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Introduction

La toxoplasmose est une maladie répandue dans le monde entier, elle est causée par Toxo-
plasma gondii (T. gondii). C'est un parasite ubiquitaire intracellulaire obligatoire, apparte-
nant aux protozoaires, phylum des Apicomplexa, a la classe des Sporozoae et a la sous classe
des Coccidia (1). La toxoplasmose est une maladie bénigne passant, le plus souvent, inaper-
cue chez les sujets immunocompétents, mais pouvant étre mortelle chez les sujets immuno-
déprimés, en I'absence de traitement. Le diagnostic de cette maladie repose, essentielle-
ment, sur des tests sérologiques. Ces techniques de screening permettent d’établir le statut
immunologique des patients, et donc le risque de primo-infection ou de risque de réactiva-
tion chez le patient immunodéprimé. Les patients immunodéprimés présentent souvent des
taux faibles d’lgG. Les différentes techniques sérologiques peuvent donc rendre un résultat
négatif, alors que le patient est immunisé mais avec un taux d’lgG inférieur au seuil de posi-
tivité défini par les fabricants. Dans cette étude, nous avons cherché a évaluer la sensibilité
de sept réactifs utilisés pour le dépistage des IgG dans une population de patients immuno-
déprimés. De plus pour cette population avec des taux faibles d’lgG, une modification des

seuils des techniques a été proposée.
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La toxoplasmose chez 'immunodéprimé

I. Les 3 stades de T. gondii

A. Le tachyzoite
Le tachyzoite est un stade de multiplication rapide qui peut envahir toutes les cellules des
hotes intermédiaires. Le tachyzoite a une forme de croissant d’environ 5 micrometres de
long et 2 micrometres de large avec une pointe apicale et un pole postérieur arrondi. Le ta-
chyzoite est limité par une pellicule associée au cytosquelette. |l posséde une structure in-
terne complexe comprenant un noyau, une mitochondrie, un appareil de Golgi, des ribo-
somes, un réticulum endoplasmique et un apicoplaste. Au niveau de la partie apicale, on
retrouve le conoide, les rhoptries (organes sécréteurs), les micronemes et les granules
denses (2), qui seraient impliqués dans la pénétration de la cellule héte et la création d’un
environnement favorable au développement du parasite (3). Le tachyzoite pénétre active-
ment dans la cellule hote avec formation d’une vacuole parasitophore dont les constituants
sont issus a la fois de la cellule hote et du parasite. Dans cette vacuole, le tachyzoite va se
multiplier de fagcon asexuée par endogénie. Apres un certain nombre de cycles, la concentra-
tion du Ca®* dans la cellule augmente entrainant sa lyse et la libération des tachyzoites qui
vont infecter de nouvelles cellules (4). Le tachyzoite est fragile en dehors des cellules hotes.

Il est responsable des infections congénitales.

Péle apical Conoide

Micronéme ¢ Complexe apical

Rhoptrie
Microtubules subpelliculaires

Apicoplaste
— Appareil de Golgi

—Noyau
Réticulum endoplasmique

Granule dense

Complexe de membrane interne ]
‘ Pellicule
Membrane plasmique

Pdle postérieur

2 um

Figure 1 : lllustration d'un tachyzoite
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B. Le bradyzoite

Le bradyzoite est un stade de multiplication lente qui est retrouvé dans les kystes tissulaires
et résulte de la transformation du tachyzoite. Les kystes varient d’une taille de 10 micro-
metres pour les plus jeunes contenant quelques bradyzoites, a des kystes de plus de 100
micrometres contenant des centaines de bradyzoites, pour les plus vieux. Les kystes sont le
plus souvent retrouvés au niveau du cerveau ou ils ont une forme sphéroide et au niveau des
muscles ou ils ont une forme allongée. Toutefois, des kystes peuvent aussi étre retrouvés
dans le foie, les poumons et le rein. La structure du bradyzoite se différencie de celle du ta-
chyzoite par la position du noyau au niveau de la terminaison postérieure. Les granules du
bradyzoite prennent la coloration au PAS (Periodic Acide Schiff), a la différence des granules
du tachyzoite (5). Les bradyzoites produisent des antigénes qui traversent la membrane kys-
tigue, permettant d’entretenir 'immunité (immunité de type cellulaire, impliquant les lym-
phocytes TCDS8 et des cytokines IFNy).

Les kystes restent infectieux jusqu’a 3 semaines dans les viandes réfrigérées (1-6°C) et trois
jours si congélation a -12°C ou moins. lls sont tués lors d’une cuisson a 67°C, et aprés 3 mi-

nutes de cuisson a 64°C (6).

C. Le sporozoite
Le sporozoite se trouve dans |'oocyste mature. L'oocyste mesure de 11 a 13 um de diamétre
et est issu de la multiplication sexuée ayant lieu chez les félidés uniquement. Un a cing jours
apres I'excrétion, I'oocyste va sporuler et devenir mature. Il contient deux sporocystes con-
tenant chacun quatre sporozoites qui sont semblables aux tachyzoites. L'oocyste possede
une paroi robuste, permettant au parasite de survivre plus d’un an dans I'environnement.
Les climats chauds et humides favorisent la survie des oocystes a la différence des climats
secs ou froids (2). Les oocystes sont retrouvés dans I'eau et les sols, souvent responsables de
la contamination des fruits et des légumes. lls restent viables apres congélation a -21°C pen-

dant 28 jours. lls sont détruits rapidement lors d’'une cuisson supérieure a 55°C.

II. Lecycle
Les hotes définitifs de T. gondii sont les félidés (cycle sexué). Les hotes intermédiaires sont
les animaux a sang chaud (cycle asexué), hommes, ovins, bovins, oiseaux... Les chats se con-

taminent par ingestion, soit de kystes contenant des bradyzoites, soit d’oocystes contenant
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des sporozoites. Les bradyzoites et les sporozoites infectent les cellules intestinales des féli-
dés et se multiplient, c’est la schizogonie (cycle asexué), aboutissant a la formation de schi-
zontes qui contiennent des mérozoites. Lors de la lyse des cellules intestinales, les méro-
zoites sont libérés et infectent de nouvelles cellules. Les mérozoites se différencient, alors,
en gametes males et femelles, c’est la gamogonie, aboutissant a la formation d’un oocyste
non sporulé. Cet oocyste est éliminé dans I'environnement (sporogonie). Aprés quelques
jours, I'oocyste sporule, devient mature et infestant. Un chat infecté excréte dans ses feces
plusieurs millions d’oocystes. Les hotes intermédiaires se contaminent, soit par ingestion de
viande contenant des kystes, soit par ingestion d’oocystes présents dans I'environnement
(eau, terre...). Comme chez les félidés, les bradyzoites et les sporozoites infectent les cellules
intestinales, se différencient en tachyzoites qui se multiplient. Puis les tachyzoites traversent
la barriere intestinale et envahissent les monocytes, qui permettent une dissémination du
parasite dans tout I'organisme. Dans les tissus, les tachyzoites deviennent des bradyzoites et

forment des kystes tissulaires.

Intermediate hosts: Definitive hosts:
mammals, birds Felids

Brain, heart, lung, eye,
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Figure 2 : Cycle de vie de T. gondii (2)
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III. Epidémiologie

La séroprévalence mondiale de la toxoplasmose est d’environ 30 %, mais varie de 10 a 80 %
selon les pays. Cette disparité est due aux différentes habitudes alimentaires (viande crue ou
bien cuite), a la localisation géographique (climat aride ou humide) et au contexte socio-
économique. Les prévalences les plus faibles sont observées en Amérique du Nord, Asie du
Sud-Est et Europe du Nord, et les plus hautes dans les pays tropicaux d’Afrique et
d’Amérique (7,8).

En France, la séroprévalence varie entre 30 et 50 % dans la population générale, la contami-
nation étant principalement due a la consommation de viande peu cuite et de viande de
mouton. En 2010, la séroprévalence était de 36,7 % chez les femmes en age de procréer.
Une augmentation de la prévalence avec |’'dge est observée ainsi qu’une disparité géogra-
phique, séroprévalence plus importante en région parisienne, DOM-TOM et sud-ouest et
plus faible dans l'est, le centre-est et I'ouest (9). Entre 1995 et 2010, la séroprévalence de la
toxoplasmose est passée de 54,3 % a 36,7 %, liée a 'amélioration de I’hygiéne alimentaire et
a la modification des habitudes alimentaires humaines (9). La virulence des souches de T.
gondii dépend du type de génotype. En fonction des zones géographiques, les génotypes
identifiés sont différents. En France, trois génotypes de T. gondii sont majoritairement re-
trouvés, avec une prédominance importante du génotype Il qui représente environ 90 % des
souches isolées. Le génotype Il et le génotype | sont rarement a trés rarement mis en évi-
dence (2). En Afrique, Asie et Amérique du Sud, les souches isolées appartiennent a des gé-
notypes « atypiques » (autres que |, I, lll) provenant de recombinaisons génétiques. Chez la
souris, le génotype | est trés virulent, alors que les génotypes Il et Il ne sont pas virulents.
Pour les génotypes atypiques, la virulence est variable, mais les souches avec une majorité
d’alléles de génotype | sont plus virulentes.

Chez 'Homme, la virulence des souches ne dépend pas uniquement du génotype mais dé-
pend aussi des facteurs de I’h6te (statut immunitaire, inoculum, infection par des brady-
zoites ou des sporocystes...) (10). Chez les patients immunocompétents, la toxoplasmose est
le plus souvent asymptomatique, mais chez les patients immunodéprimés elle peut entrai-

ner des manifestations graves pouvant aller jusqu’au déces du patient.
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IV. Les présentations cliniques

L'immunodépression se définie comme une diminution des défenses immunitaires.
L'immunodépression peut étre due a une maladie (cancer, SIDA, diabéte) ou a des traite-
ments immunosuppresseurs (patients receveurs d’organes solides ou de cellules souches
hématopoiétiques).

Chez ces patients, la toxoplasmose est une infection opportuniste grave pouvant survenir
sous différentes formes :

- Une réactivation d’'une toxoplasmose ancienne due a un déficit de I'immunité cellu-
laire T, retrouvée surtout chez les patients VIH avec un taux de CD4 < 100/mm3 et
chez les patients greffés de moelle en I'absence de chimioprophylaxie.

- Une primo infection le plus souvent secondaire a une transplantation d’organe « con-
taminé » provenant d’un donneur séropositif pour la toxoplasmose et transmis a un
receveur séronégatif.

- Les patients receveurs d’organes solides ou de cellules souches hématopoiétiques

peuvent aussi développer des primo-infections séveres apres la greffe (11).

A. Infection chez les receveurs de cellules souches hématopoiétiques

Il existe 2 types de greffes de cellules souches hématopoiétiques, la greffe autologue ou le
donneur et le receveur sont la méme personne, et la greffe allogénique ou le donneur et le
receveur sont des personnes différentes.

Les cas de toxoplasmose suite a une greffe autologue sont rares et il s’agit souvent des pri-
mo-infections.

La toxoplasmose est plus fréquente chez les greffés allogéniques. C’est une infection grave
avec 60 a 100 % de mortalité s’il n’y a pas de mise en place rapide d’un traitement (12).
L'incidence est difficile a évaluer mais elle varierait de 0,2 a 4 %, avec une incidence plus
élevée dans les pays ou la prévalence de la toxoplasmose est plus forte (13). Elle survient, le
plus souvent, chez les patients receveurs séropositifs, lors de la réactivation d’'une infection
latente, due a I'immunodépression. Il y a alors réactivation des kystes puis dissémination
hématogene. Cette réactivation a souvent lieu dans les trois premiers mois suivant la greffe,
avec 95 % des cas survenant dans les six premiers mois post-greffe. L'organe le plus souvent

atteint est le systéme nerveux central, puis les poumons et le coeur. Dans la plupart des cas,
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les manifestations ne sont pas spécifiques, la fievre étant le signe clinique le plus fréquent.
Les receveurs séronégatifs peuvent s’infecter par ingestion de viandes contaminées par des
kystes ou par ingestion d’oocystes en post-greffe (13).

Lors d’une greffe allogénique, si le donneur a développé une toxoplasmose quelques jours
avant le don, on pourra retrouver des tachyzoites dans le sang lors du recueil et donc une
transmission au receveur est possible, c’est un risque potentiel mais qui n’a jamais été con-
firmé.

La greffe de cellules souches de cordon semble étre un facteur de risque important pour

développer une toxoplasmose (14).

B. Infection chez les patients transplantés d’organes solides
Le risque de toxoplasmose sévere est souvent dii a la différence de statut sérologique entre
le donneur et le receveur. En effet si le donneur est séropositif et le receveur séronégatif,
lors de la transplantation, il peut y avoir réactivation des kystes situés dans le greffon, en-
trainant une primo-infection grave chez le receveur. Il y a plus de risques lors de transplanta-
tion cardiaque car des kystes sont souvent présents dans le muscle cardiaque (13). Les symp-
tomes cliniques apparaissent dans les trois premiers mois suivant la transplantation et en-
trainent des myocardites fébriles, des péricardites et des pneumopathies. Les cas de toxo-
plasmose transmise par un autre organe que le coeur lors d’une transplantation sont plus
rares, certains ont été rapportés lors de transplantation de rein, de foie ou de pancréas (15).
La toxoplasmose pourra aussi étre la conséquence d’une réactivation d’une infection latente
chez le receveur positif ou d’une primo-infection post-transplantation chez le receveur néga-

tif.
C. Prévention chez les patients greffés

1. La sérologie pré-greffe
La réglementation frangaise impose le dépistage de la toxoplasmose (sans précision des tests
a mettre en ceuvre) chez le donneur pour tout prélevement d’organes ou de cellules
d’origine humaine conformément a I'article 3 de I'arrété du 23 décembre 2010 (mise en ap-
plication de I'article R. 1211-16 du Code de la santé publique). Ce texte précise que les ana-
lyses peuvent étre réalisées en différé, dans les heures suivant le prélevement, sans que

I'absence de leur résultat ne fasse obstacle a la réalisation de la greffe (8). La sérologie toxo-
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plasmose n’est, en revanche, pas obligatoire pour les receveurs. Dans d’autres pays, aucune
obligation de réaliser cette sérologie n’est mentionnée dans les textes de lois.

Il est donc obligatoire de réaliser la sérologie toxoplasmose chez les donneurs d’organes et
de cellules souches hématopoiétiques mais il semble aussi important de connaitre le statut
immunitaire du receveur, avant la mise sous traitements immunosupresseurs. Cela peut par-
fois s’avérer difficile du fait d’'une immunodépression sous-jacente due a la maladie hémato-

logique ou aux traitements déja mis en place.

Solid Organ Hematopoiletic Stem Cell
Transplantation (SOT) Transplantation (HCST)
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Figure 3 : Algorithme pour la sérologie chez les patients immunodéprimés (16)

2. La PCR post-greffe
La PCR est une technique sensible permettant la détection d’ADN circulant de T. gondii dans
le sang, le LCR, le lavage bronchoalvéolaire. La PCR peut étre positive avant I'apparition de
signes cliniques. Une PCR positive ne signifie pas forcément que le patient est malade, c’est

pourquoi il a fallu définir la toxoplasmose infection et la toxoplasmose maladie (Tableau I).
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Tableau | : Définition de la toxoplasmose apreés transplantation (12)

Infection PCR positive dans le sang du patient sans évidence d’atteinte d’un organe ou séroconver-
sion toxoplasmique apres la transplantation chez un patient séronégatif

Maladie Mise en évidence histologique ou cytologique de tachyzoites dans des échantillons obte-
nus par biopsie ou lavage bronchoalvéolaire, ou a I'autopsie.

Maladie probable Preuves cliniques et radiologiques suggérant I'atteinte d’un organe avec au moins une PCR
positive (sang, LCR ou LBA), mais pas de confirmation histologique et absence d’autres
pathogénes pouvant expliquer la pathologie

Maladie possible ~ TDM ou IRM cérébrale suggérant une toxoplasmose cérébrale et réponse au traitement
anti-toxoplasmose, mais pas de test de laboratoire mettant en évidence T.gondii et pas
d’autres pathogenes pouvant expliquer cette pathologie.

Dans une étude prospective, sur 106 patients séropositifs greffés par des cellules souches
hématopoiétiques, 16 avaient une PCR positive (16 % de toxoplasmose infection) et six ont
développé par la suite une toxoplasmose maladie (6 %) malgré la mise en place d’un traite-
ment (14).

Cette stratégie préemptive est donc utile pour les patients séropositifs greffés par des cel-
lules souches hématopoiétiques, en raison du risque important de réactivation, ainsi que
pour les patients transplantés d’organes solides avec discordance sérologique (D+/R-).

La détection précoce d’ADN permet d’initier un traitement rapidement et de diminuer la

mortalité.

3. La sérologie post-greffe
Chez les patients immunodéprimés, la production d’anticorps et leur cinétique sont altérées,
la place de la sérologie toxoplasmose dans la surveillance de ces patients apres leur trans-
plantation est limitée. Elle peut étre utile chez les transplantés d’organes solides, notam-
ment chez les D+/R-, pour la mise en évidence d’une séroconversion avec apparition d’IgM
puis d’lgG chez le receveur (17). Chez les receveurs séropositifs, une augmentation des IgG
n’est pas corrélée a une toxoplasmose maladie (18). Les tests sérologiques ne doivent pas
étre utilisés seuls dans le suivi des patients transplantés mais peuvent étre utilisés en com-

plément de la PCR, tout en connaissant leurs limites.

4. Chimioprophylaxie
Pour les patients greffés de cellules souches hématopoiétiques, une prophylaxie par trimé-

thoprime/sulfaméthoxazole 80/400 mg par jour ou 160/800 mg trois fois par semaine est
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recommandée chez les patients séropositifs. Elle est le plus souvent initiée 30 jours apres la
greffe et jusqu’a six mois post-greffe ; c’est a ce moment que le taux de réactivation est le
plus important (8,13). Lorsque le triméthoprime/sulfaméthoxazole ne peut étre utilisé, no-
tamment en raison de son effet myélosuppressif, d’autres traitements prophylactiques peu-
vent étre mis en place comme : I'atovaquone, ou le pyriméthamine associé a la sulfadoxine,
sulfadiazine, dapsone, azithromycine ou clindamycine (8). Chez les patients transplantés
d’organes solides, le risque de transmission est limité aux receveurs séronégatifs ayant un
donneur séropositif. Pendant les six premiers mois suivant la greffe, une prophylaxie par
triméthoprime/sulfaméthoxazole est souvent initiée, permettant également la prévention

de la pneumocystose (19).

5. Lesregles hygiéno-diététiques
Si les donneurs et receveurs sont séronégatifs, le seul risque est celui de la contamination
par ingestion de kystes. La prévention repose sur des conseils hygiéno-diététiques (20) que

sont:

Se laver les mains apres avoir manipulé de la viande crue ou des crudités souillées

par la terre.

- Porter des gants pour jardiner ou pour tout contact avec la terre et se laver les mains.

- Faire laver chaque jour, par une autre personne, le bac a litiere du chat, avec de I'eau
bouillante, ou porter des gants.

- Bien cuire tout type de viande (température au coeur entre 68°C et 72°C).

- Lors de la préparation des repas, laver a grande eau les légumes et plantes aroma-
tiques, surtout s’ils sont terreux et consommés crus. Laver également les ustensiles
de cuisine et les plans de travail.

- La congélation des denrées d’origines animales, a des températures inférieures a

-18 °C permet la destruction des kystes et peut étre proposée comme recommanda-

tion complémentaire de prévention.
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La sérologie toxoplasmose

I. Cinétique des anticorps
Lors d’une primo-infection par T. gondii, il y a acquisition d’'une immunité humorale et cellu-
laire permettant de contréler rapidement lI'infection. Les IgM et IgA sont les premiers anti-
corps synthétisés, ils apparaissent dans la semaine suivant I'infection et atteignent un pla-
teau en un mois. Les IgM diminuent progressivement en un a six mois jusqu’a devenir indé-
tectables. Certains individus peuvent garder un taux IgM détectable pendant plusieurs mois
voir pendant plusieurs années, compliquant I'interprétation sérologique. Les IgA ne sont pas
toujours présentes, elles diminuent plus rapidement que les IgM, puis deviennent indétec-
tables. Les IgG apparaissent deux a trois semaines aprés les IgM, atteignant un plateau en
deux a trois mois. Elles diminuent progressivement puis persistent a titre résiduel tout au

long de la vie. Elles signent I'infection a T. gondii.
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Figure 4 : Cinétique des anticorps (2)

II. Techniques sérologiques

Les différentes techniques sérologiques utilisent soit des antigenes figurés, c’est-a-dire des
antigenes de surface (7. gondii entier, vivant ou fixé), soit des antigénes solubles qui pro-
viennent de tachyzoites lysés ou des antigénes solubles recombinants.

Il existe de nombreux antigenes :

- Antigénes membranaires (SAG) : P30 (SAG1), P22 (SAG 2), SAG3, SAG4 ;
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- Antigénes des granules denses (GRA): P24 (GRA1), P28 (GRA2), P41 (GRA4), P35
(GRAS8), GRA7 ;

- Antigenes des rhoptries (ROP) : P66 (ROP1), P54 (ROP2) (21) ;

- Antigénes des micronémes (MIC).
Ces antigénes ne sont pas retrouvés en proportion égale et pas a tous les stades de
I'infection. En effet, SAG1 est I'antigéne immunodominant, représentant 5 % du poids du
tachyzoite et a peu de réactions croisées avec les autres antigénes (22). SAG2 et SAG3 sont
spécifiques du tachyzoite alors que SAG4 est spécifique du bradyzoite. GRA1 est mis en évi-
dence lors d’infections chroniques, alors que GRA2 et GRA7 sont retrouvés dans les infec-
tions aigués (21,22,24).
Lors d’une primo-infection, les anticorps produits vont étre dirigés contre les antigenes de
surface (SAG), les anticorps dirigés contre les antigenes cytoplasmiques (GRA, ROP...) appa-
raissent plus tard. Les techniques utilisant des antigenes membranaires seront positives plus
rapidement que les techniques utilisant des antigenes cytoplasmiques.
Les différences de sensibilités et spécificités des techniques sérologiques sont dues aux
compositions différentes en antigénes et aux techniques de préparations des antigéenes. Les
techniques utilisant des tachyzoites lysés sont difficiles a standardiser. Les méthodes de pré-
parations peuvent étre contaminées par du matériel non parasitaire provenant du milieu de
culture ou des cellules eucaryotes pouvant entrainer une variabilité entre les techniques.
L'utilisation d’antigénes recombinants permet une meilleure standardisation des méthodes
et une diminution des colts de production. Ces méthodes, par le choix des antigénes utili-
sés, peuvent permettre de faire la différence entre infection aigué et chronique. Lors de la
fabrication des antigénes recombinants, les différentes stratégies de clonages et de purifica-
tion protéique des fournisseurs peuvent entrainer des sensibilités et des spécificités va-
riables selon les tests. De plus, il est parfois difficile d’obtenir I'antigene selon le méme re-

pliement que I'antigene naturel, limitant la détection optimale des anticorps (26).

A. Le Dye Test
C’est la premiere méthode décrite pour le sérodiagnostic de la toxoplasmose, mise au point
par Sabin et Feldman en 1948 (27). Son principe repose sur la lyse du T. gondii entier vivant
par des anticorps spécifiques contenus dans le sérum du patient, en présence de complé-

ment humain. C’'est la méthode de référence pour le diagnostic sérologique de la toxoplas-
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mose, elle permet de détecter 'ensemble des immunoglobulines spécifiques de facon pré-
coce. Cette technique n’est plus réalisée en routine mais seulement dans quelques labora-

toires référents (26).

B. Le Western blot
C’est un test qualitatif de diagnostic sérologique IgG de T. gondii, utilisé en deuxieme inten-
tion comme test de confirmation d’un résultat équivoque. Les antigénes de T. gondii aprés
séparation électrophorétique sont fixés par électro-transfert a la surface d’'une bandelette
de nitro-cellulose. Le Western blot (WB) LDBio Toxo Il IgG® est une bonne alternative pour
les laboratoires n’utilisant pas le Dye Test. Dans une étude (29) comparant ces 2 méthodes
et des tests immunoenzymatiques, il a été montré que le Western blot a une spécificité de
100 % et une sensibilité de 99,2 % et ces résultats ont une excellente concordance avec le

Dye Test.

C. Immunofluorescence indirecte (IFI)
Cette technique utilise des tachyzoites fixés sur lame de verre auxquels on ajoute des dilu-
tions de sérums patients a tester. La révélation s’effectue par une anti-immunoglobuline G
ou M couplée a un marqueur fluorescent. La lecture se fait grace a un microscope a fluores-
cence. Le titre en 1gG du sérum est obtenu par la derniere dilution positive, la positivité étant
définie par une fluorescence homogene du tachyzoite. Le résultat est rendu en Ul/mL. C’'est
une technique sensible, spécifique et peu colteuse, mais progressivement abandonnée car
elle requiére un microscope a fluorescence, du temps et des compétences techniques (va-

riabilité inter-lecteur importante).

D. Techniques d’agglutination
Ce sont des techniques qualitatives de screening ou de confirmation car elles détectent a la
fois les IgG et les IgM, mais elles ne peuvent pas étre utilisées seules car la législation fran-
caise impose, pour les IgM et IgG, une détermination du titre. Certaines méthodes apres
I'ajout de 2-mercaptoethanol, qui permet d’éliminer les IgM du sérum, vont détecter uni-
guement les IgG mais ne peuvent pas mettre en évidence les infections récentes (30). Ce
sont des techniques faciles a mettre en place, peu coliteuses et ne nécessitant aucun équi-

pement.
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D’aprés une étude (30), il semble que les tests d’agglutinations directes et ceux
d’hémagglutination sont plus performants que les tests d’agglutinations indirects utilisant

des particules de latex, notamment pour les taux de faux positifs.

E. Tests immunoenzymatiques

Ce sont des techniques quantitatives permettant de rendre des résultats en Ul/mL, elles sont
fiables, rapides et reproductibles. Ces tests sont, majoritairement, utilisés en routine pour le
dépistage de la toxoplasmose, car ils sont automatisés et faciles a mettre en place. En effet,
en 2006, I’Afssaps a réalisé un sondage auprés des laboratoires Francais (2 898 au total) pour
connaitre les réactifs utilisés pour le dépistage des IgG et IgM anti-T. gondii. Cette enquéte
(20) a montré que 79,8 % des laboratoires utilisent une technique immunoenzymatique pour
les 1gG et 92,7 % pour les IgM ; les techniques Vidas de Biomérieux et AXSYM d’Abbott
étaient majoritaires avec respectivement 42 et 32 % d’utilisateurs.
Selon les trousses, la technique n’est pas la méme. Il existe, au moins, cinq principes diffé-
rents :

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

- ELFA (Enzyme Linked Fluorescence Assay) ;

- CLIA (ChemiLuminescence Immuno Assay) = CMIA (Chemiluminescent Microparticle

Immuno Assay) ;

- ECLIA (ElectroChemiLuminescence Immuno Assay).
Excepté pour I'ECLIA, le principe est le méme pour tous. Sur une phase solide, des antigénes
de T. gondii (tachyzoites lysés ou recombinants) sont fixés, le sérum du patient puis un con-
jugué constitué d’un anticorps anti-immunoglobuline marqué sont ajoutés. La révélation par
un substrat, apres interaction spécifique avec le conjugué, entraine la formation d’un signal.
Ce signal peut étre un produit coloré (exprimé en DO et mesuré par un spectrophotométrie
lors d’une ELISA), un produit fluorescent (mesuré par un fluorimétrie lors d’'une ELFA) ou un
signal lumineux par réaction de chimiluminescence (exprimé en URL et mesuré par un pho-
tomultiplicateur lors d’une CLIA ou d’une CMIA). Ce signal est proportionnel a la quantité
d’anticorps spécifiques retenue sur le support solide. Par comparaison a une gamme étalon
(calibration) établie a partir d’'un sérum standard international (IS) de 'OMS, ce signal est
converti en Ul/mL. Ces tests permettent une détection et un titrage spécifique des IgG et

IgM. Peu de tests sont commercialisés pour la détection des IgA.
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Figure 5 : ELISA indirecte

L’ECLIA associe un dosage immunologique en double antigene sandwich, I'ajout a postériori
de la phase solide marquée (non cotée par des antigénes de T. gondii) a une détection finale

par électrochimiluminescence.
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Evaluation de sept réactifs commercialisés

I. Contexte
Chez les patients immunodéprimés, l'infection aigué récemment acquise ou, le plus fré-
guemment, la réactivation de kystes tissulaires, peut entrainer une toxoplasmose grave et
une issue fatale si elle n'est pas correctement traitée (31). Ces patients sont généralement
testés pour la présence d'anticorps IgG contre T. gondii. En cas de résultat positif, ou d'asso-
ciation d'un résultat négatif chez le receveur a un résultat positif chez le donneur, un traite-
ment prophylactique anti-toxoplasmose est prescrit afin d'éviter une infection ou une réac-
tivation sévére (32,33). Le dépistage de la toxoplasmose est parfois effectué alors que les
patients sont déja immunodéprimés et présentent un titre d'lgG faible, voire indétectable,
par des tests automatisés de routine. Les tests immuno-enzymatiques sont les plus couram-
ment utilisés. Ces tests sont utilisés pour le diagnostic de toxoplasmose dans la population
générale mais surtout chez les populations a risques : les femmes enceintes et les immuno-
nombre de faux positifs tres faible et éviter qu’'une femme enceinte soit considérée comme
séropositive a tort et ne bénéficie pas du suivi mensuel pendant sa grossesse. Pour les pa-
tients immunodéprimés, il est important d’avoir un test sérologique tres sensible pour les
IgG permettant de ne pas rendre une sérologie négative alors que le patient est séropositif
avec un taux d’lgG tres faible. Quelle que soit la technique utilisée, les résultats sont souvent
équivoques lorsque les concentrations d’IgG sont proches de la valeur seuil de I'automate.

eme

Dans ces situations, il est recommandé de faire une 2°"" technique méme si dans la plupart
des cas, le statut immunitaire du patient reste douteux. Un test de confirmation est alors
nécessaire afin de déterminer sans ambiguité le statut sérologique du patient (34). L'objectif
de notre étude est d’évaluer la sensibilité et la spécificité de différents automates pour la
détection des IgG anti-T. gondii chez les patients présentant des taux faibles d’anticorps et

de proposer de nouveaux seuils de dépistage en fonction de la technique utilisée.
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II. Matériel et méthode

A. Population étudiée
Les sérums provenant de patients hospitalisés dans les services d’Unité de Transplantation
d’Organe et d’Hématologie ont été recueillis du 1% janvier au 31 décembre 2016. Ces sérums
ont été sélectionnés a partir des résultats de la sérologie réalisée sur I’Architect afin de ne
retenir que les taux faibles en IgG ou négatifs par les techniques de routine (taux d’lgG < 3
Ul/mL sur I’Architect). Seuls les patients ayant un résultat négatif pour la recherche d’IgM
ont été inclus. Si plusieurs sérologies T. gondii étaient demandées pour le méme patient,

seul un sérum était inclus. Les échantillons sélectionnés ont été congelés a -20 °C.

B. Réactifs utilisés
Les sérums ont été testés en premiere intention avec I’Architect Toxo 1gG® et Architect Toxo
IgM® sur I'automate Architect i2000 (Abbott Laboratories, Wiesbaden, Germany), technique
de dépistage de routine du service de Parasitologie-Mycologie du CHU de Toulouse.
Les réactifs suivants ont été testés sur cette cohorte de patients :
- Elecsys: Elecsys Toxo 1gG® sur l'automate Cobas 8000 (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany) ;
- Platelia : Platelia Toxo 1gG test® sur I'automate Evolis (BioRad, Marnes La Coquette,
France) ;
- Access Il : Access Toxo 1gG I1® sur 'automate I'Access (Beckman Coulter Inc) ;
- TGATA: TGS TA Toxo IgG® assays (TGS Technogenetics, Milano, Italy) sur I'automate
IDS-iSYS (Immunodiagnostic Systems, Boldon, UK).
- Vidas Il : Vidas Toxo 1gG I1® sur 'automate Mini-Vidas (BioMérieux, Marcy I'Etoile,
France) ;
- Liaison Il : Liaison Toxo IgG 11® sur I'automate Liaison XL (DiaSorin, Saluggia, Italy) ;
- LDBio Il : LDBio-Toxo Il 1gG®, test de référence, pour confirmer ou non la présence
d’'lgG spécifiques.
Ces tests ont été réalisés rétrospectivement de Janvier 2017 a Décembre 2017, selon les
instructions des fabricants. Les seuils utilisés pour l'interprétation des résultats sont ceux

recommandés par les fabricants (Tableau Il). Tous les résultats des tests sont rendus en
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IU/mL sauf pour le LDBio Il qui est un test qualitatif pour lequel le résultat sera positif ou

négatif.

Tableau Il : Seuils fournisseurs des différents automates étudiés

Tests Calibration Négatif Zone grise Positif
Elecsys 3" sérum IS de 'OMS <1 1<x<30 >30
Architect 1% étalon standard IgG (01/600) <16 1,6 <x<3 >3
Platelia 3™ sérum IS de 'OMS <6 6<x<9 >9
Access Il 3°™ sérum IS de I’OMS <75 7,5<x<10,5 >10,5
TGS TA Inconnue <15 21,5
Vidas Il 2°™ sérum IS de 'OMS <4 4<x<8 >8
Liaison II 2°™ sérum IS de I'OMS <72 7,2<x<88 >8,38
LDBio Il NA Moins de 3 bandes Au moins 3 bandes dont la p30

1. Elecsys Toxo IgG®

Lors de la 1°

incubation, le sérum du patient est mis en contact avec des antigenes recom-
binants de surface SAG1 marqués au ruthénium et des antigénes recombinants biotinylés.
Un sandwich entre les IgG du patient et les deux types d’antigenes se forme. Aprés ajout de
microparticules coatées par la streptavidine, le complexe immun est fixé a la phase solide
par une liaison streptavidine-biotine. Il y a, alors, capture magnétique des microparticules au
niveau de I'électrode, avec élimination des substances non liées. Une différence de potentiel

est appliguée a I'électrode entrainant la production de luminescence qui est mesurée. La

calibration est effectuée selon le 3°™ sérum IS de 'OMS (35).

2. Architect Toxo IgG®
Les antigénes toxoplasmiques recombinants, membranaire SAG1 et cytoplasmique GRAS,
sont fixés sur des microparticules paramagnétiques. Les anticorps présents dans le sérum se
lient a I'antigene, formant un complexe anticorps-antigene. Aprés lavage puis ajout d’un
anticorps murin anti-IgG humain conjugué a l'acridinium, la chimiluminescence résultante
est mesurée par le systeme optique ARCHITECT iSystem. Il n’y a pas de précision concernant
la calibration sur la notice (22). Des tests effectués dans le service ainsi qu’une publication
(26) montre que la calibration a été probablement établie a I'aide du 1*' étalon standard 1gG

(01/600).
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3. Platelia Toxo IgG®
La phase solide est constituée d’une microplaque sensibilisée par des antigénes solubles de
T. gondii vivants inactivés. Apres dilution, le sérum du patient est déposé dans les cupules.
Apres incubation, un lavage permet d’éliminer les IgG non spécifiques. Le conjugué constitué
d’un anticorps anti-IgG marqué a la peroxydase est ajouté. Aprées incubation et lavage, la
solution de révélation enzymatique est ajoutée, puis la réaction enzymatique est stoppée
par addition d’une solution d’acide sulfurique. La densité optique, convertie en IlU/mL apres
éme

calibration selon le 3" sérum IS de 'OMS (TOX-M), est proportionnelle a la quantité d’lgG

anti-T. gondii présente dans I'échantillon.

4. Access Toxo IgG II®
Des antigenes membranaires de T. gondii sont fixés sur des particules paramagnétiques.
Apres ajout du sérum du patient, les anticorps spécifiques présents dans I’échantillon se
lient a I'antigene. Aprés incubation, le matériel lié a la phase solide est capté par le champ
magnétique, un lavage permet d’éliminer les 1gG non spécifiques. Des anticorps anti-IgG
humain conjugués a une phosphatase alcaline sont ajoutés et se lient au I1gG capturés sur les
particules. Aprées lavage, le substrat Lumi-Phos 530 est ajouté et permet la mesure de la chi-

miluminescence. La calibration est effectuée selon le 3*™ sérum IS de ’'OMS (36).

5. TGS TA Toxo IgG®
La technique utilise des antigénes solubles de T. gondii vivants purifiés coatés sur des micro-
particules. L’anticorps anti-IgG humain est conjugué avec un dérivé d’ester d’acridinium. Lors
de la 1% incubation, les anticorps du sérum se lient aux antigenes de la phase solide. Pen-
dant la 2" phase d’incubation, les réactifs conjugués avec anticorps anti-IgG toxo sont cap-
turés par la phase solide, la quantité de conjugué marqué qui reste liée a la phase solide est
activée et émet une chimiluminescence (37). Il n’y a pas de précision concernant la calibra-

tion sur la notice.

6. Vidas Toxo IgG II®
Le principe du dosage associe la méthode immunoenzymatique en sandwich en deux étapes
a une détection finale en fluorescence ELFA. Les cones constituant la phase solide sont sen-
sibilisés par des antigénes solubles de T. gondii vivants inactivés. Le conjugué est un anti-

corps monoclonal anti-P30 marqué par la phosphatase alcaline, il entre en compétition avec
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les anticorps du sérum fixés a la phase solide. Le substrat, le 4-methyl-ombelliferyl phos-
phate, est hydrolysé en un produit fluorescent. Le signal de fluorescence est mesuré par un
fluorimeétre, sa valeur est inversement proportionnelle a la quantité d’lgG présente dans

I'échantillon. La calibration est effectuée a partir du 2°™ sérum IS de 'OMS.

7. Liaison Toxo IgG II®
Des antigenes solubles de T. gondii vivants inactivés sont fixés sur des microparticules ma-
gnétiques (phase solide). Aprés ajout du sérum du patient, les anticorps présents dans le
sérum se lient a la phase solide. Dans un deuxiéme temps, un anticorps monoclonal couplé a
un dérivé de l'isoluminol est ajouté et réagit avec les anticorps du patient. La réaction de
chimiluminescence débute et le signal lumineux qui en résulte est mesuré par un photomul-

tiplicateur. La calibration est effectuée a partir du 2°™ sérum IS de 'OMS.

8. LDBio-Toxo Il IgG®
C'est le test de référence qui permet de classer les patients en deux groupes : immunisés /
non immunisés. Lors du test, chaque sérum va étre incubé séparément avec une bandelette
dans un puit, les anticorps présents dans le sérum se fixent sur les antigénes. Aprés incuba-
tion avec un conjugué anti-IgG humaine, I'ajout du substrat permet de révéler la présence
d’lgG anti-T. gondii, par I'apparition de bandes spécifiques colorées dans la zone 30-45 kDa :
30, 31, 33, 40, 45 kDa. La lecture du résultat se fait par comparaison avec un controle positif.
Un résultat sera considéré comme positif si au moins 3 bandes, incluant la bande 30 kDa,

parmi les cinq spécifiques, sont présentes (29).
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Figure 6 : lllustration de Western Blot.

Profil 1 : Controle positif.

Profil 2 : Sérum négatif.

Profil 3 : Sérum positif (30, 40, 45 kDa)

C. Analyse statistique

Les caractéristiques de la population étudiée ont été décrites en utilisant les pourcentages et
la médiane avec intervalles interquartile (IQR) au vu des distributions non-gaussiennes. Les
tests de dépistage ont été évalués par rapport au test de confirmation (Western-blot). Un
calcul de sensibilité et de spécificité a été réalisé sur tous les sérums inclus dans I'étude. Les
résultats de sensibilité et spécificité ont été comparés en utilisant un test d’égalité des pro-
portions. L'analyse des résultats a été faite a 'aide de courbes ROC (Receiving Operating
Characteristic) afin de déterminer pour chaque test quel(s) seuil(s) serai(en)t le(s) plus adap-
té(s) pour le dépistage des patients immunodéprimés ayant des taux faibles d’lIgG. Les aires
sous la courbe ont été comparées par un test du x2. Le seuil de significativité était fixé a 5 %.

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

package (StataCorp, College Station, TX)
III. Résultats

A. Patients et sérums
En 2016, 367 sérums avec des résultats négatifs ou douteux sur I’Architect, provenant de
patients hospitalisés dans le service de transplantés d’organes solides et le service
d’hématologie ont été inclus. Ces sérums provenaient de 367 patients différents avec 44,9 %

des sérums prélevés chez des femmes et 55,1 % chez des hommes.
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L’age médian était de 39 ans (IQR [22-56]). Tous les sérums ont été dosés avec Architect, TGS
TA et Liaison Il, 366 sérums dosés avec Platelia et le Vidas I, 365 avec Access Il, 356 avec le
ELECSYS, et 367 avec le LDBio Il.

Pour le reste de notre étude, 354 sérums ont été retenus, correspondant aux sérums testés
avec toutes les techniques. Treize échantillons n’ont pu étre inclus du fait d’'un volume insuf-

fisant de sérum empéchant la réalisation de la sérologie avec les huit méthodes.

150
I

- {oomeme cam cacor wm o o

10

Elecsys Platelia Architect Access I TGS TA Vidas Il Liaison Il
Médiane 0,13 0,22 0,1 0,86 0,4 0 <3
IQR [0,13-11,5]  [0,02-1,59] [0,1-0,5] [0,19-2,32] [0,2-0,8] [0-0] [<3-<3]
Min / Max 0,13/ 148,8 0/33,28 0/29 0/29,39 0,1/17,6 0/18 <3/18,6

Figure 7 : Répartition des valeurs des dosages en fonction des techniques

La figure 7 montre la répartition des taux d’lgG en fonction de I'automate utilisé. Les valeurs
maximales d’IgG varient fortement en fonction de I'automate utilisé, allant de 2,9 Ul/mL
pour Architect, résultat dans la zone grise, a 148,8 Ul/mL pour Elecsys, résultat positif. Ceci

montre le manque de standardisation entre les techniques.
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B. Sensibilité et spécificité aux seuils préconisés par le fournisseur
Aux seuils fabricants, un résultat concordant pour les huit techniques utilisées a été trouvé
pour 225 sérums, ce sont uniquement des sérums négatifs, soit un taux de concordance de
63,6 % (225/354). Ce taux faible de concordance peut étre expliqué par un nombre de sé-
rums positifs plus important avec le Western blot, 23,2 %, qu’avec les autres réactifs, no-
tamment Architect, Liaison I, Vidas Il et Access Il qui ont un taux de sérums positifs respectif
de 0; 2,5; 2,8 et 3,4 %. Comme le montre le Tableau lll, les résultats rendus douteux par
I'automate, sont confirmés positifs par le WB dans 100 % des cas pour Architect, Platelia,
Vidas Il et Liaison Il. Un seul WB est négatif pour Access I, alors qu’Elecsys a 37,3 % de ses

résultats douteux, positifs en WB.

Tableau Ill : Nombre de négatifs, douteux et positifs pour chaque technique (nombre de LDBio Il positifs pour chaque cas,
N=82)

Tests Négatif (LDBio Il+) Douteux (LDBio II+) Positif (LDBio II+)
Elecsys 233 (0) 59 (22) 62 (60)
Architect 318 (46) 36 (36) NA
Platelia 324 (52) 3(3) 27 (27)
Access I 325 (55) 17 (16) 12 (11)

TGS TA 307 (44) NA 47 (38)
Vidas Il 323 (51) 21 (21) 10 (10)
Liaison XL 343 (71) 2(2) 9(9)

Dans le tableau IV, la spécificité, la sensibilité, la valeur prédictive positive (VPP) et la valeur
prédictive négative (VPN) ont été évaluées pour chaque automate en prenant une séropré-
valence de la toxoplasmose dans la population de 36,7 % (9). Dans un premier temps, les
valeurs dans la zone grise ont été considérées comme des valeurs positives, puis les valeurs
dans la zone grise ont été incluses dans les valeurs négatives. Pour TGS TA qui ne posséde
pas de zone grise, il n’y a donc pas de modification des résultats. Pour Architect, les échantil-
lons ayant été sélectionnés pour étre négatifs ou dans la zone grise, le calcul des différentes

valeurs considérant les sérums en zone grise comme sérums négatifs n’a pu étre effectué.
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Tableau IV : Sensibilité, spécificité, VPP, VPN de chaque réactif, prévalence de 36,7 %

Sensibilité Spécificité VPP VPN
% [ICQS%] % [ICQS%] % %
Elecsys
Positive 100 [100-100] 85,7 [82,0-89,3] 80,2 100
Négative 73,2 [68,7-77,8] 99,3 [98,4-100] 98,3 86,4
Architect
Positive 43,9 [38,7-49,1] 100 [100-100] 100 75,5
Platelia
Positive 36,6 [31,6-41,6] 100 [100-100] 100 73,1
Négative 32,9 [28,0-37,8] 100 [100-100] 100 72,0
Access Il
Positive 32,9 [28,0-37,8] 99,3 [28,4-100] 96,3 71,8
Négative 13,4 [9,7-17,0] 99,6 [99-100] 95,5 66,5
TGS TA
Positive/Négative 46,3 [41,1-51,5] 96,7 [94,8-98,6] 89,0 75,7
Vidas Il
Positive 37,8 [32,7-42,9] 100 [100-100] 100 73,5
Négative 12,2 [8,8-15,6] 100 [100-100] 100 66,3
Liaison 11
Positive 13,4 [9,7-17,0] 100 [100-100] 100 68,6
Négative 11,0 [7,7-14,2] 100 [100-100] 100 66,0

La spécificité de Elecsys est significativement augmentée (p<0,001) lorsque les valeurs de la

zone grise sont incluses dans les valeurs négatives et sa sensibilité significativement augmen-

tée lorsque les résultats douteux sont considérés positifs (p<0,001). Platelia, Architect, Vidas

I, Liaison Il et Access Il ont une spécificité excellente de 100 % quel que soit le choix fait pour

les résultats douteux. Pour Access Il et Vidas I, la sensibilité du test est significativement

augmentée lorsque les résultats douteux sont considérés positifs (p<0,001). Pour Platelia et

Liaison Il, la sensibilité du test n’est pas différente en fonction du choix fait pour les résultats

douteux (p>0,8).

C. Performance analytique et adaptation des seuils

1. Aire sous la courbe

L'aire sous la courbe (AUC) permet d’évaluer I'intérét diagnostique d’un test. On distingue

les tests d’apport nul (AUC<0,5), peu informatifs (0,5<AUC<0,7), moyennement informatifs

(0,7€AUC<0,9), tres informatifs (0,9<AUC<1) et parfaits (AUC=1) (38). Plus l'aire sous la

courbe est importante, plus le test est performant.
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Figure 8 : Aires sous la courbe ROC
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Cing des sept automates testés sont trés informatifs. Comme le montre la Figure 8, Elecsys a
la plus grande AUC et celle-ci est significativement supérieure a celle de Architect, notre au-
tomate de référence. Les performances de Platelia ne sont pas différentes de celles de
I’Architect. Les réactifs Access Il et TGS TA, bien gu’acceptables, montrent des performances
significativement inférieures a celle de Architect. Vidas Il et Liaison Il sont respectivement

moyennement et peu informatifs dans la population étudiée.

2. Choix des seuils
La discordance observée entre les bonnes performances analytiques (courbes ROC, Figure 9)
et les valeurs de sensibilité et spécificité exposées dans le tableau IV est due au choix des
valeurs seuils. Les tableaux Va et Vb présentent, pour Architect et Platelia, les différents
seuils qu’il serait possible d’appliquer a la population de I’étude afin d’améliorer les sensibili-
tés et spécificités diagnostiques et ainsi d’augmenter le nombre de patients correctement
classé. Pour Elecsys (tableau VI), nous proposons de « resserrer » la zone grise afin de garder
la méme sensibilité mais d’améliorer la spécificité du test. Les valeurs proches des seuils
fournisseurs sont représentées en gras, les seuils proposés sont surlignés. Pour les autres
réactifs (tableaux Vlla, VIib, Vllla et VIIIb), aucune valeur seuil n’a pu étre proposée, de facon
a étre a la fois sensible et suffisamment spécifique pour ne pas avoir a effectuer un trop

grand nombre de test de confirmation.

Tableau Va et Tableau Vb : Sensibilités et spécificités d’Architect et de Platelia en fonction du seuil

Architect (Seuil) Sensibilité Spécificité Platelia (Seuil) Sensibilité Spécificité
0,00 100,00 % 0,00 % 0,00 100,00 % 0,00 %

0,30 97,56 % 85,29 % 0,53 98,78 % 79,78 %

0,40 93,90 % 92,28 % 1,02 95,12 % 88,24 %

0,50 91,46 % 94,85 % 1,58 91,46 % 94,85 %

0,90 74,39 % 98,53 % 2,43 78,05 % 98,16 %

1,00 69,51 % 98,90 % 4,76 53,66 % 100,00 %

1,40 54,88 % 100,00 % 5,90 37,80 % 100,00 %

1,60 43,90 % 100,00 % 9,09 32,93 % 100,00 %

Tableau VI : Sensibilité et spécificité de Roche en fonction du seuil

Roche (seuil) Sensibilité Spécificité
0,13 100,00 % 0,00 %
1,12 100,00 % 85,66 %
6,70 100,00 % 93,38 %
9,43 98,78 % 95,22 %
20,51 90,24 % 99,26 %
30,13 73,17 % 99,26 %
30,57 71,95 % 100,00 %
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Tableau Vlla et VIIb : Sensibilités et spécificités d’Access Il et de TGS TA en fonction du seuil

Access Il (seuil) Sensibilité Spécificité TGS TA (seuil) Sensibilité Spécificité

0,00 100,00 % 0,00 % 0,10 100,00 % 0,00 %
0,43 98,78 % 48,16 % 0,30 98,78 % 36,76 %
0,90 95,12 % 66,54 % 0,40 96,34 % 55,15 %
1,40 90,24 % 80,88 % 0,50 89,02 % 68,01 %
2,09 82,93 % 90,07 % 0,90 67,07 % 91,54 %
3,81 62,20 % 95,22 % 1,10 54,88 % 95,22 %
7,55 32,93 % 99,26 % 1,50 46,34 % 96,69 %
10,65 13,41 % 99,63 %

Tableau Vllla et Vllib : Sensibilités et spécificités de Liaison XL et de Vidas Il en fonction du seuil

Liaison XL (seuil) Sensibilité Spécificité Vidas Il (seuil) Sensibilité Spécificité
< 3,00 100,00 % 0,00 % 0 100,00 % 0,00 %
3,00 42,68 % 98,90 % 1 71,95 % 97,79 %
6,14 21,95 % 100,00 % 4 37,80 % 100,00 %
7,17 14,63 % 100,00 % 8 12,20 % 100,00 %
8,89 10,98 % 100,00 %

Pour le Liaison, 89 % des valeurs sont rendues <3 Ul/ml ; <3 Ul/ml étant la plus petite valeur
rendue par cette automate. Pour le Vidas, 82 % des valeurs sont rendues a 0 Ul/ml. Cet au-

tomate ne rend que des résultats entiers (0, 1, 2,...).

D. Sensibilités et spécificités aux nouveaux seuils

Pour Architect avec les anciens seuils, 46 sérums auraient été rendus faussement négatifs
(Tableau Il1). Un WB aurait été réalisé sur les 36 sérologies douteuses, tous auraient été posi-
tifs. Avec les nouveaux seuils (Tableau IX), seulement deux sérums auraient été rendus faus-
sement négatifs. Un WB serait réalisé sur 75 sérologies douteuses, dont 35 seraient positifs.
Pour Platelia, les constations sont semblables, le nombre de faux négatifs passe de 52 a
guatre avec les nouveaux seuils. A la place de trois WB qui avaient été rendus positifs, 66
devront étre réalisés dont 34 seront positifs. Ce changement de seuil permet d’avoir une
sensibilité tres bonne et d’augmenter la VPN, mais entraine une augmentation du nombre
de WB a réaliser. Cependant la zone grise étant mieux définie, ces derniers sont faits de fa-
¢on plus optimale.

La concordance entre les trois automates pour lesquels les seuils ont été modifiés et le WB
est de 71,8 % (254/354), significativement améliorée par rapport aux anciens seuils (64,1 %,

p=0,014).

Tableau IX : Nombre de sérums négatifs, douteux et positifs pour Architect, Platelia et Roche avec les nouveaux seuils
(nombre de LDBio Il positifs pour chaque cas, N=82)

Tests Négatif (LDBio II+) Douteux (LDBio Il+) Positif (LDBio Il+)
Elecsys 254 (0) 24 (8) 76 (74)
Architect 234 (2) 75 (35) 45 (45)
Platelia 244 (4) 66 (34) 44 (44)
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Pour Elecsys, la problématique est différente. En effet la sensibilité est de 100 % avec les
anciens seuils, mais en « resserrant » ces seuils, cette sensibilité peut étre conservée tout en
diminuant le nombre de Western blot a réaliser. En modifiant le seuil d’entrée en zone grise

a 6,7 Ul/mL, 254 sérums sont négatifs et confirmés par le Western blot, « économisant » 21

WB.
Tableau X : Sensibilité, spécificité, VPP, VPN des réactifs (nouveaux seuils), prévalence de 36,7 %
Sensibilité Spécificité VPP VPN
% [1Cos%] % [1Cos%]
Elecsys
Positive > 1,00 100 [100-100] 85,7 [82,0-89,3] 82,3 100
Positive 2 6,70 100 [100-100] 93,4 [90,8-96,0] 89,6 100
Architect
Positive 2 1,60 43,9 [38,7-49,1] 100 [100-100] 100 72,8
Positive > 0,30 97,56 [95,9-99,2] 85,29 [81,6-89,0] 79,4 98,4
Platelia
Positive 2 6,00 36,6 [31,6-41,6] 100 [100-100] 100 70,3
Positive 2 1,02 93,9 [91,4-96,4] 89,0 [85,7-92,2] 83,1 96,2

Si les sérums douteux sont considérés comme positifs (tableau X), la spécificité d’Elecsys est
significativement augmentée (p<0,001) lors de I"'augmentation du seuil d’entrée de la zone
grise de 1,00 a 6,70 Ul/ml. Pour Architect et Platelia, la sensibilité est significativement amé-
liorée lors de la modification du seuil (p<0,001). La spécificité est significativement diminuée
(p<0,001).

Les nouveaux seuils permettent donc pour Architect et Platelia de détecter plus de sérums
positifs. Pour Elecsys, ils permettent d’avoir une meilleure spécificité, tout en réalisant moins

de Western Blot.

E. Profils des Westerns blots
Parmi les 82 WB positifs (Figure 9), 91 % des sérums ont au minimum les bandes 30, 31 et

33. Le profil avec les bandes 30, 31, 33 et 40 est le plus souvent retrouvé.

40



m bande 30/31/33/40

B bande 30/31/33

M bande 30/31/33/40/45
H bande 30/31/33/45

M bande 30/31/40

m bande 30/31/40/45

m bande 30/40/45

Figure 9 : Profil des Western blots positifs

Parmi les 272 Western blot négatifs (Figure 10), 81 % ne présentaient aucune bande. Le WB
rend normalement un résultat binaire, positif ou négatif. La présence de la bande 30 avec
moins de deux autres bandes, peut étre considéré comme un résultat douteux par certains
auteurs (39). Ici, 33 WB rendus négatifs présentent au moins la bande 30, dont 18 ont uni-

guement la bande 30. lls pourraient donc étre considérés comme « douteux ».

Western blots négatifs

B Aucunes bandes
B Au moins bande 30

1 Autres bandes

Figure 10 : Profil des Western blots négatifs
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Pour Elecsys, les deux sérums faussement positifs (Tableau IX), montre pour l'un la présence
d’une bande 30 seule et pour l'autre la présence des bandes 30 et 31, ces sérums ne sont

peut étre pas des faux positifs.

Tableau XI : Profil du WB pour les sérums dans la zone grise de chaque technique (nouveau seuil)

Elecsys (N = 24) Architect (N = 75) Platelia (N = 66)
Bande 30 = « douteux » 15 19 14
Pas de bande 30 1 21 18
Positif 8 35 34

Pour les sérums rendus douteux avec Elecsys (Tableau Xl), 62,5 % peuvent étre considérés
comme « douteux » avec le WB. Pour les sérums rendus douteux avec Architect ou Platelia,
46,7 % et 51,5 % sont positifs avec le WB. Parmi les sérums restants, 25,3 % et 21,1 % sont

« douteux », respectivement pour Architect et Platelia.

IV. Discussion

Cette étude présente une comparaison des capacités analytiques de sept réactifs pour la
détection d’lgG anti-Toxoplasma gondii a taux faibles dans une large cohorte de patients
immunodéprimés, par rapport a un WB de référence.

Pour des centres de diagnostic associés a des services cliniques prenant en charge des pa-
tients immunodéprimés, les réactifs Elecsys Toxo IgG® (Elecsys), Architect Toxo I1gG® (Archi-
tect), Platelia Toxo IgG® (Platelia), Access Toxo IgG 1I® (Access Il) et TGS TA Toxo IgG® (TGS
TA) semblent étre suffisamment informatifs pour pouvoir étre utilisés, en routine, pour le
dépistage de la toxoplasmose chez les patients présentant des taux faibles d’lgG. Cependant
Elecsys montre une qualité analytique statistiquement supérieure a celles d’Architect ou de
Platelia, qui elles-mémes sont supérieures a celles de Access Il et TGS TA. Les réactifs Vidas
Toxo IgG 1I® (Vidas 1l) et Liaison Toxo IgG 11® (Liaison Il) présentent de faibles performances
analytiques dans cette cohorte. Dans tous les cas, les seuils fournisseurs ne paraissent pas

optimaux pour cette population et nécessitent d’étre adaptés par I'utilisateur.

Les limites de notre étude sont la sélection de sérums sur Architect pour avoir uniquement
des sérums négatifs ou douteux sur cet automate, entrainant un biais notamment sur la sen-
sibilité de cet automate. De plus I'exclusion des sérums positifs de notre groupe de patient
immunodéprimés, peut également, artificiellement, diminuer la sensibilité des différents

automates et augmenter leur spécificité.
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Dans notre étude, une variation importante entre les taux maximums d’lgG est observée.
Cette variation entre les taux d’lgG rendus pour un méme sérum par des automates diffé-
rents a été décrite dans deux études (39,40). Que ce soit dans notre étude ou dans la littéra-
ture, les taux les plus élevés sont toujours retrouvés avec Elecsys. Ces variations empéchent
la comparaison des résultats d’une technique a I'autre. Ces différences de taux peuvent étre
dues a la composition des solutions antigéniques (26), (antigénes de surface, antigenes so-
lubles, antigénes recombinants). De plus, tous les réactifs ne sont pas calibrés selon le méme
étalon standard ; Architect est calibré selon le 1°" étalon standard 1gG (01/600), Liaison Il et
Vidas Il selon le 2°™ étalon standard international, Elecsys, Access Il et Platelia selon le 3°™
étalon standard international. Cela pourrait aussi étre un facteur de variabilité, méme si
dans I'étude de Maudry et al (39), aucune différence significative n’a été montrée. Le 2" et
3°™M étalon standard contiennent des taux importants d’IgG et IgM. La standardisation entre
les essais détectant uniquement les 1gG, tels que les EIA, et les essais détectant toutes les
classes d’anticorps, tels que le DT, est difficile. C'est pourquoi un étalon standard, unique-

ment pour les IgG a été créé (41). Pour toutes ces raisons, il est conseillé aux patients d’étre

suivi dans le méme laboratoire ou a défaut par la méme technique de dépistage.

En présence de taux faibles d’lgG, proche de la limite de détection, souvent rendus comme
douteux, la sérologie peut étre considérée comme négative. Or, chez les receveurs de cel-
lules souches hématopoiétiques, I'absence d’immunité écarte le risque de réactivation d’'une
infection ancienne, le patient ne recoit alors pas de chimioprophylaxie. Notre étude montre
bien la limite des automates pour la détection des taux faibles d’lgG. En effet les sensibilités
des automates testés sont faibles, méme lorsque les valeurs douteuses sont incluses dans les
valeurs positives, excepté pour Elecsys. Les patients immunodéprimés ou avec des taux
faibles d’lgG, sont souvent peu représentés dans les études analysant et comparant les diffé-
rents automates sur le marché. Ces études incluent essentiellement des femmes suivies
pendant leur grossesse. En fonction des automates et des études, la concordance va de 91,4
a 99,5 %. La sensibilité varie de 95,6 a 100 % et la spécificité de 98,9 a 100 %
(22,37,39,40,42-45). Les différences de population entre ces études et la nbtre, pourraient

expliquer, les différences de concordance et de sensibilités retrouvées. De plus dans cer-
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taines études, les résultats douteux sont exclus des calculs de concordance, de sensibilité et
de spécificité. Quelques études se sont intéressées aux taux faibles d’lgG. Une étude (46) a
comparé 231 sérums douteux ou négatifs sur Elecsys avec les résultats de Platelia. Pour les
résultats discordants entre les deux réactifs le WB LDBio Il a été fait. Méme si les sérums ne
proviennent pas de patients immunodéprimés, les résultats peuvent étre comparés a ceux
de notre étude car ce sont des sérums a taux faibles qui ont été sélectionnés. Dans la plupart
des cas, les deux techniques avaient des résultats discordants (92,2 %), montrant la nécessi-
té d’avoir un test de confirmation. Une étude (37), a comparé TGS TA a Architect. Parmi les
21 sérums discordants, 16 étaient rendus négatifs ou douteux avec Architect mais rendus
positifs avec TGS TA, dont huit ont été confirmés positifs avec une 28me technique (Vidas,
Axsym ou Enzygnost). Les données de ces huit patients ont montré qu’il s’agissait de patient
avec une infection ancienne et un taux faible IgG. TGS TA paraissait étre plus sensible pour la
détection des taux faibles d’lgG. Dans notre étude, TGS TA est inférieur a Architect pour la
détection des taux faibles d’lgG. L'étude réalisée par Villard et al. (40) a évalué neuf tech-
niques immunoenzymatiques : Advia, Architect, Axsym, Elecsys, Enzygnost, Liaison, Platelia,
Vidas et Vidia. Pour 45 sérums avec des faibles taux d’'IgG confirmés par le DT, Elecsys détec-
tait les titres faibles ou équivoques dans 97,8 % des cas, Architect, Platelia et Liaison dans
respectivement, 84,4 ; 73,3 et 17,8 % des cas. Vidas détecte les taux faibles d’lgG dans 87,5
% des cas mais seulement 15 sérums sont testés. Comme dans notre étude, Elecsys présente
une excellente sensibilité alors que celle du Liaison est faible. En revanche, pour Architect,
Vidas et Platelia nous trouvons des sensibilités plus faibles. Cela peut étre d( au faible
nombre de sérums étudiés dans cette étude (40). Le travail de Franck et al. (29) a évalué la
spécificité et la sensibilité du WB LDBio II, en tant que test de confirmation pour les faibles
concentrations d’IgG. Il présente une sensibilité de 99,2 % et une spécificité de 100 %. Des
sérums avec des taux faibles d’IgG en DT ont été testés avec le WB et deux autres auto-
mates. Le WB a rendu seulement un faux négatif alors que les automates en ont rendus res-
pectivement cing et 12. Cette constatation montre que l'interprétation des taux faibles d’lgG
est fonction de I'automate utilisé. De plus, des sérums de patients immunodéprimés sont
testés avec le DT, LDBio, Platelia et Toxoscreen. Les résultats du DT et de LDBio sont iden-
tiques mais différents de ceux de Platelia dans 90 % des cas. Ces résultats suggerent qu’un

test de confirmation, tel que LDBio Il est nécessaire pour identifier les 1gG spécifiques dans la
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zone grise (29). Malgré un codt élevé, sa réalisation est facile comparée au DT qui nécessite

des tachyzoites vivants de T. gondii.

Dans notre étude, la sensibilité des tests sérologiques est fortement augmentée lorsque les
résultats douteux de chaque automate sont considérés comme positifs, tout en conservant
une spécificité excellente. Une étude (47) a comparé les performances du Vidas avec deux
techniques automatisées plus récentes : Liaison et Architect. Cette derniére a montré que la
sensibilité de Liaison (93,8 %) reste la méme, que les valeurs de la zone grise soient considé-
rées comme positives ou négatives. Pour Vidas, la sensibilité passe de 98,4 % quand les ré-
sultats douteux sont considérés comme positifs a 93,8 % quand ils sont considérés comme
négatifs. Pour Architect, la différence est plus importante ; la sensibilité passe de 84,4 %
guand ils sont considérés comme négatifs a 93,8 % quand les résultats douteux sont consi-
dérés comme positifs. Les sensibilités de ces tests sont meilleures que les noétres, mais
comme dans les précédentes études, ici la cohorte était constituée de femmes enceintes ou
en age de procréer. Dans I'étude de Lesle et al. (46), comme dans notre étude, la sensibilité
d’Elecsys est fortement augmentée (98,5 %) quand les résultats dans la zone grise sont con-
sidérés comme positifs et celle de Platelia (16,3 %) reste peu satisfaisante. Le seuil de positi-
vité de ces techniques pourrait donc étre diminué pour les patients immunodéprimés, per-
mettant une meilleure détection des patients séropositifs avec un taux faible d’IgG. Le seuil
d’entrée en zone grise peut également étre diminué permettant de redéfinir une zone grise
plus adaptée aux patients immunodéprimés. Pour la plupart des automates, le LDBio Il réali-
sé sur les sérums de la zone grise fournisseur est toujours positif, sauf pour Elecsys. Dans
notre étude, de nouveaux seuils sont proposés pour Architect, Platelia et Elecsys. Pour les
autres réactifs étudiés, aucun nouveau seuil, permettant de combiner de bonnes sensibilités
et spécificités, sans réaliser trop de tests de confirmation, n’a pu étre proposé. Pour Liaison Il
et Vidas Il, le peu de valeurs intermédiaires données par ces réactifs pourrait expliquer la
difficulté a établir de nouveaux seuils. En effet, pour avoir une sensibilité acceptable, il fau-
drait effectuer un test de confirmation deés que I'automate rendrait un résultat < 3 Ul/mL ou
a 0 Ul/mL respectivement, c'est-a-dire pour tous les sérums. Il serait donc plus intéressant,
pour les sérums de patients immunodéprimés, d’effectuer directement un WB, lorsque I'on

possede un Liaison ou un Vidas. Deux études ont été menées sur la diminution des seuils de
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positivité pour les 1gG de T.gondii. L’article (46) propose une modification du seuil de positi-
vité pour Platelia. En effet, avec un seuil de positivité de 6 Ul/mL, 90,5 % des résultats sont
rendus négatifs, alors que le WB est positif pour 54 % de ces sérums. Comme dans notre
étude, tous les WB réalisés sur les sérums en zone grise, sont positifs. Si le seuil de positivité
du Platelia est abaissé a 4 Ul/mL, la spécificité du test reste de 100 % mais la sensibilité sera
alors de 44 %. La sensibilité est significativement plus faible que celle annoncée par les fabri-
cants, mais la comparaison est délicate étant donné que les sérums ne proviennent pas de
groupes comparables. Dans une autre étude (48), 384 sérums avec des I1gG négatifs ou équi-
voques avec Platelia, ont été sélectionnés, dont 48 sérums provenaient de patients immu-
nodéprimés. Toutes les sérologies ont été confirmées avec LDbio. Parmi les 261 sérums
équivoques avec Platelia, 244 sont positifs avec le WB. En modifiant le seuil de positivité du
Platelia a 4,4 Ul/mL, 30,7 % des sérums équivoques ou négatifs seraient rendus positifs en
accord avec le WB, permettant d’obtenir une sensibilité de 33,1 % et une spécificité de 99,2
%. Dans le groupe immunodéprimé, ce méme seuil permet d’avoir une sensibilité de 42 % et
une spécificité de 100 %. Ce seuil de positivité pour Platelia permet de ne pas avoir de faux
positif, ce que l'on recherche pour la surveillance des femmes enceintes, et permet
d’augmenter significativement la sensibilité et donc d’éviter de suivre mensuellement des
femmes enceinte qui sont finalement séropositives. Pour les patients immunodéprimés, ce
seuil permettrait de diminuer le nombre de test confirmation. Les seuils de positivité propo-
sés dans ces deux publications se rapprochent de celui choisi dans notre étude pour Platelia.

En revanche, aucun seuil d’entrée en zone douteuse n’est proposé.

En étudiant les résultats positifs de LDBio Il, le profil montrant les bandes 30-31-33 associé a
d’autres bandes ou non était le plus souvent retrouvé. Ce profil pourrait étre le signe d’'une
immunité ancienne. Parmi les WB négatifs, certains possédaient uniquement la bande 30.
Dans I'étude de Maudry et al. (39), le WB a été considéré douteux, si la bande 30 est pré-
sente mais qu’il y avait moins de trois bandes. Dans I'étude de Franck et al (29), la seule sé-
rologie rendue positive avec le DT et négative avec LDBio Il présentait une unique bande 30.
De plus dans les études évaluant la précocité des tests de détection d’lgG, lors de sérocon-
version, la bande 30 est souvent la premiére a étre mise en évidence. Dans I'étude de Jost et

al. (49), 33 des 39 premiers sérums de femme ayant fait une séroconversion toxoplasmique

46



durant la grossesse, possédaient la bande 30. 26 sérologies ont été confirmées positives sur

eme

le 1°" sérum et les autres sur le 2°™. La bande 30 pourrait étre un marqueur sensible et spé-
cifique de la présence d’lgG a taux faibles. A ce jour, aucune étude des profils de LDBio Il sur

des sérums montrant une immunité ancienne a taux faibles n’a été effectuée

V. Conclusion

L’évaluation de nos nouveaux seuils dans une étude prospective, chez les patients immuno-
déprimés, pourrait permettre d’affiner le calcul des sensibilités et spécificités en y incluant
aussi les taux plus élevés d’IgG.

Une étude portant sur la réévaluation de ces seuils pourrait également étre menées chez les
femmes enceintes, qui ont parfois des taux faibles d’IgG, rendus négatif par les automates,
entrainant un suivi mensuel inutile.

Il serait intéressant de faire un DT sur les WB « douteux », pour évaluer si en présence d’une
bande 30 avec moins de 3 bandes, chez les patients immunodéprimés, le résultat du LDBio Il
peut étre considéré comme douteux, c’est-a-dire, ne permettant pas d’exclure un contact

avec T. gondii.
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TITLE
Evaluation of seven automated reagents for the serological screening of toxoplasmosis in

immunocompromised patients.

SUMMARY
Immunocompromised patients are at higher risk of developing severe toxoplamosis from

recently acquired acute infection or from tissue cysts reactivation, the most frequently.

Knowledge of serologic status is therefore crucial. Nevertheless it is often equivocal. The aim

of this study was to assess the sensitivity and specificity of seven reagents in a population of

immunocompromised patients. Sera from 354 patients were collected and analyzed.
Elecsys® offered the best analytic performances, superior to those of Architect® and
Platelia®, which were superior to those of Access II® and TGS TA®. Vidas II® and Liaison 11®
reagents exhibited poor analytical performances in this cohort. For Elecsys®, Platelia® and
Architect®, new thresholds for grey zone and positive zone have been defined in order to

improve the sensitivity of these reagents, while maintaining excellent specificity.
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RESUME en francgais

Les patients immunodéprimés présentent un risque plus élevé de développer une toxopla-
mose grave due a une infection aigué récemment acquise ou a la réactivation de kystes tis-
sulaires, le plus frequemment. La connaissance du statut sérologique est donc primordiale.
Cependant ce dernier est souvent rendu douteux. Le but de cette étude était d’évaluer la
sensibilité et la spécificité de sept réactifs dans une population de patient immunodéprimé.
Les sérums de 354 patients ont été recueillis et analysés. Elecsys® présentait la meilleure
performance analytique, supérieure a celle d’Architect® et de Platelia®, elles-mémes supé-
rieures a celles d’Access II® et TGS TA®. Les réactifs Vidas II® et Liaison II® présentaient
de faibles performances analytiques dans cette cohorte. Pour Elecsys®, Platelia® et Archi-
tect®, de nouveaux seuils d’entrée en zone grise et en zone positive ont été définis permet-
tant ainsi d’améliorer la sensibilité de ces réactifs, tout en conservant une excellente spécifi-

cité.

Titre et résumé en Anglais : voir au recto de la derniére page de la these
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