Des mesures
hygiéno-diététiques doivent également étre suivies afin d’éviter I’ingestion de kystes ou
d’oocytes (10,16,21) :

- Bien cuire la viande (mouton, agneau, porc, beeuf cheval) a une température d’au
moins 67°C au cceur de la viande. Eviter la consommation de viande crue ou insuffi-
samment cuite sinon la congeler au préalable a -18°C pendant au moins trois jours
(8,9).

- Bien se laver les mains aprés le jardinage, le changement de la litiere du chat, la mani-
pulation de fruits et 1égumes souillés par de la terre, la manipulation de viande crue et
avant chaque repas.

- Eviter le jardinage ou porter des gants et bien se laver les mains apres.

- Faire laver a I’eau bouillante la litiére quotidiennement par un tiers ou le faire avec des
gants et bien se laver les mains apreés. Les chats résidant strictement en appartement et
recevant une alimentation traitée par la chaleur (conserves et croquettes) ne sont pas
concernés par cette mesure car ils ne sont pas exposés au danger.

- Bien laver les fruits, Iégumes, herbes aromatiques contaminés par de la terre et qui se-
ront consommeés crus. Nettoyer a grande eau les ustensiles et plans de travail ayant pu
étre contaminés par la terre. Bien se laver les mains apres avoir cuisiné et avant de
passer a table. Eviter de consommer des crudités dont on ne connait pas la maniere
dont ils ont été lavés.

- Atitre de précaution éviter la consommation de viande fumée, saumurée ou marinée,
de lait de chévre cru, de mollusques et coquillages consommeés crus.

En 2000, une étude multicentrique a estimé que le risque de séroconversion toxoplasmique

était plus important avec la consommation de viande insuffisamment cuite que par le contact
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avec de la terre contaminée (16). Le rapport de I’InVS affirme un lien direct entre la con-
sommation de viande ovine et la séroprévalence de la toxoplasmose (18). Cependant en
I’absence de méthodes sensibles et normalisées de détection du parasite dans les denrées ali-
mentaires et dans I’environnement, il n’est pas possible de préciser la part respective des dif-

férents modes de contamination.

4. Risque de transmission maternofcetale

La fréquence avec laquelle le parasite va traverser la barriére placentaire dépend de plusieurs
facteurs : du type de la souche infectante, de la taille de I’inoculum, de la réponse immunitaire
de la mére mais surtout du terme de la grossesse. La transmission maternofoetale globale
est estimée a 30% chez les femmes faisant une séroconversion au cours de leur grossesse

(22).

Il existe trois principaux génotypes de Toxoplasma gondii (génotypes I, Il et I11) (23,24) qui
different par :
- la virulence de la souche (une souche virulente met moins de 10 jours pour tuer une
souris apres inoculation intra péritonéale),
- la vitesse de multiplication en culture cellulaire responsable d’une immunité spéci-
fique plus ou moins rapide,
- la capacité de migration a travers les barriéres biologiques a I’origine de localisations
différentes.
Par ordre croissant de virulence, le génotype Il est le moins virulent avec un faible taux de
multiplication, suivi du génotype 111, du génotype | et puis des autres génotypes. La distribu-
tion géographique des génotypes est variable en fonction des régions du globe. Les trois types
majeurs sont plutdt localisés en Europe et aux Etats-Unis alors que I’on retrouve une diversité
génétique plus étendue dans les autres pays tels que ceux de I’Amérique du Sud avec des gé-

notypes atypiques. Tous les génotypes peuvent infecter I’lhomme, mais en France métropoli-
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taine une large prédominance du génotype Il et de ses variants est retrouvée. Le type Il et
ses variants représentaient en 2014, 83,5% des isolats génotypables et 88% des toxoplasmoses
congénitales en 2014 (2). Il faut noter que les génotypes atypiques peuvent étre responsables

de toxoplasmose plus sévére (25).

Le risque de transmission verticale augmente avec I'age gestationnel, allant de 6 % a
13SA a 72% a 36 SA alors que la séverité des infections congénitales diminue (26)
(Tableau 1). Le passage du parasite au placenta se fait en tout début d’infection, au moment
de la parasitémie, alors que la mere est asymptomatique. Le passage du tachyzoite, du placen-
ta au feetus peut étre plus long et aléatoire, le placenta jouant ici son role de filtre. Le placenta
devient de plus en plus perméable au fil de la grossesse ce qui explique que le risque de
transmission maternofcetale soit maximum en fin de grossesse. Parallelement le feetus déve-
loppe son systeme immunitaire tout au long de la grossesse. Ainsi en début de grossesse, il est
trés peu probable que le parasite passe le placenta mais si tel est le cas alors I’atteinte sera trés
sévere en raison de I’'immaturité immunologique de I’embryon, avec des risques de
d’avortements, de retard de croissance in utéro, de prématurité, d’encéphaloméningomyélite
(calcifications intracraniennes, hydrocéphalie, microcéphalie, choriorétinite, troubles neurolo-
giques...) ou de forme disséminée avec possible anasarque feetale. A contrario en fin de gros-
sesse, le risque de passage placentaire est tres élevé mais la toxoplasmose congénitale sera le
plus souvent infraclinique c’est-a-dire asymptomatique a la naissance et, éventuellement, as-
sociée a la survenue plus tardive de Iésions oculaires de type choriorétinites. En 2014, la pré-
valence globale de toxoplasmose congénitale était estimée a 2,2 pour 10 000 naissances ce
qui représentent 179 cas de toxoplasmoses congénitales dont la grande majorité étaient

asymptomatiques a la naissance (2).
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Tableau 1 : Risque de transmission maternofcetale et sévérité de I’atteinte feetale selon le terme de la gros-
sesse (22)

Un traitement prénatal instauré dans les quatre semaines post-contamination diminuerait la
fréquence et la sévérité des lésions intracraniennes et des choriorétinites chez I’enfant

(27,28,29,30,31).
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Sérodiagnostic chez la femme enceinte

1. Cadre réglementaire

La fréquence et la gravité des toxoplasmoses congénitales ont conduit a la mise en place d’un
programme de prévention de la toxoplasmose congénitale, avec émission de recommanda-
tions de prévention par le Conseil Supérieur d’Hygiéne Publique de France.

Dés 1978, le décret n° 78-396 du 17 mars 1978 (abrogé par la loi du 20 décembre 2007
n°2007-1787) recommande la réalisation d’un dépistage sérologique systématique des
femmes de moins de 50 ans non immunes lors de I’examen prénuptial. La circulaire n°605 du
27 septembre 1983 recommande I’information des femmes enceintes non immunes sur les
moyens de prévention contre la toxoplasmose. Le décret n°® 92-144 du 14 février 1992, im-
pose un dépistage sérologique de la toxoplasmose avant la fin du premier trimestre de la
grossesse en I’absence de résultats prouvant I’immunité acquise, ainsi qu’une surveillance par
un suivi sérologique mensuel des femmes enceintes séronégatives jusqu’a I’accouchement.
La législation impose de réaliser le diagnostic sérologique par au moins deux techniques dif-
férentes afin de rechercher deux isotypes différents dont les IgG et de pratiquer un titrage
en unités internationales pour les 1gG (UlI/mL).

L’enquéte 2006 du CNR révélait que 86% des 28 laboratoires spécialisés utilisaient au moins
deux techniques de dosage contre 34% des 58 laboratoires privés non spécialisés participants
a I’enquéte (32). En pratique, la majorité des laboratoires non spécialisés utilisent une seule
technique, en général une technique immunoenzymatique commerciale. Les résultats du
CNQ toxoplasmose de I’ANSM de novembre 2012 le confirme ; 80% des laboratoires (1162
participants) utilisent une seule technique pour le dosage des IgG (Annexe 1) et 90% des par-

ticipants utilisent une technique immunoenzymatique (33).
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La seconde sérologie doit étre effectuée trois semaines plus tard avec les mémes techniques et
dans le méme laboratoire. En cas de titre limite, ou de suspicion d’une infection récente, une
reprise en paralléle des deux sérums est préconisée.

Le laboratoire doit mentionner sur son compte-rendu les techniques utilisées avec les valeurs
seuils et le résultat doit étre accompagné d’une conclusion argumentée avec interprétation du
profil sérologique et des modalités du suivi. Il a également I’obligation de conserver a -20°C
tous les sérums analysés pendant au moins 1 an.

La détermination du statut immunitaire de la future mére vis-a-vis de la toxoplasmose avant la
conception permettrait de limiter les difficultés d’interprétation des sérologies au cours de la
grossesse. Ainsi pour les femmes en age de procréer, il pourrait étre utile de prévoir une séro-
logie lors de la prescription d’un moyen de contraception et a I’arrét de celui-ci en cas de
premiére sérologie négative. De méme, un dernier contrdle sérologique 3 semaines a 1 mois
aprées I’accouchement est fortement conseillé pour détecter les séroconversions en fin de gros-

Sesse.

2. Cinétique des anticorps

Lors de I’infection aigué, la dissémination des tachyzoites suscite une réponse immunitaire
humorale (IgM, IgA, IgG, Figure 3 (24) et IgE) et cellulaire qui va contrdler la circulation des
parasites en une a deux semaines. Parallelement des kystes intracellulaires se forment en 10 a
15 jours préférentiellement dans les tissus peu exposés aux anticorps (muscles, cerveau, ré-
tine) et vont alors produire des antigénes qui traversent la membrane kystique ce qui permet
d’entretenir I’immunité acquise qui sera protectrice contre toute nouvelle infection a condition
que le sujet soit immunocompétent ; c’est la phase chronique de la maladie. Le diagnostic de
la toxoplasmose chez la femme enceinte méme en phase aigué repose donc sur le dépistage

d’anticorps spécifiques compte tenu de la brieveté de la parasitémie sanguine.
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Les IgM sont les premiers anticorps synthétisés au cours de I’infection. Ils apparaissent en
général 7 jours apres la contamination, atteignent un plateau entre 1 et 2 mois et puis vont
progressivement diminuer pour se négativer en général en 9 mois. Chez certains patients, les
IgM persistent plus de deux ans apres I’infection. Ces taux résiduels d’IgM spécifiques sont
détectés trés longtemps apres I’infection aigué par la majorité des techniques récentes du fait
de leur sensibilit¢ de plus en plus améliorée, ce qui peut conduire a une difficulté
d’interprétation des résultats sérologiques (34,35,36).

La sécrétion des IgA survient dans le premier mois de I’infection avec une cinétique compa-
rable a celle des IgM si ce n’est que la négativation sera plus rapide entre 3 et 6 mois dans la
majorité des cas. Les IgA sont de bons marqueurs d’infection récente car il n’existe pas
d’anticorps naturels de type IgA, toutefois ils ne sont pas synthétisés dans 5% des infections
aigués ce qui limite leur utilisation. Ils sont, surtout, utilisés dans le diagnostic néonatal de
toxoplasmose congénitale et dans les cas de réactivation chez les immunodéprimés du fait de
leur grande spécificité.

Les IgG, apparaissent 1 a 3 semaines apres I’apparition des IgM. Les IgG de spécificité
anti-membranaire apparaissent 2 semaines environ aprés la contamination, augmentent rapi-
dement pour atteindre leur maximum a 2 mois post contamination. Elles sont détectées par les
techniques utilisant des antigenes membranaires (Dye-Test, IFI...). Les 1gG de spécificité
anti-cytoplasmique sont détectées, par des méthodes immunoenzymatiques utilisant des anti-
genes solubles, plus tardivement vers 1 mois et atteignent leur maximum vers 3 mois. Les IgG
se stabilisent pendant 6 a 8 mois et au bout d’un an elles vont commencer a diminuer progres-
sivement pour persister a vie mais a de faibles titres parfois trés proches du seuil de positivité.
Les concentrations résiduelles en 1gG sont le témoin d’une infection ancienne et chez la
femme enceinte le témoin d’une immunité protectrice pour son enfant. L’avidité des ces IgG

augmente lentement durant les quatre premiers mois.
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Figure 3 : Cinétique des anticorps dans une infection toxoplasmique (24)

Le diagnostic d’une infection toxoplasmique aigué repose, donc, sur :

- I’apparition d’anticorps spécifiques IgM, IgA puis IgG signant la séroconversion,
ou

- I’ascension significative des 1gG (avec ou sans IgM) sur deux prélévements réalisés a

trois semaines d’intervalles (le titre des anticorps doit étre au moins multiplié par 2).

En effet, le dosage des IgM est réalisé avec les mémes trousses de dépistage que celles utili-
sées pour les IgG mais la spécificité de ces techniques commercialisées n’est pas excellente,
(37,38) car elles détectent les IgM naturelles ou issues d’une réaction intercurrente non spéci-
fique. Ainsi I’apparition d’IgM seule peut-étre le témoin du début d’une séroconversion (IgM
spécifiques) ou d’une réaction non spécifique. Le diagnostic d’infection aigué ne peut, donc,
se baser exclusivement, sur la positivité des IgM qui doivent étre associées avec une cinétique
des 1gG compatible avec une infection aigué. Il est donc indispensable de détecter ces IgG
tres précocement au cours de I’infection afin de proposer une prise en charge rapide de la pa-
tiente. Cependant, selon la nature des antigénes utilisés par les fabricants de réactifs, la détec-
tion des IgG sera plus ou moins précoce car I’organisme élabore en premier lieu les immuno-
globulines spécifiques dirigées contre les antigenes membranaires, puis contre les antigenes

cytoplasmiques du parasite.
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3. Techniques sérologiques pour la détection des IgG

Les techniques de dosage des anticorps peuvent utiliser des antigénes figurés ou des antigénes
solubles. Les antigenes figurés ou antigénes membranaires ou antigenes de surface, sont des
tachyzoites entiers, vivants ou fixés. Les antigénes solubles, sont des extraits de tachyzoites,
vivants inactivés ou recombinants, composés d’un mélange d’antigenes cytoplasmiques et
d’antigénes membranaires en proportion variable qui n’est jamais précisé par le fabricant.
Une proportion plus importante en antigéne membranaire permet une détection plus précoce
des anticorps.
Il existe plus d’une quarantaine d’antigenes différents qui stimulent I’immunité de
I’organisme infecté. La mosaique antigénique du toxoplasme est d’autant plus complexe que
les antigénes sont caractéristiques du stade évolutif (tachyzoite ou bradyzoite), différents se-
lon la souche de toxoplasme et peuvent pour certains étre communs avec des antigenes de
I’environnement a I’origine de la détection d’IgM naturelles. Parmi ces antigenes, on peut
citer :

- Les antigénes membranaires SAG : SAG1 (p30), SAG2 (p22), SAG3...
Les antigenes membranaires sont les premiers antigénes contre lesquels les anticorps sont
élabores. L antigéne SAG1 qui correspond a une protéine de surface de poids moléculaire de
30 kDa (p30) est le plus immunogéne des antigenes parasitaires. Il représente 5% des pro-
téines du tachyzoite et n’a pas de réactions croisées avec d’autres antigénes. Les anticorps
anti-SAGL1 sont les plus précoces et leur révélation via I’apparition de la bande 30 sur le Wes-
tern Blot est le marqueur le plus précoce d’un début de séroconversion.

- Les antigénes cytoplasmiques :
Antigéne d’organelles internes IE
Antigéne de Rhoptries ROP : ROP1 (p66), ROP2 (p54)...
Antigene de granules denses GRA : GRA1 (p24), GRA2 (p28), GRA3, GRA4 (p4l), GRAS,

GRAT7 (p29), GRAS (p35)...
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Les antigénes GRA2 et GRA7 sont détectés précocement au cours de I’infection aigué soit
dans les heures qui suivent I’infection (39,40). L antigéne GRA8 (p35) est détecté quelques
heures apres I’infection mais persiste également durant I’infection chronique. Ainsi 8% des
infections anciennes ont des anticorps anti GRAS8 (41).

Les techniques utilisant des antigénes figurés (Dye test, IFI, Agglutination directe sensibili-
sée) sont plus précoces dans la détection de I’infection aigué que celles utilisant les antigénes
solubles (Agglutination indirecte, Techniques immunoenzymatiques, Western Blot). La ciné-
tique d’apparition des anticorps, lors d’une séroconversion, est donc différente suivant la
technique utilisée, dépendamment de la constitution antigénique du kit. Le choix des tech-
niques doit étre fait en parfaite connaissance de la cinétique de production des anticorps afin

d’interpréter au mieux les résultats sérologiques obtenus.

Deux grands groupes de techniques peuvent étre distingués :

- les techniques de premiére intention, ou de dépistage

Dans le sérodiagnostic de la toxoplasmose, de nombreuses techniques peuvent étre utilisées
en premiére intention, agglutination, immunofluorescence ou techniques immunoenzyma-
tiques mais ces derniéres étant automatisées sont les plus utilisées, en routine, par les labora-
toires d’analyses médicales. En 2012, 1162 laboratoires ont participé au CNQ toxoplasmose
de I’ANSM pour le dosage le dosage des 1gG. 90% des participants utilisaient une technique
immunoenzymatique (EIA), 8% des techniques d’agglutination et 1% I’IFI (Annexe 1). Les
résultats du CQE du CTCB de 2016 confirment ces tendances avec 95% des laboratoires
utilisant les EIA, 3% les techniques d’agglutination, 1% I’IFI et seulement 0,2% soit un seul
laboratoire le dye test (Annexe 2).

- les techniques de deuxiéme intention, ou complémentaires

Les techniques complémentaires sont réalisées lorsque les résultats obtenus par les tests de

dépistage soulevent un probleme d'interprétation avec pour objectif de clarifier
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I’interprétation sérologique afin d’adapter la prise en charge clinique et thérapeutique ulté-
rieure. Elles sont en général réalisées au sein de laboratoires experts. Leur choix de mise en
ceuvre est conditionné essentiellement par le profil IgG/IgM de dépistage et I’interprétation
des résultats nécessite de connaitre les limites propres a chaque méthode. On peut citer parmi
ces techniques complémentaires : le Western Blot 1gG qui permet de confirmer la positivité

d’lgG a de faibles titres, I’avidité des 1gG qui permet de dater une infection.

3.1. Le Dye test

Mis au point en 1948 par Sabin et Feldmann, le Dye test ou test de lyse des toxoplasmes vi-
vants ou test de Salbin et Feldmann n’est plus disponible que dans de rares centres experts vu
la complexité de sa réalisation, son co(t, la difficulté a I’accréditer et la nécessité d’entretenir
la souche de toxoplasme virulente RH chez la souris.

Son principe est basé sur I’observation au microscope de la lyse des tachyzoites vivants par
les anticorps spécifiques présents dans le sérum a tester (décomplémenté) apres ajout de com-
plément. Les anticorps sensibilisent la paroi cellulaire du toxoplasme a I’action du complé-
ment (ajouté postérieurement), ce qui entraine une fuite du contenu du toxoplasme. La réac-
tion est positive lorsque 50% des toxoplasmes sont lysés. Les toxoplasmes lysés auront perdu
leur réfringence au microscope a contraste de phase (test de lyse) ou seront colorés lorsque la
réaction a été réalisée en présence de bleu de méthyléne (dye test). Le sérum est testé a plu-
sieurs dilutions afin de pouvoir déterminer le titre qui correspond a la derniere dilution ayant
provoqué la lyse de 50% des toxoplasmes. Le seuil de positivité est a 2 Ul/mL. Ce test dépiste
essentiellement les 1gG dirigés contre les antigenes membranaires mais il peut étre également
sensible aux IgM.

Cette technique reste la technique de référence ou « Gold Standard » en raison de sa sensi-
bilité, de la précocité de détection des IgG en début d’infection (10 a 15 jours apres contami-

nation) et surtout de sa grande spécificité (42,43,44).
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3.2. L’ Immunofluorescence Indirecte (IFI)
L’IFI utilise des tachyzoites entiers formolés et fixés sur une lame en verre a puits dans les-
quels sont ajoutées différentes dilutions du sérum a tester. Les anticorps anti-Toxoplasma
gondii du sérum des patients se fixent sur les tachyzoites et sont révélés par addition
d’anticorps anti-immunoglobulines humaines de type 1gG (et/ou IgM) marquées par un com-
posant fluorescent, I’isothiocyanate de fluorescéine. La lecture se fait au microscope a fluo-
rescence et la présence d’anticorps spécifiques se manifeste par une fluorescence homogene
des tachyzoites. Le titre correspond a la derniére dilution du sérum pour laquelle I’intégralité
de la membrane des tachyzoites apparait fluorescente. En utilisant dans chaque réaction un
témoin positif a titrage connu, ce titre pourra étre converti en Ul/mL.
L’IFI est principalement utilisée dans la détection des 1gG avec une détection tres précoce 10
a 15 jours apres la contamination et les rares faux positifs sont dus a la présence d’anticorps
antinucléaires. Sa sensibilité et sa spécificité sont proches de celles du Dye Test (45). Le réac-
tif le plus connu est le Toxo spot IF® de BioMérieux.
Les principaux inconveénients de cette méthode sont qu’elle requiére un microscope a fluores-
cence, du temps et des lecteurs (techniciens, biologistes) tres qualifiés compte tenu de la sub-

jectivité de la lecture en présence de fluorescence non spécifique (bruit de fond)(46).

3.3. Les techniques d’agglutination

Ce sont des techniques sérologiques qualitatives ou semi-quantitatives simples, rapides, peu
colteuses qui ne nécessitent pas de microscope et donc trés utilisées car facile a mettre en
place au laboratoire.

La législation francaise imposant pour le diagnostic sérologique la détection et le titrage des
IgG, ces techniques ne peuvent étre utilisées qu’en complément de techniques quantitatives.
En 2006, le CNR a mené une enquéte concernant les techniques utilisées par les laboratoires
en France, qui montre que les laboratoires utilisent encore les techniques d’agglutination.

Parmi les 28 laboratoires experts du réseau CNR, 86% utilisaient au moins deux méthodes
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avec pour 64% d’entre eux (15 laboratoires) une technique d’agglutination qui était dans 56%
des cas le Toxoscreen® DA. Cette technique d’agglutination était dans les 2/3 des cas asso-
ciee a une technique ELISA et dans 1/3 des cas seule en technique de confirmation. Parmi les
58 laboratoires privés d’Alsace ayant participé a I’enquéte, seul 34% des labos utilisaient
deux méthodes avec pour 28% (6 laboratoires) d’entre eux une technique d’agglutination,
technique d’agglutination indirecte au latex a 94%, toujours associée a une technique ELISA.

Les résultats du CTCB 2016 (Annexe 2) montrent que seulement 3% des 646 laboratoires
participants utilisent ces méthodes d’agglutination. Parmi ces 20 laboratoires, 80% utilisent
I’agglutination indirecte au latex, 15% I’hémagglutination indirecte et 5% I’agglutination di-

recte sensibilisée.

3.3.1. Latechnique d’agglutination directe hypersensibilisée (HS)

Cette technique est commercialisée par BioMérieux sous le nom Toxoscreen® DA. Dans une
plaque de microtitration a 96 cupules sont mis en présence une suspension tres riche en anti-
genes figurés soit en tachyzoites entiers formolés sensibilisés a la trypsine et diverses dilu-
tions du sérum du patient. La présence d’immunoglobulines anti-toxoplasmiques dans le sé-
rum a tester va provoquer la formation d’un voile d’agglutination en se fixant sur les toxo-
plasmes. L’absence d’anticorps entraine la sédimentation des toxoplasmes au fond de la cu-
pule se visualisant par un point. La lecture se fait a I’eeil nu apres 24h d’incubation et le titre
correspond a la derniére dilution donnant un voile couvrant au moins 50% de la cupule. Le

seuil de positivité est fixé a 4 Ul/mL pour cette technique semi-quantitative.

3.3.2. Les techniques d’agglutination indirecte

Elles peuvent soit utiliser des particules de plastique (latex ou polystyrene) (Toxolatex®
FUMOUZE, Pastorex® BIORAD, Toxocell® BIOKIT) soit des hématies de mouton (HAI®
FUMOUZE, Cellognost® SIEMENS) sensibilisés par des antigenes solubles de toxoplasme.

Les anticorps anti toxoplasme du sérum vont se fixer sur les billes de latex ou sur les hématies
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sensibilisés entrainant une agglutination ou une hémagglutination (voile) visible macroscopi-
quement. Avec I’agglutination sur particules de plastique, il existe un risque de faux négatifs
par phénomene de zone lorsque les titres en anticorps sont trop élevés.

Ces techniques d’agglutination directe ou indirecte détectent I’ensemble des immunoglobu-
lines sériques (IgG et IgM) mais un prétraitement du sérum par du 2-mercapto-ethanol permet
de dénaturer sélectivement les IgM et de ne détecter que les IgG ; ainsi on s’affranchit des
faux positifs liés au facteur rhumatoide ou aux IgM naturelles. Les performances de ces tech-
niques sont trés variables selon les kits commercialisés et rares sont les études récentes a ce
sujet. Villard et al., qui ont comparé six tests d’agglutination, ont montré que les tests
d’agglutination directe ou d’hémagglutination indirecte avaient de meilleures performances
avec moins de faux positifs par rapport aux techniques d’agglutination sur particules de plas-
tique (47). Franck et al. ont montré que le test d’agglutination HS Toxoscreen® avait une
bonne sensibilité de détection des IgG et pouvait étre utilisé en technique de confirmation

mais restait moins fiable que le Dye Test (48).

3.4. Les techniques immunoenzymatiques (E1A)

Les « techniques immunoenzymatiques » regroupent a défaut I’ensemble des techniques, dont
les nouvelles, les plus utilisées en France, qui ne reposent plus sur un dosage enzymatique
contrairement aux techniques les plus connues (ELISA, ELFA) mais sur un dosage immuno-
logique par chimiluminescence sans étape enzymatique (CMIA, CLIA, ECLIA).

Les techniques immunoenzymatiques sont des méthodes quantitatives qui permettent le ti-
trage des IgG en Ul/mL. Elles ont I’avantage d’étre automatisables (microplaques ou auto-
mates fermés), fiables, reproductibles, rapides avec une lecture objective ce qui fait que ce
sont les plus utilisées en routine.

De nombreuses trousses d’EIA sont actuellement commercialisées pour le dosage et titrage
des IgG anti-toxoplasmique (Annexe 3) : ABBOTT (Architect®, AXSYM®), BECKMAN

COULTER (Access®, DXI®), BIOMERIEUX (Vidas®), BIORAD (Platelia®), DIASORIN
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(Liaison®), ORTHO (Vitros®), ROCHE (Cobas®, Modular®, Elecsys®), SIEMENS (Advia
Centaur®, Immulite®, Enzygnost®)...

L’enquéte du CNR en 2006 confirme que ces techniques immunoenzymatiques sont trés ré-
pandues au sein des laboratoires : 64% des 28 laboratoires du réseau CNR et 78% des 58 la-
boratoires privés participants a I’enquéte utilisaient une méthode immunoenzymatique. Les
EIA les plus utilisées par les laboratoires du CNR étaient Abbott, BioMérieux et BioRad et
par les laboratoires privés étaient Roche et BioMérieux.

En 2016, 613 laboratoires ont participé au CQE du CTCB pour le dosage quantitatif des 1gG
anti toxoplasme. Méme si tous les laboratoires ne participent pas a ces contréles du CTCB,
cela permet d’avoir une idée globale de la répartition des fournisseurs au sein des laboratoires
en France compte tenu du nombre important de participants. 99% des laboratoires utilisent
une technique EIA pour le dosage quantitatif des 1gG. Parmi ces 608 laboratoires utilisant une
EIA, on constate que les fournisseurs ROCHE, ABBOTT et BIOMERIEUX représentent a

eux seuls prés de 70% du marché. (Figure 4)

DIASORIN __ BIORAD _ ORTHO
3% N2% /1%

BECKMAN
COULTER
13%

BIOMERIEUX
17%

Figure 4 : Dosage quantitatif des 1gG anti-T.gondii par EIA : répartition des fournisseurs (données CTCB
Annexe 2)
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Selon les trousses, la technique n’est pas la méme. 1l existe 5 techniques différentes :

- ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) indirect dit « classique » : BIORAD

- ELFA (Enzyme Linked Fluorescence Assay) : BIOMERIEUX

- CLIA (ChemiLuminescence Immuno Assay) : DIASORIN, BECKMAN, TGS

- CMIA (Chemiluminescent Microparticle Immuno Assay) : ABBOTT

- ECLIA (ElectroChemiLuminescence Immuno Assay) : ROCHE

A noter que les techniques CLIA et CMIA sont les mémes techniques mais les fournisseurs

leur ont donné des noms différents.

Toutes ces techniques, hormis I’ECLIA, reposent sur le méme principe de dosage. Le dosage

est réalisé en phase solide (microplaque, céne ou particules) cotée d’antigénes solubles (na-

tifs inactivés ou recombinants) de toxoplasme en présence du sérum du patient. Aprés lavage

et donc élimination des IgG patients non spécifiques, deux étapes clés ont lieu :

L’ajout d’un conjugué marqué qui va se fixer sur I'immunocomplexe (IgG patient-
phase solide). Une étape de lavage éliminera le conjugué non fixé. Le conjugué est un
anticorps monoclonal anti-lgG humaine marqué différemment selon les techniques.
Ainsi dans ’ELISA, technique la plus connue, le conjugué est marqué avec une en-
zyme.

L’ajout d’un substrat (substrat chromogéne, solution d’activation...) qui, apres inte-
raction spécifique avec le conjugué, va entrainer la formation d’un signal. Ce signal
peut étre un produit coloré (exprimé en DO et mesuré par un spectrophotometre lors
d’une ELISA), un produit fluorescent (mesuré par un fluorimétre lors d’une ELFA)
ou un signal lumineux par réaction de chimiluminescence (exprimé en URL et mesuré
par un photomultiplicateur lors d’une CLIA ou d’une CMIA). Ce signal sera propor-
tionnel a la quantité d’anticorps spécifiques retenus sur le support solide. Par compa-
raison a une gamme d’étalon (calibration) établie a partir d’un sérum standard interna-

tional (IS) de I’OMS, ce signal sera converti en Ul/mL.
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L’ECLIA associe un dosage immunologique en double antigene sandwich, I’ajout a postériori
de la phase solide marqué (non cotée par des antigenes de toxoplasme) a une détection finale

par électrochimiluminescence ECLIA.

3.5. Le Western Blot IgG : LDBIO-TOXO Il IgG ®
Le Western Blot (ou Immunoblot) IgG est une technique de deuxiéme intention, qualitative
qui permet de confirmer la présence d’lgG spécifiques. C’est une méthode simple qui peut
étre réalisée dans des laboratoires non spécialisés contrairement a la technique de confirma-
tion de référence le dye test. Ses inconvénients sont le codt et le fait que la technique ne soit
pas automatisée.
Des antigénes solubles de toxoplasme, dont I’antigéne membranaire SAG1 (p30), sont séparés
par €électrophorése sur gel de polyacrylamide puis fixés par électro-transfert sur la surface des
bandelettes de nitrocellulose. Les bandelettes de nitrocellulose sont prétes a I’emploi et mises
en présence du sérum du patient. Les anticorps du patient se fixent sélectivement sur les anti-
génes fixés sur la bandelette. Le principe de cette technique ressemble a celui de I’ELISA
classique avec une phase solide (bandelette de nitrocellulose) cotée d’antigenes solubles de
toxoplasme et deux étapes clé :
- I’ajout d’un conjugué marqué (anticorps monoclonaux anti-lgG humaines marqué par une
phosphatase alcaline) qui se fixe aux anticorps du patient
- I’ajout du substrat qui entraine la coloration de I’'immunocomplexe sous forme de bandes
transversales violettes sur la bandelette.
La lecture se fait par comparaison avec la bandelette du contréle positif (Figure 5). 1l y a cinq
bandes visibles spécifiques de I’infection toxoplasmose entre 30 et 45 kDa : 30, 31, 33, 40 et
45. La présence d’au moins 3 bandes parmi les 5, incluant la bande a 30kDa permet

d’affirmer la présence d’anticorps 1gG anti-Toxoplasma gondii dans le sérum du patient.
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Figure 5 : 3 profils de Western Blot 1gG : Profil 1 : Contr6le positif. Profil 2 : Faux positif sur un sérum
avec un titre équivoque d’1gG. Profil 3 : Patient positif (49).

3.6. L’avidité des 1gG
L’avidité des 1gG est une notion dérivée de I’affinité et représente I’intensité de la force de
liaison de I'immunoglobuline a son antigéne. Ainsi en début d’infection, cette force de liaison
est faible et augmente trés lentement les quatre premiers mois au cours de la maturation des
IgG pour atteindre son maximum vers 14 mois post-infection. L’index d’avidité des 1gG est
en général élevé dans les infections anciennes mais il est fréquent d’avoir une avidité faible
associée a une infection ancienne car différents facteurs influencent la maturation des IgG

(traitement médicamenteux, immunodépression, variabilité interindividuelle). En effet la ma-
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turation des IgG est retardée chez les femmes enceintes recevant un traitement antiparasitaire
(50). Une avidité faible peut persister pendant plus d’un an apres la contamination (51). Ce-
pendant, il est exceptionnel d’avoir une avidité forte associée a une infection récente c’est
pourquoi le test d’avidité des IgG est un test d’exclusion (52). Une avidité forte permet
d’éliminer une infection récente de moins de 4 mois (3 a 5 mois selon la trousse) par rap-
port a la date du sérum testé (en général le premier sérum). La détermination de I’avidité des
IgG est donc une technique complémentaire qui permet parfois de faire la datation de
I’infection. Ainsi la présence d’une avidité forte lors d’un dépistage au premier trimestre de
grossesse permet d’éliminer une infection au cours de la grossesse et donc d’éliminer le risque
de toxoplasmose congénitale.

Il existe différentes trousses commercialisées : Vidas® (BIOMERIEUX), Liaison® (DIASO-
RIN), Platelia® (BIORAD), Architect® (ABBOTT), Elecsys® (ROCHE)...

La mesure de I’avidité des IgG est réalisée par des techniques EIA automatisées adaptées.
Deux dosages d’1gG sont réalisés en paralléle par méthode immunoenzymatique. Le premier
dosage classique mesure les IgG totales et le second comprend une étape supplémentaire de
lavage par un agent dissociant ce qui lui permet de ne mesurer que les IgG de forte affinité.
En effet I’agent dissociant (I’urée le plus souvent), dissocie les liaisons antigene-anticorps de
faibles affinité et n’aura que peu d’effet sur les liaisons de forte affinité (infections an-
ciennes). Le rapport du signal mesuré avec agent dissociant (IgG de forte affinité) sur le si-
gnal mesuré sans agent dissociant (IgG totale) donne I’Index d’avidité. Les signaux sont le
plus souvent mesurés en densité optique. La société Abbott a mis au point une méthode indi-
recte de détermination de I’index d’avidité. Le principe est le méme sauf que I’agent disso-
ciant est remplacé par un agent blogquant, soit des antigenes solubles recombinants membra-
naires SAG1, qui fixe préférentiellement les IgG de forte avidité ce qui permet de ne doser

que les IgG de faible affinité.
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4. Interprétation des sérologies de dépistage chez la femme enceinte

Le CNR Toxoplasmose a mis au point un algorithme décisionnel permettant I’interprétation
des sérologies dans le contexte de dépistage et de suivi des femmes enceintes (Figure 6, 7, 8

et 9) (49,53).

4.1. Interprétation de la 1°" sérologie

L’absence d’anticorps spécifiques (IgM et IgG), exclut une infection aigué et conduira chez
ces femmes enceintes séronégatives a poursuivre une surveillance sérologique mensuelle
jusqu’a I’accouchement et un mois apres, et a recommander le suivi strict des mesures hygié-

no-diététiques.

La présence d’1gG seule nécessite un prélevement de controle a trois semaines (Figure 6) :
- Si les titres d’IgG sont stable sur le 2°™ prélévement alors on conclura & une immunité
protectrice témoin d’une infection ancienne.
- Si les titres d’1gG augmentent, cela témoigne d’une infection potentiellement récente et il
faudra alors réaliser une avidité des 1gG du 1* sérum afin de dater I’infection :
-Une avidité élevée permettra de conclure a une probable réactivation sérologique
d’une infection ancienne sans risque pour le feetus si la mére est immunocompétente.
- Une avidité intermédiaire ou basse ne permet pas d’exclure une infection récente
sans IgM ou avec IgM fugaces méme si celles-ci sont peu fréquentes (26 cas réperto-
riés par le CNR en 10 ans) (54).

La prise en charge médicale devra étre adaptée a I’age gestationnel.
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Figure 6 : 1gG positives seules (53)
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La présence d’IgM et d’IgG (Figure 7) peut étre le témoin d’une infection ancienne (IgM
résiduelles ou réactionnelles aspécifiques) ou d’une infection récente. Une mesure de
I’avidité des IgG dans le but de dater I’infection par rapport au début de la grossesse est indis-
pensable ainsi qu’un prélevement de contrdle a 3 semaines pour observer la cinétique des 1gG
et/ou des IgM.
- Une avidité forte permettra d’exclure une infection dans les 4 mois par rapport a la date du
premier sérum confirmé par la stabilité des 1gG sur le deuxiéme sérum.
- Une avidité intermédiaire ou basse ne permet pas d’exclure une infection récente. Dans ce
cas, seule la cinétique des anticorps réalisée sur le second sérum permettra de dater
I’infection :
- La stabilité des anticorps signera une infection datant probablement de plus 2 a 3
mois par rapport au premier sérum.
- L’augmentation significative (titre doublé) des IgG et la diminution des IgM signera
une infection récente de moins de 2 a 3 mois.
La prise en charge de la femme enceinte sera a adapter en fonction de I’age gestation-

nel.
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Figure 7 : 1gG positives / IgM positives (53)
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La présence d’IgM seule (Figure 8) peut étre le témoin du début d’une séroconversion ou

d’une réaction non spécifique. Il faut alors confirmer la positivité des IgM par une technique

complémentaire de confirmation (de principe différent de la premiere technique), le plus sou-

vent I’'ISAGA IgM, technique de choix. En effet I'ISAGA IgM, tres sensible, est aussi pré-

coce en cas d’infection aigué que le dye test ou I’lFI dans la détection des IgM (55). Elle est

plus sensible (56) et plus spécifique (57) que les techniques immunoenzymatiques car elle

permet de s’affranchir au maximum des faux positifs. Devant sa grande sensibilité et sa pré-

cocité de détection, elle est devenue la technique de référence en France en tant que technique

de confirmation pour toute discordance de résultats portant sur les IgM.

Si la technique de confirmation est négative, I’hypothese la plus plausible est la pré-
sence d’IgM naturelles ou aspécifiques. Cependant un début de séroconversion ne
peut étre totalement exclu et la sérologie doit étre contrdlée sur un 2°™ sérum 15 jours
plus tard. Si cette sérologie est identique a la premiere alors I’hypothese premiere
d’IgM naturelles ou aspécifiques tend a se confirmer d’autant plus que le délai entre
les deux prélévements est important. La femme enceinte sera alors considérée comme
séronégative.

Si la technique de confirmation est positive, une infection récente est trés probable.
Cependant la présence d’IgM positives, méme avec 2 techniques, n'exclut pas définiti-
vement I'nypothése d’IgM aspécifiques. Un contrdle sérologique a 15 jours puis a 1
mois est a mettre en place jusqu’a la confirmation ou non de la séroconversion. Si les
résultats des deux contrbles sont identiques au premier sérum (IgG négatives et IgM
positives par 2 techniques différentes), il s'agit alors d’IgM non spécifiques et il con-
vient la aussi de poursuivre la surveillance sérologique. Par contre, si en complément
des IgM, une apparition d’IgG est observée, il s’agit alors d’une séroconversion avé-
rée. Des techniques complémentaires (Dye test, Western Blot) peuvent permettre de

diagnostiquer plus précocement la séroconversion sur le premier sérum (58). La séro-
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conversion toxoplasmique ne peut étre confirmée que par I’apparition d’lIgG spéci-
fiques qui survient dans un délai inférieur a 1 mois dans la majorité des cas, ce délai
pouvant varier en fonction des techniques utilisées et de la mise en place éventuelle

d’un traitement antiparasitaire.

Figure 8 : IgM positives seules (53)
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Présence d’1gG équivoques (zone grise de la technique employée) et absence d’IgM (Figure
9).
Ce profil sérologique souleve le probléme du statut immunitaire exact de la femme enceinte et
de la justification a poursuivre ou non sa surveillance lors de sa grossesse. En pratique, face a
ce profil sérologique, il est recommandé de réaliser une deuxiéme technique de détection
des 1gG de principe différent.
- Si la deuxiéme technique est négative, on conclura a I’absence d’anticorps spécifiques.
- Si la deuxiéme technique est positive, on conclura a une infection ancienne probable a
confirmer sur un sérum prélevé a 3 semaines d’intervalle.
- Si la deuxiéme technique est équivoque, il est recommandé de transmettre le sérum a
un laboratoire expert pour la réalisation de techniques complémentaires de confirma-

tion tel que le dye test ou le Western Blot IgG.

Figure 9 : 1gG équivoques / IgM négatives (53)
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4.2. Interprétation d’une sérologie positive a postériori d’une sérologie négative
Chez une femme enceinte préalablement séronégative, I’apparition d’IgM détectée par EIA et
confirmée par ISAGA avec ou sans IgG évoque une infection de moins d’un mois compte
tenu du suivi mensuel. Si les IgG sont également présentes, la séroconversion sera confirmée.
Le cas échant, des prélevements de contréle devront étre répétés jusqu’a I’apparition des 1gG
qui éliminera I’hypothese d’IgM non spécifiques et confirmera le diagnostic, permettant la

prise en charge de la patiente.
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Comparaison du délai de détection des
1gG a de faibles titres par sept kits com-
merciaux lors de seroconversions de

femmes enceintes.

50



Contexte

Comme nous I’avons vu précédemment, de nombreuses techniques peuvent étre utilisées en
premiére intention mais la majorité des laboratoires utilisent les méthodes immunoenzyma-
tiques automatisées de détection des 1gG et IgM, les plus adaptées au dépistage a grande
échelle de la toxoplasmose chez les femmes enceintes. La sensibilité, de plus en plus élevée,
du dosage des IgM, pourrait permettre une prise en charge plus précoce d’une infection aigué
mais la détection fréquente d’IgM naturelles ne permet pas le diagnostic de certitude (37,38).
Ainsi I’apparition des IgM seule peut étre le témoin du début d’une infection aigué ou d’une
réaction non spécifique. C’est pourquoi I’on ne peut conclure a une infection aigué sur la dé-
tection d’IgM isolées et que seule I’apparition d’IgG permettra d’établir le diagnostic de séro-
conversion. De plus il a été reporté des cas de séroconversion sans IgM ou avec IgM fugaces
(54). Le dosage des IgG est, donc, I’élément clé du diagnostic de séroconversion d’ou
I’importance du choix du réactif. Le réactif doit étre le plus précoce possible dans la détection
des IgG, afin de pouvoir poser plus rapidement le diagnostic de séroconversion, ce qui permet
une prise en charge adaptée et plus rapide de la femme enceinte et de son enfant. En effet, il a
été montré qu’un traitement prénatal instauré rapidement apres I’infection diminuerait la fré-
quence et la sévérité des Iésions intracraniennes et des choriorétinites chez I’enfant.

Pour la détection des 1gG, la plupart des fabricants, pour une question de sécurité, proposent
des seuils de positivité élevés rendant la technique plus spécifique mais moins sensible (59).
Ainsi les techniques commercialisées ont de trés bonnes spécificités et il n’existe pratique-
ment pas de faux positif en IgG et donc pas de femmes enceintes considérées a tort comme
étant immunisées et donc non suivies durant leur grossesse (60). La sensibilité de ces réactifs
est plutét bonne mais tres variable selon les trousses. Aprés plusieurs années d’utilisation de
ces réactifs, il est apparu que malgré une sensibilité apparemment équivalente, les différentes
trousses permettant la détection des 1gG ne réagissaient pas de maniére similaire en fonction

de la date de I’infection.
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Le but de notre étude est de comparer le temps de détection des 1gG en zone grise et
en zone positive de différents réactifs lors de la séroconversion de femmes enceintes. Un réac-
tif détectant plus précocement les 1gG en zone grise permet de donner I’alerte d’une éven-
tuelle séroconversion plus rapidement mais nécessite des investigations complémentaires. Un
réactif détectant plus précocement les 1gG en zone positive permet d’établir le diagnostic de
certitude de séroconversion plus rapidement et de prendre en charge la patiente plus vite.
Nous avons testé 6 techniques immunoenzymatiques de routine et une technique de confirma-
tion : le Western Blot LDBIO-Toxo Il IgG®. Parmi les 6 réactifs de routine nous avons testé
les trois plus utilisés en France (Elecsys Toxo IgG®, Architect Toxo IgG® et Vidas Toxo 1gG
II®) et un nouveau réactif le TGS TA Toxo IgG® qui a ce jour ne fait pas I’objet de publica-

tions.
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Matériel et Méthodes

1. Population étudiée

Cette étude rétrospective a été réalisée sur les sérums de femmes enceintes, ayant fait une
séroconversion durant leur grossesse diagnostiquée au CHU de Toulouse, dans le laboratoire
de Parasitologie-Mycologie entre Mars 2007 et Décembre 2015. Le prérequis par patiente
était d’avoir une séquence de sérums comprenant un premier sérum négatif en IgG et un sé-
rum ultérieur positif en IgG par au moins I’une des techniques. Le diagnostic de séroconver-
sion a été réalisé, prospectivement, par les techniques utilisées en routine par le laboratoire de
parasitologie et au besoin par les techniques de deuxieme intention disponibles sur place.

Les sérums ont été congelés a — 20°C.

2. Réactifs utilisés

Au CHU de Toulouse, les réactifs utilisés en routine pour le dépistage de la toxoplasmose
étaient les suivants : Architect Toxo IgG® et IgM® sur I’automate Architect i2000 (ABBOTT
Laboratories Wiesbaden, Germany), Platelia Toxo 1gG ® et IgM® sur I’automate Evolis
(BIORAD, Marnes La Coquette, France), Vidas Toxo 1gG II® et avidité® sur I’automate
Mini-Vidas (BIOMERIEUX, Marcy I’Etoile, France) et LDBIO-Toxo Il 1gG® (LDBio,
Lyon, France). Pour établir le diagnostic de séroconversion tous les sérums avaient été dosés
avec la trousse Architect Toxo IgG ® et éventuellement Platelia Toxo IgG ®, Vidas Toxo
IgG I® ou LDBIO-Toxo Il IgG®. Pour les dosages manquants ou les autres techniques, les
analyses ont été effectuées rétrospectivement durant I’année 2015. Les réactifs Liaison Toxo
IgG II® sur I"automate Liaison XL (DIASORIN, Saluggia, Italy), Elecsys Toxo IgG® sur
I’automate Cobas 8000 (ROCHE Diagnostics, Mannheim, Germany) et TGS TA Toxo IgG®
(TGS Technogenetics, Milano, Italy) sur I’automate IDS-iSYS (Immunodiagnostic Systems,
Boldon, UK) ont été évalués au sein du Laboratoire de Biologie Médicale du CHU de Tou-

louse.
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Cent de ces sérums ont été re-dosés en paralléle sur I’Architect pour vérifier leur stabilité et
les résultats étaient identiques au premier dosage.

Pour I’interprétation des résultats, nous avons utilisé les seuils de positivité recommandés par
les fournisseurs (Tableau 2). Les résultats sont exprimés en Ul/ml pour les 6 techniques
d’EIA. LDBIO Il ® étant une technique qualitative le résultat est soit positif soit négatif. Il

n’existe pas de zone équivoque pour le LDBIO Il ® et pour le TGS TA®.

Tableau 2 : Valeur des seuils recommandeés par les fournisseurs pour le dosage des 1gG

Reactif (UI/mL) / 1gG 1gG IgG

Automate négatives équivoques positives

LDBIO II® < 3 bandes ou absence NA > 3 bandes incluant la
de la bande 30-kDa bande 30-kDa

Elecsys®/Cobas 8000 <1 1<x<30 >30

TGS TA®/IDS-iSYS <15 NA >15

Architect®/Architect i2000 <1,6 16<x<3 >3

Vidas [ I®/Mini Vidas <4 4<x<8 >8

Platelia ®/Evolis <6 6<x<9 >9

Liaison II® /Liaison XL <72 72<x<88 >8,8

NA: Non Applicable

2.1. Architect Toxo IgG® (Abbott Laboratories Wiesbaden, Germany)
Cette technique repose sur un dosage immunologique par chimiluminescence sur microparti-
cule CMIA. Les microparticules paramagnétiques sont recouvertes d’antigenes solubles re-
combinants membranaires SAGL1 (p30) et cytoplasmiques GRAS8 (p35) de toxoplasme. Le
conjugué est marqué a I’acridinium. L’ajout du substrat, solution d’activation, va déclencher
la réaction de chimiluminescence exprimée en URL et mesurée par le systeme optique AR-
CHITECT iSystem. La notice ne précise pas si la calibration est effectuée a partir d’un sérum

IS de ’'OMS
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2.2. Elecsys Toxo IgG® (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)

Cette technique EIA associe un dosage immunologique en double antigéne sandwich a une
détection finale par électrochimiluminescence ECLIA.
Le serum est mis en présence d’antigenes solubles recombinants membranaires SAG1
(p30) marqués a la biotine pour une partie et marqués au ruthénium pour la deuxieme partie.
Il va se former un sandwich entre les IgG du patient et les deux types d’antigenes. On ajoute
la phase solide soit les microparticules magnétiques marquées a la streptavidine. Le complexe
immun se fixe a la phase solide par la liaison streptavidine-biotine pour former le complexe :
microparticules*streptavidine — antigéne*biotinylés- 1gG patients — antigene*ruthénium. Le
mélange réactionnel est transféré dans la cellule de mesure ou les microparticules sont main-
tenues au niveau de I’électrode par un aimant. Une différence de potentiel appliqué a I'élec-
trode entraine la production de luminescence (ruthénium) mesurée par un photomultiplicateur.
La calibration est effectuée & partir du 3*™ sérum IS de I’OMS (TOXM).
Etant donné I’architecture antigénique de la trousse, du dosage en double antigene sandwich
et de la sensibilité de I’électroluminescence, les titres d’anticorps peuvent étre plus élevés
qu’avec d’autres techniques. Dans la notice du fournisseur deux types de seuils sont donnés :

- si le dépistage repose sur le dosage simultané des IgG et IgM, comme en France, le

seuil de positivité est de 30 Ul/ml
- si le dépistage ne repose initialement que sur le dosage des 1gG, comme aux Etats-

Unis, le seuil de positivité est de 3 Ul/ml.

2.3. LDBIO-Toxo Il IgG® (LDBIio, Lyon, France)
Le Western Blot IgG est une technique qualitative qui permet de confirmer la présence d’1gG
spécifiques. Le principe de cette technique ressemble a celui de ’ELISA classique au cours
de laquelle la phase solide se déroulerait sur une bandelette de nitrocellulose cotée
d’antigénes solubles de toxoplasme. dont cing protéines spécifiques de poids moléculaire

compris entre 30 et 45 kDa : p30 (SAGL), p31, p33, p40 et p45. La présence d’au moins 3
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bandes parmi les 5, incluant la bande a 30kDa permet d’affirmer la présence d’anticorps

IgG anti-Toxoplasma gondii dans le sérum du patient.

2.4. Liaison Toxo IgG 1I® (Diasorin, Saluggia, Italy)
Cette technique repose sur un dosage immunologique par chimiluminescence CLIA. Les
particules magnétiques sont recouvertes d’antigenes solubles de toxoplasme vivant inactivé
(souche RH). Le conjugué est marqué par un dérivé de I’isoluminol. Le substrat est un réactif
starter qui va entrainer la réaction de chimiluminescence soit un signal lumineux exprimé en
URL et mesurée par un photomultiplicateur. La calibration est effectuée a partir du 2°™ sé-

rum IS de I’OMS (E6 national).

2.5. Platelia Toxo IgG ® (BioRad, Marnes La Coquette, France),
Cette technique repose sur un dosage immunoenzymatique sur phase solide de type ELISA
indirect pouvant étre réalisé manuellement ou sur un gestionnaire de plaque tel que I’Evolis®.
Une microplaque est sensibilisée par des antigenes solubles de toxoplasme vivant inactivé.
Le conjugué est marqué par une enzyme : la peroxydase. Le substrat chromogéne spécifique
de la peroxydase, va étre hydrolysé en un produit coloré, exprimé en DO et mesuré par un
3éme

spectrophotometre a 450/620 nm. La gamme étalon est effectuée a partir du sérum IS de

I’OMS (TOXM).

2.6. TGS TA Toxo IgG® (TGS Technogenetics, Milano, Italy)
Cette technique repose sur un dosage immunologique par chimiluminescence CLIA. Les par-
ticules magnétiques sont recouvertes d’antigenes solubles de toxoplasme vivant purifiés.
Le conjugué est I’anticorps monoclonal conjugué a un dérive de I’ester d’acridinium. Le subs-
trat, une solution d’activation, va entrainer la réaction de chimiluminescence exprimé en

URL. La notice ne précise pas si la calibration est effectuée a partir d’un sérum IS de I’OMS
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2.7. Vidas Toxo 1gG 11® (BioMérieux, Marcy I’Etoile, France)
Le principe du dosage associe la méthode immunoenzymatique en sandwich en deux étapes a
une détection finale en fluorescence ELFA. Les cones sont sensibilisés par des antigenes
solubles de toxoplasme vivant inactivé (souche RH). Le conjugué est marqué par une en-
zyme : la phosphatase alcaline. Le substrat va étre hydrolysé en un produit fluorescent. Le
signal de fluorescence est mesuré par un fluorimétre a 450 nm. La calibration est effectuée a

partir du 2°™ sérum IS de I’OMS.

3. Analyse statistique

Les caractéristiques de la population étudiée ont été décrites en utilisant les pourcentages et la
médiane avec interquartile (IQR) au vu des distributions non gaussiennes.

Les réactifs ont été comparés par rapport a leur délai de détection des IgG dans la zone grise
et dans la zone positive. Une analyse de survie a été conduite avec comme variable d’intérét
la détection des IgG. La 1% analyse s’est attachée a comparer le délai de détection des 1gG en
zone grise ou équivoque (titres faibles) et la 2°™ le délai de détection des 1gG en zone posi-
tive. Pour TGS TA® et LDBIO 1I®, en I’absence de zone grise, le seuil positif a été utilisé
pour les deux analyses.

Dans les deux cas, I’analyse multivariée a été faite a I’aide d’un modéle de Cox, avec stratifi-
cation par patiente afin de limiter les variabilités interindividuelles (age, terme de grossesse,
traitement anti-Toxoplasma gondii). Le seuil de significativité était de 5% et les risques rela-
tifs (RR) et leurs intervalles de confiances a 95% ([95%IC]) ont été utilisés pour décrire les
facteurs associés.

L’Architect®, étant le test utilisé en 1% intention dans le service, a été pris comme référence
pour établir le différentiel en jours de délai de détection des IgG entre les différents auto-
mates.

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel : Intercooled Stata 9.2 statistical

package (StataCorp, College Station, TX).
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Résultats

1. Population étudiée et nombre de sérums analyses

Entre 2007 et 2015, 620 sérums issus de 269 femmes enceintes ont été inclus avec une mé-
diane de 2 sérums par patiente (IQR [2;3]) espacés par un temps médian de 20 jours (IQR
[14;29]). L’&ge médian était de 29 ans (IQR [27;33]).

Tous les sérums ont été dosés avec I’Architect® : 605 avec Platelia®, 418 avec Vidas 1I®,
412 avec I’Elecsys®, 382 avec Liaison 11®, 336 avec TGS TA® et 291 avec LDBIO II®.

La Figure 10 montre la répartition des titres d’1gG équivoques et positifs selon les réactifs ce
qui confirme le manque de standardisation entre les réactifs malgre la calibration en fonction

d’un étalon standard.
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Figure 10 : Distribution des titres d’1gG (Ul/ml) équivoques et positifs parmi les 6 réactifs d’EIA.
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2. Etude des profils du Western Blot

Au cours de I’étude, 291 WB LDBIO II® ont été réalises dont 101 négatifs.

Parmi les WB négatifs, 50% (50/101) n’avaient aucune bande. Parmi les WB négatifs pré-
sentant au moins une bande, 84% d’entre eux avaient la bande 30 kDa (42/51).

Concernant les WB positifs, les profils les plus représentes (Figure 11) était le 30-40-45 a

49% (92/190), le 30-31-40-45 a 24% et le 30-31-33-40-45 a 19% (37/190). Le profil 30-40-45

représente prés de la moitié des profils de WB positifs.

-

Figure 11 : Répartition des profils immunologiques au sein des Western Blot positifs
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3. Délai de détection des IgG a de faibles titres

L’analyse de survie (Figure 12) montre les délais médians de détection des IgG a de faibles
titres, soit dans la zone grise pour les réactifs en possedant une, soit dans la zone positive pour
les réactifs TGS TA® et LDBIO II®. Ainsi par précocité de détection en zone grise, nous
retrouvons I’Elecsys® avec un délai median de 15 jours (IQR [1;33]), I’Architect® avec 17
jours (IQR [1;31]), le Vidas II® avec 25 jours (IQR [13;38]), le Liaison II® avec 30 jours
(IQR [15;44]) et enfin le Platelia® avec 31 jours (IQR [17;46]).

Le délai moyen de détection des 1gG en zone positive est de 8 jours (IQR [1;29]) pour

LDBIO II® et de 22 jours (IQR[1;36]) pour TGS TA®.
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Figure 12 : Courbe de Kaplan-Meier représentant le délai avant la détection d’1gG a de faibles titres.
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Comme le montre le Tableau 3, les délais de détection des IgG a de faibles titres étaient signi-
ficativement plus longs avec TGS TA®, Vidas II®, Liaison II® ou Platelia® qu’avec
I’Architect® variant de 5 a 14 jours. Le délai de détection était significativement plus court
avec LDBIO II® avec un gain de détection de 9 jours par rapport a I’ Architect®. Les délais
de détection des IgG en zone équivoque pour I’Elecsys® n’est pas significativement différent

de celui de I’ Architect®.

Tableau 3 : Différentiel de délai de détection d’l1gG a de faibles titres

Réactifs Atemps (jours) RR [95%1C] P
LDBIO lI® -9 1,27 [1,03;1,56] 0,022
Elecsys® -2 0,98 [0,80:1,20] 0,839
Architect® Reference 1 Reference
TGS TA® +5 0,70 [0,60;0,87] 0,001
Vidas II® +8 0,61 [0,50;0,75] <0,001
Liaison I1® +13 0,49 [0,39;0,61] <0,001
Platelia® +14 0,41 [0,33;0,61] <0,001
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4. Delai de détection des IgG dans la zone positive

L’ analyse de survie (Figure 13) montre les délais médians de détection des IgG dans la zone
positive. Ainsi par précocité de détection on retrouve le LDBIO II® avec un délai moyen de 8
jours (IQR [1;29]), I’Architect® avec 21 jours (IQR [1;34]), TGS TA ® avec 22 jours
(IQR[1;36]), le Vidas II® avec 32 jours (IQR [21;49]), le Liaison II® avec 33 jours (IQR
[17;49]), le Platelia® avec 34 jours (IQR [20;49]) et enfin I’Elecsys® avec un délai médian

de 49 jours (IQR [36;64]).
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Figure 13 : Courbe de Kaplan-Meier représentant le délai avant la détection d’1gG dans la zone positive.
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Comme le montre le Tableau 4, les délais de détection des IgG dans la zone positive étaient
significativement plus longs avec le Vidas II®, le Liaison 1I® le Platelia® ou I’Elecsys®
qu’avec I’Architect® variant de 11 a 28 jours. Le délai était significativement plus court avec
LDBIO II® avec un gain de détection de 13 jours par rapport a I’ Architect®. Le délai de dé-
tection d’une 1gG en zone positive pour TGS TA® n’était pas significativement différent de

celui de I’ Architect®.

Tableau 4 : Différentiel de délai de détection des IgG en zone positive

Réactifs Atemps (jours) RR [95041C] p
LDBIO lI® -13 1,66 [1,34;2,06] <0,001
Architect® Reference 1 Reference
TGS TA® +1 0,84 [0,67;1,04] 0,105
Vidas II® +11 0,43 [0,35;0,55] <0,001
Liaison 11® +12 0,48 [0,38;0,61] <0,001
Platelia® +13 0,40 [0,32;0,50] <0,001
Elecsys® +28 0,19 [0,15;0,26] < 0,001
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5. L’Elecsys Toxo IgG®

L’Elecsys® montre de tres bons délais de détection des IgG dans la zone équivoque, aussi
précocement que I’ Architect®, cependant pour la détection des 1gG dans la zone positive il a
un important retard de détection de I’ordre de 28 jours Au bout de 64 jours, environ 25% des
patientes ne sont toujours pas positives en 1gG et 10% des patientes ne le seront jamais en
restant dans la zone grise pendant toute la période d’étude. L’utilisation du seuil de positivité
a 3 Ul/mL au lieu de 30 Ul/mL permettrait d’avoir un délai médian de détection des 1gG en
zone positive a 26 jours (IQR [14;42]) au lieu de 49 jours (IQR [36;64]) et un retard de détec-
tion des IgG en zone positive de 5 jours au lieu de 28 jours. En conséquence, en cas d’IgM
positive, pour I’Elecsys® I’utilisation du seuil de positivité & 3 Ul/mL permettrait un gain de

23 jours pour le diagnostic de séroconversion.
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Discussion

Cette étude présente une comparaison des délais de détection des 1gG anti-Toxoplasma gondii
par 7 réactifs sur une large cohorte de patientes (269 panels), pour le diagnostic de sérocon-
version au cours de la grossesse. Pour un médecin alerté par la détection d’IgM isolées, les
réactifs permettant, le plus précocement, de renforcer I’hypothése de la séroconversion sont
I’Elecsys® et I’ Architect®, souvent confirmée par la positivité du Western Blot. Ils sont ca-
pables de détecter des titres douteux d’1gG au moins 5 jours avant les autres réactifs de dépis-
tage de routine. Pour faire le diagnostic de certitude de séroconversion, I’Architect® et le
TGS TA® sont les plus sensibles en détectant des titres positifs d’IgG au moins 10 jours
avant les autres réactifs de routine. Il n’y a pas d’études sur TGS TA® mais il semble avoir
les qualités requises pour le diagnostic précoce de séroconversion si ce n’est le fait qu’il ne
posséde pas de zone grise. En cas d’IgM positive, I’utilisation pour I’Elecsys® au seuil de
positivité a 3 Ul/mL (seuil recommandé aux Etats-Unis) au lieu de 30 Ul/mL permettrait un

gain de 23 jours pour le diagnostic de séroconversion.

Un des principaux problemes d’interprétation des sérologies est le manque de standardisa-
tion des tests sérologiques en dépit de I’existence du standard international a partir duquel
sont calibrées les trousses et de I’expression des résultats en UI/mL. Les titres et la cinétique
des 1gG sont complétement différents pour un méme échantillon selon les trousses. Des va-
riations de médianes de titre d’1gG jusqu’a un facteur 28 (9 Ul pour I’AXSYM® - Abbott, 32
Ul pour le Vidas II® - BioMérieux, 248 pour le Modular® - Roche) ont été observées sur des
sérums positifs en Western Blot (60). Cette variation peut avoir deux explications. D’une part,
le titrage des 1gG s’effectue en UI/mL grace a un étalonnage par rapport & un des différents
sérums international 1S de I’OMS qui existent. Le choix du 2°™ IS OMS (TOXS) (Vidas
[1®, Liaison 11®) ou du 3°™ IS OMS (TOXM) (Elecsys®, Platelia®) pourrait contribuer a la

variation quantitative des résultats méme si I’étude de Rigsby (61) n’a pas mis en évidence de
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différences significatives. D’autre part, les différences épitopiques des antigenes solubles
utilisés dans les trousses, influencent la cinétique des anticorps détectés et empéchent la
comparaison des résultats d’une technique a I’autre (62). Les différentes trousses immunoen-
zymatiques de détection des anticorps utilisent des antigenes solubles dont la proportion
membranaire/cytoplasmique est variable (et confidentielle). Une proportion plus importante
d’antigénes membranaires entrainera une détection plus précoce des anticorps. Les antigenes
peuvent provenir de la lyse du tachyzoite (natifs inactivés) ou étre fabriqués (recombinants).
Les réactifs utilisant les antigénes recombinants (Architect® et Elecsys®) ont I’avantage
d’avoir une meilleure reproductibilité et d’étre plus standardisés mais leur sensibilité pourrait
étre plus faible surtout en phase chronique par rapport a ceux utilisant les antigénes parasi-
taires natifs inactivés. Les anticorps produits lors de I’infection contre les antigénes natifs
n’auraient pas la méme affinité pour I’antigéne recombinant car celui-ci n’a pas exactement la
méme structure tridimensionnelle (63). Pour optimiser la sensibilité, il faudrait faire une com-
binaison de plusieurs antigénes recombinants. Aubert a montré que la combinaison
d’antigénes recombinants tels que SAG1, GRA8 et GRA7Y serait plus efficace que les anti-

génes natifs inactivés (64,65).

Ainsi chaque trousse a sa propre composition antigénique, souvent gardée secrete, et ses
propres seuils de positivité (variant de 3 a 30 UI/mL selon les trousses). Les variations quanti-
tatives des titres d’1gG inter-techniques sont compensées par les seuils de positivité variants
de 3 pour I’Architect® a 30 pour I’Elecsys® entrainant une bonne corrélation qualitative des
automates. En effet la concordance globale entre les techniques reste trés satisfaisante entre
91% et 100% selon les comparaisons. L’ AXSYM® et I’ Architect® (du fournisseur ABBOTT)
sont corrélés a 99,5% et ont une sensibilité de séroconversion comparable (41). Le Liaison

II®, le Vidas II® et le Platelia® sont corrélés a 100% alors que I’AXSYM® n’est corrélé qu’a
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91% avec le Liaison 1I® (56). Le Vidas II® est plus corrélé au Liaison 1I® 97% qu’a

I’ Architect® 94-95% (66,67).

La plupart des compagnies ont choisi un seuil de positivité plus haut privilégiant la spécificité
par rapport a la sensibilité. Ainsi les différentes trousses ont de trés bonnes spécificités entre
98% et 100% (41,48,68,69) avec de rares faux positifs, ceux-ci n’étant jamais retrouvés par
deux techniques différentes sur un méme sérum (60). Roche a choisi un seuil de positivité
plus bas a 30 UI/mL (par rapport a sa médiane) le rendant plus sensible mais moins spécifique
que les autres fournisseurs (60). L’étude de Leslé confirme ce manque de spécificité de

I’Elecsys®, conseillant de confirmer les résultats équivoques par un Western Blot (70).

La sensibilité est bonne mais tres variable selon les réactifs surtout dans la détection des 1gG
a des concentrations tres faibles et proches du seuil de positivité. Cette variabilité entraine de
nombreux résultats discordants, de I’ordre de 8 a 9% (60,69), posant des problémes ma-
jeurs d’interprétation sérologique. La majorité des fournisseurs, a donc défini une zone grise
ou équivoque correspondant a ces faibles titres d’lIgG. Il ressort de I’analyse de la littérature
que le LDBIO II® a une des sensibilités les plus élevées a 99,2%. L’Elecsys® a une sensibili-
té supérieure a celle du Vidas 1I® (48). L’ IMX® et I’Architect® ont une sensibilité supé-
rieure au Vidas 1I® dans les infections aigués (41,46) celui-ci ayant une sensibilité supérieure
au Platelia® (69). A contrario dans les infections chroniques, I’étude de Murat montre que le
Vidas II® et le Liaison 1I® ont une meilleure sensibilité par rapport a I’Architect® (66). Le
Modular® a une meilleure sensibilité que I’AXSYM® et le Vidas 1I® (60). Platelia® a la sen-
sibilité la plus médiocre mais celle-ci pourrait étre considérablement améliorée par une dimi-
nution de son seuil de positivité de 9 a 4,4 Ul/ml (70,71). Les différentes publications étudient
les performances des réactifs en calculant des sensibilités relatives par rapport a une technique

de référence choisie. La technique prise pour référence peut étre le Dye-test, gold-standard, ou
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une autre technique comme le LDBIO 1I®, I’IFI, les techniques d’agglutination ou les EIA.
Ces sensibilités sont calculées a partir d’un échantillonnage de sérums provenant de diffé-
rentes situations cliniques. L’échantillonnage des infections aigués et/ou chroniques ne com-
prend pas forcément des sérums a faibles titres d’IgG ce qui augmente la sensibilité relative et
la concordance des techniques. Sachant que les 1gG détectées en phase aigué sont différentes
de celles détectées en phase chronique compte tenu de leur maturation au cours du temps, il
parait plus pertinent d’évaluer les sensibilités des réactifs sur des titres faibles d’infections
aigués (sensibilité de séroconversion) et sur des titres faibles d’infections chroniques avec
pour méthode de référence le Dye test ou une technique ayant fait preuve des mémes perfor-

mances analytiques.

Quelques études proposent une évaluation de la sensibilité de séroconversion qui permet de
définir la technique la plus précoce pour diagnostiquer une séroconversion a partir de panels
(entre 12 et 39 selon les études), de femmes enceintes ayant fait une séroconversion au cours
de la grossesse. Un panel est composé d’au minimum 3 sérums séquentiels (dont le premier
négatif en 1gG) pour une méme patiente. Sickinger (41) a montré en 2008 une sensibilité de
séroconversion comparable entre ’AXSYM® et I’Architect®. Roux (68) a montré que
I’AXSYM® (et I’IFI) était plus précoce que le Vidas Il ® (10/20 panels). Gay-Andrieu (67) a
montré que I'Architect® était plus précoce que le Vidas II® (18/28). Une troisieme étude le
confirme, I’Architect® détecte plus précocement les 1gG que le Vidas II® (7/15) mais éga-
lement que le Liaison II® dans une moindre mesure (3/15) (66). L’étude de Franck (48) a
montré que le LDBIO |I® était plus précoce (8 /17) que I’Elecsys® avec pour une patiente
une positivité du Western Blot plus de 21 jours avant la détection en zone grise des 1gG pour
le Elecsys®. L’étude de Jost (58) montre que le Western Blot est plus précoce dans le dia-
gnostic de séroconversion dans 92% des cas par rapport au Platelia® et a I’Elecsys® qui don-

nent des résultats négatifs ou équivoques. Le Western Blot est plus précoce que I’IFI dans un
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tiers des cas, qui lui méme est plus précoce que I’Elecsys® et Platelia® sur 49% des sérums.
En considérant la détection en zone équivoque, I’Elecsys® est beaucoup plus sensible et plus
précoce que le Platelia®. L’ utilisation pour I’Elecsys® du seuil de positivé a 3 Ul/mL au lieu
de 30 UI/mL entraine un gain de sensibilité de diagnostic de séroconversion sur le 1% sérum
de 56% (58). Ces résultats supportent deux hypothéses principales. La premiere que le
LDBIO II® est le plus précoce pour confirmer un diagnostic de séroconversion (par compa-
raison a I’IFI, a I’Elecsys® et au Platelia®). La deuxieme est le retard de détection des 1gG
lors de séroconversion par le Vidas II®, le Liaison 1I® ou le Platelia® par rapport a
I’Architect®. A noter que L’Elecsys® est plus précoce que le Platelia® mais qu’il n’y a

pas d’études comparant I’Elecsys® et I’ Architect®.

Des titres faibles d’1gG autour du seuil de positivité ou des résultats discordants nécessitent
d’effectuer une technique de confirmation. Le gold standard pour la détection des 1gG spé-
cifiques est le Dye Test mais il n’est disponible que dans de rares centres de référence compte
tenu du fait qu’il requiert du toxoplasme vivant. L alternative de choix, en tant que technique
de confirmation, est le LDBIO 1I® avec une spécificité de 100% et une sensibilité de 99,2%.
D’aprés I’étude de Franck (48), le LDBIO 1I® présente une excellente concordance avec le
test de lyse de Sabin et Feldman. Il peut donc étre utilisé comme technique de confirmation
dans les laboratoires ou le Dye Test ne peut étre réalisé (48). D’autres techniques de confir-
mation peuvent étre utilisées telle que I'lFI et le test d’agglutination directe sensibilisé
Toxoscreen®. Le Toxoscreen® a une bonne sensibilité mais il est moins fiable que le Dye
Test. L’IFI, technique considérée comme une des plus précoces dans la détection des 1gG, est
plus précoce que les techniques immunoenzymatiques mais a un retard de détection des 1gG
par rapport au LDBIO 1I® sur 13 des 33 séroconversions (58) et sur 8 des 17 séroconversions

(72). Notre étude confirme que le LDBIO II® est une excellente alternative de confirma-
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tion de séroconversion en premiere ligne chez les femmes enceintes avec un gain de 13 a 41
jours par rapport aux techniques de routine.

L’analyse de I’ordre d’apparition des bandes sur le Western Blot montre que la bande 30 est
la premiere a apparaitre. Il n’existe pas de zone grise cependant la présence de moins de 3
bandes mais incluant la bande 30 doit alerter sur un début de séroconversion. En effet,
dans I’étude de Jost (58), sur 13 WB négatif, 88% (7/8) de ceux qui possédaient au moins une
bande avaient la bande 30 positive et sur 26 WB positifs de séroconversion il a été retrouvé
par ordre de fréguence les bandes : 40 (100%) 45 (80,8%) 31 (77%) et 33 (11,5%). Dans notre
étude, nous confirmons la précocité de la positivité de la bande 30 chez 84% (42/50) des WB
négatif qui possédaient au moins une bande. Sur les 190 WB positifs de séroconversion nous
avons retrouvé par ordre de fréquence les bandes: 45 (98%), 40 (97%), 31 (90%), et 33
(46%). Les profils de Western Blot positifs les plus fréquents dans I’ordre décroissant

étaient le 30-40-45, le 30-31-40-45 et le 30-31-33-40-45.

Une des limites de notre étude est que le diagnostic des séroconversions s’est basé sur les ré-
sultats de I’ Architect®, du Platelia® et/ou du Vidas II® avec possiblement un biais de sélec-
tion. Cependant d’aprés nos résultats et différentes études, ce biais serait trés limité compte
tenu du fait que I’ Architect® est probablement la technique de dépistage la plus précoce pour

la détection d’lIgG en zone équivoque et positive lors de séroconversion.
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Conclusion

Une infection toxoplasmique au cours de la grossesse peut, en cas de transmission au feetus,
étre responsable d’une toxoplasmose congénitale dont les séquelles seront plus ou moins
graves et atténuées par le traitement antiparasitaire d’autant plus que celui-ci est administré
précocement apres I’infection maternelle. La fréquence et la gravité des toxoplasmoses con-
génitales ont conduit a la mise en place d’un programme de prévention avec le dépistage séro-
logique de toutes les femmes enceintes et le suivi sérologique mensuel des femmes non im-
munisées. Le dosage des 1gG est I’élément clé du diagnostic de séroconversion car en cas
d’apparition d’1gG chez une femme non immunisée, il permet d’établir le diagnostic de séro-
conversion. Le dosage des 1gG a des titres faibles proches des seuils de positivité est difficile,
surtout si la sensibilité de la trousse n’est pas suffisante, posant des difficultés dans
I’établissement du statut immunitaire chez les femmes enceintes. Le manque de coopération
et de transparence des fabricants limite I’harmonisation et la standardisation de la titration et
des seuils de positivités. Ainsi chagque trousse a sa propre composition antigénique et ses
propres seuils de positivité dont doit tenir compte le biologiste pour I’interprétation des résul-
tats. Comme le rappelle I’AFFSAPS dans sa note de 2008 (Annexe 4), chez la femme en-
ceinte, la comparaison de titres d’IgG de sérums successifs ne peut étre fait que si les dosages
ont été réalisés par la méme trousse pour interpréter la cinétique des anticorps. Pour comparer
deux titres d’1gG, il convient de repasser les deux sérums dans le méme laboratoire avec la
méme technique et dans la méme série. La capacité d’un test a détecter de facon plus précoce
les 1gG et donc d’établir plus rapidement le diagnostic de séroconversion au cours de la gros-
sesse permet une meilleure prise en charge de la femme et de son futur enfant. Bien que de
nombreuses études montrent des performances analytiques sensiblement égales entre les dif-
férents réactifs, la capacité de détection précoce des faibles titres d’IgG en cas de séroconver-
sion est différente entre les tests. Dans notre étude, parmi les techniques de routine,

I’Architect® et I’Elecsys® ont les meilleures sensibilités de détection des IgG en zone équi-
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voque avec un gain de détection jusqu’a 2 semaines avant les autres réactifs. L’ Architect® et
le TGS TA® ont les meilleures sensibilités de séroconversion avec un gain jusqu’a 4 se-
maines. Des titres bas d’IgG proches du seuil de positivité rendent difficile I’interprétation
sérologique et nécessitent d’étre confirmés ou infirmés par une technique de deuxiéme inten-
tion. Le Western Blot de LDBIO 1I® est I’alternative de choix du Dye Test, technique de con-
firmation de référence.

Du fait de la maturation des immunoglobulines au cours du temps, les résultats de cette étude
ne sont pas extrapolables aux détections des faibles titres d’IgG dans les immunités an-
ciennes. L’association de plusieurs techniques, comme recommandé par le CNR, permettrait
de diagnostiquer, précocement les infections aigués sans passer a coté du dépistage des infec-
tions anciennes a titres faibles. Il se peut qu’un seul et méme kit ne suffise pas a répondre de
facon optimale a ces deux exigences. D’autres études sur la sensibilité de la détection des
titres limites d’1gG dans les infections anciennes seraient nécessaires pour éviter de considérer
a tort comme séronégatives des femmes enceintes immunisées et économiser un suivi sérolo-

gigue mensuel, inutile, anxiogéne et couteux.
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Annexes
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1.

Résultats du CNQ Toxoplasmose 2012 (33)
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2. Résultats du CTCB Toxoplasmose 2016 (73)

Techniques Participants | %
Techniques immunoenzymatiques 614 95,0%
Techniques d'agglutination dont 20 3,1%
Agglutination indirecte au latex 16 80%
Hémagglutination indirecte HAI 3 15%
Agglutination directe sensibilisé 1 5%
Immunofluorescence indirecte IFI 6 0,9%
Dye test DT 1 0,2%
Techniques de confirmation : avidité, Western Blot |5 0,8%
646 100,0%
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3.

Table de codage des réactifs pour la sérologie toxoplasmose (74)
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4.

Point de I’AFSSAPS sur la sérologie toxoplasmose (75)

REPUBLIQUE FRANCAISE

DIRECTION DE L'EVALUATION
DES DISPOSITIFS MEDICAUX

DEPARTEMENT DES VIGILANCES

UNITE REACTOVIGILANCE
Saint Denis, le 12/11/2008

Point sur la sérologie de la toxoplasmose en France

Dans le cadre de ses missions et suite a I'évaluation d'incidents de réactovigilance, TAFSSAPS a rédigé,
en collaboration avec le groupe de travail du p6le sérologie du Centre National de Référence de la
Toxoplasmose (contact: Professeur Ermanno CANDOLFI, site internet du CNR https://www.chu-
reims.fr/services/laboratoires/CNRtoxo/accueil_structuration.htm), ce document destiné aux
professionnels de santé relatif a la sérologie de la toxoplasmose en France.

- Rappel des données issues de la nomenclature des actes de biologie médicale:

- La sérologie de la toxoplasmose en France est I'association de deux isotypes différents (de maniere
générale, titrage des IgG et recherche des IgM) ;

- Le résultat rendu doit étre accompagné d'une interprétation du profil sérologique (I'absence ou la
présence d'anticorps, absence d'immunité, réalisation d’examen complémentaire, profil en faveur d’'une
immunité ancienne probable ou d'une infection récente) ainsi que des modalités de suivi sérologique, le
cas échéant ;

- La ou les techniques utilisées ainsi que leurs valeurs seuil doivent étre précisées explicitement sur le
compte rendu.

Par ailleurs, I'attention des biologistes et des prescripteurs est attirée sur le fait que les titres d’anticorps
peuvent varier de maniére importante en fonction de la technique employée.

- A cettitre, il est recommandé :

- De ne pas comparer ou interpréter conjointement les titres obtenus avec des trousses différentes ; Ces
pratiques peuvent étre source d’erreur d'interprétation ;

- Drutiliser une méme trousse (dénomination et référence catalogue), dans le cadre des suivis
sérologiques, afin d’interpréter la cinétique des taux d’anticorps.

Toute défaillance ou altération d’'un dispositif médical de diagnostic in vitro susceptible d’entrainer des effets
néfastes pour la santé des personnes doit étre déclarée dans le cadre de la réactovigilance a I'agence frangaise de
sécurité sanitaire des produits de santé — département des vigilances — Fax : 01.55.87.42.82 Tel : 01.55.87.42.81

Ce courrier est disponible sur le site Internet de I'Afssaps www.afssaps.sante.fr & la rubrique réactovigilance.

143/147, bd Anatole France - F-93285 Saint-Denis cedex - tél. +33 (0)1 55 87 30 00 - www.afssaps.sante.fr
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TITLE

Comparison of seven commercial assays in the diagnosis of toxoplasmosis seroconversion in

pregnant woman at CHU Toulouse

SUMMARY

We assessed the ability to detect early toxoplasmic seroconversion between one immunoblot
(LDBIO 1I®) and six automated assays (TGS TA®, Architect®, Vidas II®, Liaison 1I®,
Platelia® and Elecsys®), comparing the time before anti-Toxoplasma gondii IgG detection
during infection in pregnant women. From 2007 to 2015, 620 sera of 269 women were in-
cluded. The median time before positive 1gG detection with Vidas 1I®, Liaison 1I®, Platelia®
and Elecsys® was significantly longer than with Architect® with differential times from 11 to
28 days (p<0.001). This time was significantly shortened by the use of LDBIO II®, resulting
in a saving of 13 days (p<0.001). The detection of a positive titer of IgG with TGS TA® was
as early as with Architect® (p=0.105). The ability to early detect a toxoplasmic seroconver-

sion is not equivalent between the assays and has to be considered when selecting reagents.
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RESUME

Le but de I’étude est de comparer le délai de détection des 1gG entre sept réactifs afin de
déterminer les plus précoces dans le diagnostic de séroconversion toxoplasmique. Entre 2007 et
2015 les sérums de 269 femmes, ayant fait une séroconversion pendant leur grossesse
diagnostiquée au CHU de Toulouse, ont été recueillis. Le délai de detection des 1gG en zone
positive par Vidas lI®, Liaison II®, Platelia® ou Elecsys® était significativement plus long que
par Architect® avec un retard allant de 11 a 28 jours. Ce délai était significativement raccourci
par I’utilisation de LDBIO II® avec un gain de 13 jours par rapport a Architect®. Il n’y avait pas
de différence significative entre TGS TA® et Architect®. Bien que de nombreuses études
montrent des performances analytiques sensiblement égales entre les différents réactifs, la
capacité de détection précoce des IgG en cas de séroconversion est différente. Cet élément est a

prendre en compte lors du choix d’un réactif.
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