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INTRODUCTION

L’agent de la toxoplasmose, Toxoplasma gondii, a été isolé en 1908 chez un
rongeur du sud Tunisien. Il a fallu attendre plusieurs années (1913) pour se
rendre compte de ses implications en pathologie humaine, en particulier dans
les toxoplasmoses congénitales. A 1’heure actuelle, avec le développement de
cette pathologie redoutable qu’est le SIDA, la toxoplasmose a pris une
importance considérable. Elle est une des principales causes parasitaires de
mortalité chez le sidéen, avec Pneumocystis carinii.

Au cours de ce travail, nous avons voulu mettre au point et appliquer une
technique de biologie moléculaire, la PCR (polymerase chain reaction) au
diagnostic de la toxoplasmose.

Pourquoi une nouvelle technique, alors qu’il existe déja de nombreuses
méthodes de diagnostic biologique? (méthodes d’examen direct, méthodes
sérologiques, cultures...). Curieusement, malgré toutes ces techniques, le
biologiste et le clinicien se retrouvent encore bien démunis dans certains cas:

- dans les séroconversions maternelles, tout le bilan mis en
ceuvre revient parfois normal, alors que 1’enfant est
contaminé a la naissance.

- dans les choriorétinites toxoplasmiques, c’est trop souvent
’aspect des lésions et la réponse au traitement qui font le
diagnostic.

- chez le sujet immunodéprimé, le bilan biologique est délicat
et apporte peu d’éléments (sérologie d’interprétation
aléatoire, examens directs positifs uniquement s’il existe une
forte parasitémie). La aussi, c’est souvent la clinique, les
images radiologiques et la réponse au traitement qui font le
diagnostic.

A I’heure o la biolo gie moléculaire connait un essor important dans tous les

domaines, et pour pallier a ces problémes, la technique de PCR nous a semblé
intéressante sur de nombreux points.
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Cette techmque consiste en effet & amplifier 21 fois un segment d’ADN du
parasite et & le révéler sur gel d’électrophorése. Les avantages de cette
méthode, confirmées par de nombreuses publications, sont sa sensibilité, sa
spécificité, sa rapidité, ainsi que les nombreux prélévements sur lesquels elle

peut s apphquer
Cette mise au point a donc été le but de notre travail qui a été divisé en deux

parties:
- la mise au point proprement dite sur des témoins positifs et
négatifs.

- ’analyse par la PCR:

- de prélevements de sang provenant de patients
immunodéprimés suspects ou non de toxoplasmose.

- de ponctions de liquide amniotique de femmes ayant
présenté une séroconversion (ceci dans le but d’un jour
pouvoir se passer de la ponction de sang feetal qui n’est
pas un acte anodin).

- de ponctions d’humeur aqueuse de sujets suspects de
choriorétinite toxoplasmique.
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RAPPEL SUR TOXOPLASMA
GONDII ET LA
TOXOPLASMOSE HUMAINE

1, TAXONOMIE DE T. GONDII [34]

- Embranchement : Protozoa

- Phylum : Apicomplexa

- Classe : Sporozoea

- Sous-classe : Coccidia

- Ordre : Eucoccidiida

- Sous-ordre : Eimeridea

- Famille : Sarcocystidae

- Sous-famille : Toxoplasmatinae

- Genre : Toxoplasma ( Nicolle et Manceau en 1908,
découvrent un protozoaire qu'ils pensent au premier abord
appartenir au genre Leishmania. Aprés observation
approfondie ils le classent dans un genre nouveau baptisé
Toxoplasma pour rappeler la forme arquée : TOXON = arc
en grec).

- Espece :T. gondii (qui est d'ailleurs la seule espéce de ce
genre).
2 CYCLE EVOLUTIF

Il est assez original car il peut faire intervenir:

- Soit un cycle complet (sexué et asexué).

- Soit un cycle incomplet (asexué uniquement).
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2.1. Le cycle sexué

Il se déroule exclusivement chez I'h6te définitif, c'est A dire chez les
félidés. Le mode de contamination est oral par ingestion, soit de kystes
contenant des bradyzoites, soit d'oocystes qui vont libérer des
sporozoites. Les éléments parasitaires vont envahir les cellules
épithéliales jéjunales, donnant naissance a des schizontes par
endodyogénie et/ou schizogonie [34].

Peu de temps aprés, il y a apparition de gamétocytes qui se
différencient soit en macrogametes femelles, soit en microgamétes
males.

La fécondation par pénétration d'un microgaméte dans le
macrogamete aboutit & la formation d'un oocyste. Aprés avoir acquis
une paroi résistante, il sera émis dans les féces sous forme non sporulée
(donc non infestante).

La maturation, qui a lieu dans le milieu extérieur, peut alors
commencer et aboutira a I'oocyste contaminant.

Il faut noter :

1°) que cette phase d'excrétion d'oocystes est intense et

transitoire (quelques millions d'oocystes pendant quelques
jours). Elle ne pourra réapparaitre qu'au cours d'une
réinfestation chez l'animal immunodéprimé.

2°) que chez les félidés se déroule, parallelement A ce cycle
sexué, le cycle asexué qui aboutit & la formation de kystes
tissulaires.

2.2. Le cycle asexué

- L'homme et les animaux s'infestent par ingestion de kystes ou
d'oocystes. Les bradyzoites ou les sporozoites, libérés par les sucs
digestifs, vont rapidement se transformer en tachyzoites et envahir
tous les systémes cellulaires. De la, aprés une phase de
parasitémie de durée variable selon les individus et peut-étre selon la
souche parasitaire, il y aura formation de kystes tissulaires.

- A noter un autre moyen d'invasion : la voie transplacentaire. Au
cours de cette phase de parasitémie, il peut y avoir passage de
tachyzoites de la circulation maternelle au feetus, a travers le filtre
placentaire.
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3. EPIDEMIOLOGIE

3.1. Prévalence

La toxoplasmose est une anthropozoonose ubiquitaire dont la
prévalence varie énormément selon l'espéce étudiée et le lieu
géographique. Pour I'homme en particulier, la prévalence diminue
lorsque le niveau socio-économique augmente et que le climat devient
plus rigoureux.

Exemple : France environ 65% [17, 34]
Etats Unis, Grande Bretagne environ 30% [34]
Salvador environ 90% [34]
Alaska 0% [34]

3.2. Réservoir de parasites
I1 est constitué par:

- Les animaux a sang chaud (kystes)
Parmi eux : le mouton et le porc jouent un réle direct trés
important dans 1'épidémiologie de la toxoplasmose humaine
en France. Mais d’autres animaux (volailles, lapins,...)
peuvent €tre a 1’origine de la contamination humaine.

- Le milieu extérieur et les félidés (oocystes)
Le chat s'infeste généralement précocement (dés ses débuts de
chasseur) mais n'est contaminant pour I'homme que pendant
quelques jours. Par contre, les litieres et 1’environnement
peuvent contenir des oocystes pendant trés longtemps et
seront durablement infestants.

Il faut noter d’ailleurs la grande résistance des oocystes:
- a la chaleur : 50 °C pendant 30 mn
- a la congélation : -21 °C pendant 28 jours
- aux produits chimiques : hypochlorite de sodium a 6%,
acide sulfurique a 0,5 N et alcool & 95 ° pendant 1 heure.
Ils restent cependant sensibles au formol.
La résistance des kystes est moindre mais non négligeable :
plusieurs jours sur les cadavres, plusieurs mois & 4 °C. Ils sont détruits
par la chaleur a 56 °C, et ils voient leur infectivité diminuée 2 -20 °C.
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3.3. Modes de contamination
- Oral (viandes, 1égumes, eau souillée, litiere,...)
- Réinfestation endogene au cours de l'immunodépression
- Feeto-maternelle

- latrogene (greffe de moelle osseuse, transfusion de
leucocytes, transplantation d'organes)

- Accidentelle (manipulation de souches en laboratoire)

4. MORPHOLOGIE DE T. GONDII

4.1. le tachyzoite (parfois appelé trophozoite)

En forme de croissant de 6 & 8 um de long, il est limité par une
membrane trilamellaire.

- le conoide (structure
fibrillaire enroulée en spirale)

- 'anneau polaire a sa base,

A l'avant : servant d'insertion a :

- Le complexe apical - 22 microtubules
(caractéristique du phylum

Apicomplexa) avec : - les rhoptries (environ 10) en

forme de massue, occupant le
tiers antérieur du parasite.

- les granules denses

- les micronémes

Ce complexe apical, par les mouvements de torsion qu'il engendre
et les enzymes qu'il peut excréter joue un role actif dans la pénétration
cellulaire.

On retrouve ensuite les organites habituels des cellules :

- le noyau

- les mitochondries
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- le réticulum endoplasmique

- I'appareil de Golgi.

.2. Le kyste et ses bradyzoites:

Le kyste (20 a2 100 um de diamétre) représente la forme de
résistance et de latence du parasite dans l'organisme. Il siége
préférentiellement au sein des tissus musculaires, nerveux et
pulmonaires. Il renferme des bradyzoites au métabolisme trés ralenti et
dont la structure est proche de celle du tachyzoite. Les grandes
différences entre ces deux stades parasitaires sont : la taille (diminuée),
le noyau (plus postérieur), les micronémes (plus nombreux) et la
présence de nombreux granules cytoplasmiques d'amylopectine.

3. Oocystes et sporozoites

L'oocyste est émis dans le féces sous forme diploide et non sporulée
de 10 & 12 um de diamétre. Deux sporocystes apparaissent au bout de 5
jours environ de maturation dans l'environnement. Ils contiennent
chacun 4 sporozoites dont la structure est comparable a celle du
tachyzoite, mais plus riche en micronémes et en rhoptries.

STRUCTURE BIOCHIMIQUE DE T. GONDII

1. Structure moléculaire

Elle est complexe, avec plus d'un millier de molécules. Parmi les
plus importantes, on retiendra :

- 5 protéines majeures de surface : P43, P35, P23, P22 et
surtout P30, protéine la plus abondante ( 5% du poids total de
T. gondii).

- une vingtaine d'antigénes cytoplasmiques.

- une vingtaine d'antigénes excrétés.

L'ADN est regroupé en 10 chromosomes [11] lorsque le parasite
est sous forme haploide (ce qui est le cas pour les tachyzoites et les
bradyzoites), la seule forme diploide étant uniquement visible dans les
oocystes non sporulés. La quantité d'ADN a été estimée a 0,096 pg
d'ADN / génome haploide [18]. Johnson et coll., aprés avoir purifié
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I'ADN de T. gondii, ont déterminé le G-C%! des tachyzoites de la
souche RH a 44,4% [42]. Aprés ces premiers travaux, plusieurs genes
de T. gondii ont €t€ publiés et s€quencés:

- le géne de la P 30 [10]

- le géne codant pour la P 28, protéine des granules denses [64]

- le géne codant pour la P 23, protéine de la surface du

toxoplasme [15]

- le géne B1 [9]

- les génes d'ADNr [43]

- le géne TGRIE [1]

- les génes codants pour les a et § tubulines [57].

Parmi toutes ces différentes séquences, dont la liste est loin d'étre
exhaustive, nous aurons l'occasion de revoir de maniére plus
approfondie, au cours du chapitre suivant, les 4 génes utilis€s dans les
techniques de PCR.

5.2. Différences moléculaires entre les souches de 7. gondii

La plupart des études moléculaires sur 7. gondii ont €té effectuées
sur la méme souche, la souche RH, isolée en 1939 et maintenue depuis
dans tous les laboratoires travaillant sur le toxoplasme. Cependant,
apres €tude isoenzymatique d’un certain nombre d’isolats de
toxoplasmes provenant d’animaux ou de malades infectés, il est apparu
qu’il existait des différences génétiques entre ces isolats [22]. Ces
études isoenzymatiques ont permis de regrouper les souches en 8
zymodeémes, populations de parasites définies par les types
isoenzymatiques de 6 enzymes (aspartate, aminotransférase, glucose
phosphate isomérase, amylase, glutathion réductase, phosphatase acide,
propionyl estérase).

I existe une corrélation assez nette entre 1’appartenance d’un isolat
a un zymodeme et la pathologie dont il est responsable chez la souris.
Cependant cette corrélation n’est pas retrouvée dans le cadre de la
pathologie toxoplasmique chez I’homme (dans un méme zymodéme sont
retrouvées des souches isolées de toxoplasmoses congénitales s€veres ou
de toxoplasmoses congénitales asymptomatiques, ou encore
d’encéphalite toxoplasmique chez des sujets HIV).

Néanmoins ces différences intra-spécifiques peuvent faire craindre
des différences au niveau de la séquence des genes.

lG-C% : contenu en Guanine- Cytosine
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En effet, des études directes du généme (par des techniques de

RFLP2) ont confirmé la grande variabilit€ des souches de toxoplasmes
[19].

6.

EVOLUTION D’UNE INFECTION TOXOPLASMIQUE

Les tachyzoites, disséminés dans tout 1’organisme, vont envahir les

cellules, car T. gondii est un protozoaire endocellulaire obligatoire: il
dépend pour sa survie d'une cellule hote

6.1.

Evolution du parasite au sein de ’organisme

Une fois la pénétration du tachyzoite effectuée, la synthése d'ADN

peut commencer et donnera 8-32 cellules filles. A ce stade, la cellule
hote se désinteégre par compétition avec les éléments cellulaires vitaux
[36], et/ou par sortie active 1ésant de maniére irréversible la membrane
cellulaire [34].

Les premiers bradyzoites apparaissent t6t (en 3 a 5 jours chez la

souris). Ils sont contenus dans des kystes, développés a partir de la
vacuole parasitophore et indépendants des tissus voisins. Cette paroi
assure une barriére protectrice vis a vis de l'action des anticorps et
permet les échanges. A l'intérieur, les bradyzoites continuent a se
multiplier pendant plusieurs mois par phénomene d'endodyogénie.
L'apparition des kystes est favorisée de maniere indéniable par la
pression de l'immunité qui se développe, mais aussi par d'autres
facteurs, mal connus, puisqu'on peut retrouver ces éléments parasitaires
dans les cultures cellulaires.

Le kyste, qui va augmenter de taille pendant plusieurs mois, est bien

toléré. Il persiste pendant toute la vie de la cellule héte.

6.2.

Immunité antitoxoplasmique
On distingue chez le sujet immunocompétent trois phases :
- La phase aigué : les tachyzoites se multiplient et se
disséminent sans rencontrer de résistance.

- La phase intermédiaire : coexistence des premiers kystes avec
les tachyzoites.

2 RFLP : Restriction Fragment Lenght Polymorphism
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- la phase latente : kystes quiescents, bien tolérés puisque
aucune réaction inflammatoire ne les entoure.

6.2.1. La réponse humorale

Elle vise au départ un antigéne de la surface du parasite, la protéine
P30. Ce n'est pas la seule molécule reconnue mais elle entraine une
réponse précoce et sera donc fréquemment utilisée en sérologie.

Les premiers anticorps a apparaitre sont : IgM, IgE, IgA puis les
IgG. Bien que T. gondii soit lysé par les anticorps en présence de
complément, lorsqu'il est extracellulaire, cette réponse humorale ne
joue pas un réle majeur dans l'immunité anti-toxoplasmique [36]. En
effet, la transfusion d'anticorps chez la souris ne protége pas celle-ci
contre l'infection .

6.2.2. La réponse cellulaire

Son importance capitale a été prouvée par l'inoculation de T. gondii
a des souris athymiques : ces derniéres n'ont jamais développé
d'immunité protectrice [36].

Cette expérience a été suivie de nombreuses autres permettant de
démontrer le réle majeur des lymphocytes T, des macrophages et des
cytokines (dont l'interféron gamma) dans l'apparition d'une réponse
protectrice.

A ce stade, la remarquable capacité d'adaptation de T. gondii lui
permet d'échapper a la destruction en se mettant a 1'abri dans les kystes.
On aboutit alors a un état de prémunition avec persistance d'un parasite
quiescent, parfaitement toléré par 'organisme, mais prét A se réveiller
en cas de baisse de I’'immunité cellulaire et d'effondrement du taux de
CD4 (HIV).



7. ASPECTS CLINIQUES DE LA TOXOPLASMOSE
HUMAINE

7.1. Toxoplasmose acquise asymptomatique

Elle représente plus de 80% des cas [58] de toxoplasmose (d'ou
l'intérét de la surveillance sérologique des femmes enceintes).

wn
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7.2. Toxoplasmose symptomatique du
immunocompétent

7.2.1. Forme classique

Elle associe, aprés quelques jours d'incubation un syndrome
mononucléosique, des adénopathies, une asthénie et éventuellement un
discret énanthéme et un fébricule.

L'évolution est spontanément favorable avec la disparition des
adénopathies et de 1'asthénie en quelques semaines ou mois.

7.2.2. Forme grave

Exceptionnellement, certains sujets non immunodéprimés peuvent
présenter des manifestations graves de toxoplasmose avec atteinte
pulmonaire, neurologique, ou oculaire. L’évolution est parfois
mortelle.

7.2.3. Forme récurrente

Un autre aspect particulier est celui de la toxoplasmose
“récurrente” du sujet immunocompétent. Ce sont, le plus souvent, des
manifestations a type d’adénopathie, asthénie, et parfois troubles
neurologiques.

Un cas, en particulier, a été rapporté par NORBY et EILARD [58]
avec des manifestations neurologiques associées a des titres sérologiques

trés élevés avec persistance d’IgM et d’IgA.
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7.3. Toxoplasmose de l'immunodéprimé

Elle est observée dans diverses situations d’immunodépression
touchant plus particulierement 1’immunité cellulaire :

- sujets transplantés ou greffés a partir d'un donneur infecté.
- sujets soumis a un traitement immunosuppresseur.

- sujets VIH avec un taux de CD4 inférieur a 200/mm?3.

Dans les deux derniers cas, il s'agit le plus souvent d'une
réactivation endogéne de parasite, rarement d'une primoinfection.

Chez les sujets VIH, trés étudiés a 'heure actuelle, on retrouve une
toxoplasmose active dans 3 & 10% des cas aux USA, dans 25 a 50% des
cas en Europe [51]. C'est, en France, la deuxiéme infection
opportuniste parasitaire apres la pneumocystose [66].

7.3.1. Toxoplasmose cérébrale (TC)

Elle représente plus de 50% des manifestations neurologiques du
SIDA [34, 66]. Elle est toujours d'évolution fatale en l'absence de
traitement. Les manifestations sont parfois insidieuses et inconstamment
présentes [66]:

- fievre (57,7% des cas).
- céphalées tenaces (46,5%) .
- troubles de la conscience (45,1%)

- atteinte neurologique focalisée (61,6%)

hémiplégie, hémiparésie, atteinte des nerfs créniens,
syndrome cérébral, syndrome pyramidal,....

- crises convulsives (17,8%)
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7.3.2. Toxoplasmoses extracérébrales (TEC) [40, 56, 65]

Au stade de SIDA, 1,5 a 2% des patients risquent de présenter une
manifestation extracérébrale due a la toxoplasmose[56]. De
nombreuses localisations ont été décrites, parfois associées entre elles :

- ceil: choriorétinite.

- poumon : image de pneumopathie interstitielle.

- moelle osseuse

- myocarde: tachycardie, tamponnade, insuffisance cardiaque..

- muscle

- foie

- vessie

- ganglions

- pancréas : pancréatite aigué.

- peau

- parasitémie isolée

Ces manifestations extracérébrales seront suspectées devant la

présence d'une fievre (80% des malades [65]), de signes cliniques en
rapport avec l'organe atteint précédemment décrit et 1'absence d'un
autre agent pathogeéne. Mais des cas de TEC ont été décrits associés a un
autre maladie opportuniste.

Il y a parfois association de plusieurs localisations: toxoplasmose
"généralisée".
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Toxoplasmose congénitale
7.4.1. Risques de contamination feetale

Le risque pour une femme enceinte de se contaminer pendant la
grossesse est évalué entre 0,4 et 1,6% [58]. Par ailleurs comme
Thulliez et Desmonts 1’ont souligné dans leur article [71], il existe
toujours un délai plus ou moins long entre la contamination de la mére
et celle de son enfant. Ceci est du en grande partie au placenta qui joue
un role de barriére: on aura ainsi une phase ol le placenta sera infecté
et le feetus encore indemne. Cette barriere devenant de plus en plus
perméable (par vieillissement et augmentation du débit sanguin) au fur
et a mesure que la grossesse avance, le risque de contamination feetale
augmente et devient maximum au 36Me trimestre.

Une autre conséquence de cette contamination, si elle est différée,
est I'atténuation de l'infection feetale grice aux anticorps transmis.
L'enfant sera alors atteint d'une maniére plus insidieuse et présentera
un retard a sa propre immunisation.

% d'infection feetale
en l'absence de

% d'infection feetale
avec traitement

traitement
Antéconceptionnel 0% otk
Périconceptionnel 1% il
1€T trimestre 10-15% 4.5%
2€me trimestre 30% 17,3%
36Me trimestre 60 a 90% 28.9%

Tableau réalis¢ d'aprés ceux de Wong et Remington [75] et

Thulliez - Desmonts [71].

En théorie, et d’aprés ce tableau, on retient que le risque feetal est
nul en cas de contamination maternelle antérieure au début de
grossesse.

Quelques travaux ont cependant remis en question ce point [27] et
ont démontré qu'une infection maternelle acquise avant la conception
pouvait parfois étre transmise au foetus. Dans un cas, la grossesse avait
débuté deux mois et demi aprés la séroconversion, sans que 1'on
retrouve de déficit immunitaire chez la meére et sans qu'il y ait d'[gM
ou d'ascension des IgG en début de grossesse.
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C'est pour cette raison que 1’on recommande a une femme
d'attendre six mois aprés la séroconversion avant de concevoir.

Dans le cas ou la femme enceinte présente un risque
d'immunodépression (lupus, maladie de Hodgking, splénectomie,...) il
peut aussi y avoir récurrence ou parasitémie persistante. Chez ces
sujets a risque, on sera particulierement attentif a toute séroconversion
antéconceptionnelle ou a tout signe de réactivation sérologique.

7.4.2. Signes cliniques

7.4.2.1. Forme asymptomatique a dépistage
uniquement sérologique:

Elle reste grave car elle peut toujours évoluer vers une
complication secondaire. Elle représente actuellement plus de 80% des
cas.

7.4.2.2. Forme symptomatique :

-_Premiére moitié€ de la grossesse

- Mort in utero.

- Accouchement prématuré d'un enfant présentant une
toxoplasmose polyviscérale nécrotique et hémorragique.

- Deuxiéme moitié€ de la grossesse :

- Atteinte neurologique pouvant associer : comitialité /
méningoencéphalite / hydrocéphalie / microcéphalie
parfois / troubles du tonus /...

- Atteinte oculaire : choriorétinite / microphtalmie /
cataracte.

Ces formes graves évoluent souvent vers un important retard
psychomoteur.

- Forme monosymptomatique :

- atteinte neurologique ou choriorétinite isolée
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7.5. Toxoplasmose oculaire

C’est la cause la plus fréquente des choriorétinites chez le sujet
immunocompétent (30 & 50% des uvéites postérieures) [4], d’origine
congénitale le plus souvent.

C’est aussi la deuxiéme cause de rétinite au cours du SIDA apres le
CMYV [17], d’origine acquise cette fois.

7.5.1. Physiopathologie

Elle pourrait faire intervenir différents phénomenes plus ou moins
intriqués:[30, 70]

- Un effet toxique direct du parasite (primo invasion ou
rupture d'un kyste) : on peut voir une nécrose extensive de la
rétine causée par une multiplication parasitaire s'effectuant
sans frein en I’absence de réponse immunitaire.

- Réaction inflammatoire a l'interface rétine/choroide qui
aboutit a l'arrét de la prolifération du parasite (mais les
produits libérés lesent les cellules environnantes) .

- Emballement du systéme avec destruction plus ou moins
étendue des tissus par mécanismes auto-immuns [30, 70]

- La conséquence de tous ces phénomenes : c’est un foyer
cicatriciel entouré d'une pigmentation plus ou moins
importante avec parfois une néovascularisation qui se greffe
par-dessus.

7.5.2. Signes cliniques

Le malade consulte rarement pour la douleur, mais souvent pour
troubles de la vision, chute de l'acuité visuelle, photophobie [6, 59].
Au fond d'eil, on pourra retrouver:
- Une uvéite postérieure et parfois antérieure.
-Un aspect évocateur :"plage blanc-jaunétre, profonde,

cedémateuse, a bord flous, peu hémorragique, accompagnée
d'un flou vitréen prédominant en regard du foyer."[17]

-Mais toute rétinite atypique doit faire évoquer le
diagnostic chez l'immunodéprimé.
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8. DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE

8.1. Méthodes
8.1.1. Mise en évidence directe du parasite

- Inoculation du préléevement (liquide amniotique, sang
feetal,...):

- Sur culture cellulaire (fibroblastes humains).
Le parasite est recherché aprés quatre jours par
immunofluorescence directe.

- A la souris par voie intrapéritonéale: mais le résultat est
tardif (quatre semaines aprés l'infection), obtenu par
surveillance sérologique des souris infectées.

- Techniques de coloration et d'immunomarquage

- Etalement et coloration au Giemsa des produits
pathologiques.

- Immunomarquage (immunofluorescence directe,
immunoperoxydase).

cette coloration peut se faire sur des fragments tissulaires et des
liquides divers (exemple: liquide bronchoalvéolaire).

- Détection des antigénes circulants toxoplasmiques: les
techniques manquant de sensibilité, elles sont rarement utilisées.

8.1.2. Sérologie [25]

L’essentiel du diagnostic des infections toxoplasmiques repose sur la
détection des anticorps. La multiplicité des techniques rend compte de
la complexité de la réponse immunologique et des difficultés a
apprécier I’évolutivité de 1’infection.
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DETECTANT

DES

ANTICORPS DIRIGES CONTRE LES AI\ITIGENES
MEMBRANAIRES (TECHNIQUES LES PLUS PRECOCES).

Ce sont les techniques les plus précoces et les plus sensibles.

Technique Principe Ac Avantages Inconvénients
détectés
Test de Lyse Lyse de - Technique de référence par sa - Nécessité d’entretien de
(Sabin et Feldman, | toxoplasmes Tous : sensibilité et sa spécificité. toxoplasmes vivants en
1948) vivants IgG++ - Positivation précoce (10 - 15 laboratoire.
ou IgM... jours apres la contamination - - Technique non automatisable
Dye test taux maximum en 2 mois - et délicate.
(Desmonts) plateau 6 - 12 mois).
- Persistance d'un taux faible toute
la vie (2 - 20 Ul/ml).
Immuno Toxoplasmes - Technique simple et peu - Faux positifs en IgG si
fluorescence fixés sur lame | IgG cofiteuse présence d’anticorps
indirecte sur lesquelson | [gM - Précocité et méme évolution que | antinucléaires
fait agir le le Dye test - Faux positifs en IgM :
sérum a tester - Bonne sensibilité de détection facteur rhumatoide/ anticorps
des IgG( 8 - 10 Ul/ml) naturels.
- Disparition précoce des IgM - Faux négatifs en IgM : excés
détectées dTgG.
Agglutinaion Réaction - Exécution facile / lecture simple | - Grande sensibilité aux
directe classique agglutination IgG - Sensible : - seuil : 1/4 - 1/8 trés | anticorps naturels : faux
mettant en IgM++ sensible aux IgM positifs.
présence une - Précocité : équivalente au DT
suspension de - Datation précoce d'une
toxoplasmes et séroconversion en association a
le sérum a une autre technique.
analyser (que - Disparition précoce des IgM (2 -
I’on peut 3 mois)
examiner avant
et apres
2ME3)
Agglutination Suspension de - Pas de détection des Ac naturels
hypersensibilisée | toxoplasmes IgG - Bonne sensibilité : seuil & 4 - Léger retard par rapport au
trypsinés et UI/ml DT
formolés que
1’on fait réagir
avec le sérum
traité au 2ME
ISAGA Technique IgM - Réaction simple non influencée | - Ce sont ceux d'une trop
Immunosorbent d’immuno ou IgA par le facteur rhumatoide grande sensibilité: la détection
Agglutination capture ou IgE - Sensible, précoce. des IgM est plus prolongée (6
Assay - Spécifique ( les IgM naturelles mois 2 plusieurs années).

ne sont responsables que d'un titre
faible )

3 2ME : 2 Mercapto Ethanol qui sert 2 détruire les IgM.
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DETECTANT

LES

ANTICORPS DIRIGES CONTRE LES ANTIGENES
SOLUBLES OBTENUS APRES LYSE DU TOXOPLASME

En régle générale, les anticorps dirigés contre ces antigénes sont

d'apparition plus tardive, a moins d'enrichir la préparation de quelques
antigénes membranaires. La sensibilité de la technique dépend donc
beaucoup du fabricant du kit.

Technique Principe Ac Avantages Inconvénients
détectés
Latex Réaction d’agglutination - Simple -Réaction soumise au
de billes de latex Tous : - Bien pour une technique de | "phénoméne de zone", c'est &
sensibilisées en présence | JgG dépistage (détection d'anticorps | dire qu'une trop forte quantité
du sérum 2 tester IgM... totaux) d'immunoglobulines géne
l'agglutination (faux
négatifs).
Hém- Réaction - Simple - Positivité retardée (3
agglutination d’hémagglutination de Tous : - Détection des anticorps semaines apres le début de
passive globules rouges IeG totaux l'infection) sauf si le fabricant
sensibilisés en présence | JgM - Possibilité de détection des | a enrichi la préparation en
du sérum 2 tester. IgM en faisant une étude du antigénes membranaires
sérum avant et aprés 2ZME - Nécessité de tester un
- Peu sensible aux anticorps témoin négatif (hématies non
naturels sensibilisées + sérum) afin
d'éliminer une
auto-hémagelutination.
ELISA direct Réaction - Technique automatisable - Sensibilité fonction de la
Immunoenzymatique Surtout | bien adaptée aux grandes séries | qualité de I'antigéne utilisé :
IgG - Lecture objective au positivation plus tardive que
spectrophotométre. DT, IF, agglutination.
- Pas d'expression possible en
Ul/ml, donc nécessité pour
chaque laboratoire de donner
sa valeur seuil en fontion du
kit utilisé.
- Faux positifs en IgM
(facteur rhumatoide, IgM
naturelle).
- Faux négatifs en IgM (excés
d'IgG).
ELISA Réaction - Technique automatisable - Difficile appréciation du
immunocapture | Immunoenzymatique IgM ou - Lecture objective seuil de sensibilité
IgA - Pas de compétition avec les
IgG
- pas d’influence du facteur
rhumatoide
ELIFA Coélectrosynérése (les - Technique trés sensible et - Technique longue.
(Enzyme deux sérums a comparer | Tous : trés spéeifique qui permet
Linked Immuno | étant ]a mére et le IgG d'étudier la concentration
Filtration nouveau né ) puis IgM... comparée des anticorps et leur
Assay) révélation des éventuels spécificité.

arcs de précipitation par
immunoenzymologie
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8.1.3. Calcul des charges immunitaires

Il sert & rechercher une production locale d'immunoglobulines

[IgG antitoxoplasme (Ul/ml) / IgG totale (UI/mg)] du compartiment étudié
[IgG antitoxoplasme (Ul/ml) / IgG totale (UI/mg)] du sérum

Si le rapport est supérieur a 3, on peut conclure a la synthese locale
d'anticorps.

Ses applications sont la recherche de la synthése d'anticorps dans
I'humeur aqueuse (HA), dans le LCR, chez le nouveau né.

8.1.4. La technique de PCR (Polymerase Chain Reaction)
appliquée a la toxoplasmose.

Etant le but de notre travail, elle sera longuement développée dans
le chapitre “PCR”.

8.2. Conduite a tenir sur le plan paraclinique selon le
diagnostic évoqué

8.2.1. Toxoplasmose congénitale [21]
- Diagnostic prénatal :
- échographie obstétricale a la recherche d'une dilatation

des ventricules cérébraux / d'une hépatosplénomégalie / d'une
ascite / d'une placentite.

- ponction de sang feetal ( 2 partir de la 228me SA ) et de
liquide amniotique (d&s la 14€me SA)

Sur le LA:
- recherche d'IgM spécifiques;

- inoculation a la souris et culture cellulaire.
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Sur le SF:
- Inoculation a la souris et sur culture cellulaire.

- FNS : recherche d'une hyperleucocytose avec
hyperéosinophilie (63% des cas) et présence de
lymphocytes hyper basophiles.

- biochimie : augmentation des gamma GT et de la LDH
(70% des cas).

- recherche d’IgM et d’IgA spécifiques.
- dosage des IgM totales (augmenté dans 63% des cas).

Les examens classiques permettent d’affirmer, avec une forte
probabilité, I’infection fcetale. Ils ont néanmoins leurs limites :

- faux négatifs liés a la sensibilité insuffisante des techniques
usuelles, en particulier si seule une amniocentese est effectuée.

- retard au diagnostic avec 1’ inoculation a la souris (4 semaines),
préjudiciable si un traitement actif ou un avortement doit étre décidé.

- risque li€ a la ponction de sang feetal.

Ces raisons expliquent la nécessité de développer sur le prélevement
le moins invasif (amniocentése) des techniques de diagnostic biologique
plus sensibles que la culture cellulaire et plus rapides que I’inoculation a
la souris.

- A la naissance :
- radio du créane a la recherche de calcifications cérébrales
échographie transfontanellaire
- EEG
fond d'eil

prélévement du sang de cordon :

- inoculation du sang de cordon a la souris.

- détection des IgM spécifiques, des IgA spécifiques

- comparaison des charges immunitaires de la mere et
de l'enfant.

- prélévement du placenta
- inoculation a la souris.
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Si tout le bilan précédent est négatif il faut envisager une
surveillance sérologique et clinique réguliere jusqu’a disparition
éventuelle des anticorps.

L'absence d'infection se traduit par :

la décroissance réguliere des IgG

la charge immunitaire qui diminue franchement au bout d'un a
deux mois.

L'infection se traduit par :

la charge immunitaire qui reste stable ou augmente aprés avoir
baissé suite a un traitement spécifique.

8.2.2. Toxoplasmose oculaire

- Fond d'eil : son aspect évocateur oriente d'emblée le diagnostic.
- Sérologie : confirme 1'immunité anti toxoplasmique

- Ponction d'humeur aqueuse (HA)

« Permet la recherche des IgG spécifiques et non spécifiques.

« Permet le calcul du coefficient de Desmonts (CD) :
Charge immunitaire de 'HA / Charge immunitaire sérum.

- Si le coefficient est supérieur a 4 : toxoplasmose oculaire
certaine

- Si 2 < coefficient < 4 : toxoplasmose possible.
- Si le coefficient est < 2 : toxoplasmose oculaire
improbable.

Le coefficient de Desmonts appliqué a I’humeur aqueuse ne permet
de conforter par une preuve biologique le diagnostic clinique de
toxoplasmose oculaire que dans environ 44% des cas [4, 5, 8, 13]. Ce
manque de sensibilité peut s’expliquer par I’absence de synthese locale
d’anticorps ou par la trop forte proportion d’IgG transsudée a partir du
sérum lorsque le prélevement est fait en période aigiie de
I’inflammation choroido-rétinienne. Le diagnostic est donc encore
souvent basé sur 1’aspet clinique, les antécédents éventuellement connus
de toxoplasmose congénitale, et sur la réponse au traitement.
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Au cours d’un état d’immunodépression, le diagnostic différentiel
avec une infection rétinienne a CMV peut se poser.

Dans tous ces cas, la recherche directe de toxoplasmes ou de I'’ADN
toxoplasmique par PCR apparait comme un moyen de diagnostic
supplémentaire intéressant [S].

8.2.3

. Toxoplasmose de l'immunodéprimé

- Toxoplasmose cérébrale

Tomodensitométrie (TDM) et imagerie par
résonance magnétique (IRM)

images uniques ou multiples, typiquement en anneau centré
par une image hypodense prenant le contraste en périphérie
[66]

Sérologie : Elle est souvent de peu d'intérét En effet, la
sérologie chez l'immunodéprimé est d'interprétation difficile
[17] :

- la majorité des sujets a une sérologie positive avec un
titre d’anticorps modéré.

- quelques uns présentent une augmentation du taux des
IgG sans réapparition des IgM [26]. Chez un faible
nombre de sujets, cette réactivation sérologique
accompagne ou suit une toxoplasmose.

- on voit rarement, mais cela a été décrit [65], une
diminution voire méme une négativation de la sérologie.

- enfin, 1'épisode de TEC ou de TC peut correspondre a
une primoinfection.

Ponction lombaire :

- recherche d'une hyperalbuminorachie présente dans plus de
50% des cas [66].

- recherche d'une hyperleucocytose a prédominance
lymphocytaire (inconstante)

- rapport des charges immunitaires entre LCR et sérum .

- mise en culture du prélevement (fibroblastes humains /
souris).

- recherche directe du parasite.
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« Biopsie cérébrale:

Ses indications sont a peser en fonction de 1’état clinique du
malade et du bénéfice qu’il pourra en tirer.

En fait, en raison du peu d’apport des examens biologiques actuels,
le diagnostic de TC se fait actuellement sur les aspects en TDM et la
régression des troubles apres traitement spécifique.

- Toxoplasmose pulmonaire:

- Mise en évidence du parasite ( par coloration, et/ou mise en
culture, et/ou inoculation a la souris) dans les:

- lavages broncho alvéolaires (LBA)

- biopsies
9. TRAITEMENT DE LA TOXOPLASMOSE

9.1. Spécialités actives

9.1.1. Macrolides et apparentés

- Spiramycine (Rovamycine®)

- Roxithromycine, azithromycine, clarithromycine : présentent
des concentrations tissulaires et macrophagiques plus
importantes.

- Lincosamides : essentiellement la clindamycine (Dalacine®)
qui offre en plus une synergie avec la pyriméthamine
(Malocide®).

Inconvénients :
- Aucune action parasiticide
- Aucune action sur les kystes; action uniquement inhibitrice,

sauf peut-étre la clindamycine qui diminuerait leur nombre
[62].
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Avantages :
- Bonne tolérance sauf la clindamycine (responsable de colites
ulcéro-hémorragiques)

- Diminue le risque de transmission au feetus

9.1.2. Inhibiteurs de la synthése des purines

- Antifoliques :
- Sulfamides d'action rapide : sulfadiazine ( ou Adiazine®)

- Sulfamides semi-retard : cotrimoxazole (association du
sulfaméthoxazole avec le triméthoprime : Bactrim®)

- Sulfamides retard : sulfadoxine commercialisée en association
avec la pyriméthamine (Fansidar®).

- Sulfones : Disulone ( Dapsone®)

- Inconvénients :
- ceux des sulfamides : effets secondaires
hématologiques et parfois cutanés.
- pas d'effet sur les kystes.
- déconseillé au premier et troisiéme trimestre de la
grossesse.

- Avantages :
- association synergique avec le triméthoprime
- action parasiticide.
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- Antifolinique

- Pyriméthamine (Malocide®)
Avantages : bonne diffusion tissulaire placentaire et méningée
avec haute concentration cellulaire

- Triméthroprime : uniquement actif s'il est associ€ sous forme de
cotrimoxazole.
Inconvénients :

- effets secondaires hématologiques et cutanés

- déconseillé au premier trimestre de la grossesse

9.1.3. Autres molécules

- Cyclines, quinolones :
- actives sur T. gondii mais leurs indications ne sont pas encore
bien codifiées.

- Atovaquone (W ellvone®)
- active sur Pneumocystis carinii et sur T. gondii.
- en évaluation dans le traitement de la toxoplasmose chez le

sujet HIV.,
Avantage : efficacité relative sur les kystes
toxoplasmiques

- Réle des cytokines [34] :
- en particulier l'interleukine 1 et l'interféron gamma mais
cela reste au stade expérimental.

9.2. Indications thérapeutiques

9.2.1. Toxoplasmose congénitale

Avant la naissance:
Séroconversion maternelle : Spiramycine 3 g/jour jusqu'a
I'accouchement.

Diagnostic anténatal négatif :
- poursuite du traitement par la spiramycine
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Diagnostic anténatal positif :
- interruption thérapeutique de grossesse.
- ou traitement plus actif
- sulfadiazine 50 mg/kg/jour + pyriméthamine
1 mg/kg/jour + acide folinique
prescrits sous forme de cures de 3 semaines/trimestre en
alternance avec la spiramycine [34]

A la naissance :
- Si l'examen prénatal était négatif : poursuite du
traitement par Spiramycine (50000 U/kg/8 h) de la naissance a
la disparition des anticorps.

- Si l'examen prénatal était positif ou si l'enfant se
révéle contaminé :

100 mg/kg/jour de Sulfadiazine (ou Sulfadoxine) + 0,75 a
1 mg/kg/jour de Pyriméthamine + acide folinique en cure de
3 semaines par trimestre, en alternance avec la Spiramycine,
depuis la naissance jusqu'a avoir la certitude d’une stabilité
biologique et clinique. Le traitement sera reconduit en cas de
reprise évolutive.

9.2.2. Toxoplasmose de l'immunodéprimé

D'aprés Leport et coll. [47], on donnera :
en premiére intention :
Pyriméthamine 1 mg/kg/jour + Sulfadiazine
100 mg/kg/jour.
en deuxiéme intention :
Pyriméthamine 1 mg/kg/jour + Clindamycine
> 2,4 g/jour.

D’autres schémas peuvent étre utilisés, mais sont moins
bien évalués :
- Pyriméthamine 1 mg/kg/jour + Clarithromycine
2g/jour.
- D’autres possibilités comportent
Disulone 50 & 100 mg/jour
Atovaquone 750 mg fois 4 /jour
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Le traitement d'attaque dure environ 65 jours mais il sera
suivi d'une prophylaxie secondaire a vie dans le SIDA, ou
jusqu'a disparition de l'immunodépression dans les autres cas.

9.2.3. Toxoplasmose oculaire

Elle suit les mémes associations :
Pyriméthamine + Sulfadiazine
ou Pyriméthamine + Clindamycine
avec en plus une corticothérapie.
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LA PCR
Sgo.

La PCR (Polymerase Chain Reaction) ou réaction de polymérisation
en chaine.

1. GENERALITES SUR LA PCR

1.1.  Bref rappel sur I'ADN

Depuis 1944 et les travaux d'Avery, Mac Leod, et Mac Carthy, on
sait que I'ADN est le support moléculaire de I'information génétique.

I1 a fallu attendre quelques années de plus (1953) pour que Watson
et Crick démontrent que cette molécule est formée d'une double hélice
constituée de l'enroulement de 2 chaines polynucléotidiques
antiparallgles 5° =93’ et 3>~ 5", Ces extrémités sont nommées 5’ ou
3’ d’apres ’orientation des atomes de carbone 5’ et 3’ des noyaux de
désoxyribose.

Ces 2 chaines d'ADN s'apparient entre elles par des liaisons
hydrogene entre leurs bases (Adénine [A] -Thymidine [T];

Guanine [G] -Cytosine [C]).

Un nucléotide est formé de 1'union d'une base (Adénine, Guanine,
Cytosine, Thymidine ) avec le désoxyribose 5' phosphate.

Dans I'ARN la Thymidine est remplacée par 1'Uracile [U] et le
désoxyribose 5’ phosphate par le ribose 5’ phosphate.

Un oligonucléotide est un produit synthétique constitué d'une courte
succession de nucléotides.

1.2.  Définition de la PCR

"Amplification élective d'une séquence d'ADN double brin,
effectuée in vitro par extension itérative de 2 amorces, situées de part
et d'autre de la région considérée, grice a une ADN-polymérase.
L'amplification est effectuée par la répétition de cycles de dénaturation
/ hybridation / extension qui assure une duplication exponentielle de
chaque brin" [44].

Depuis sa création en 1985 par K. Mullist, elle a connu un succés
grandissant. Ce succés est en partie dii a l'automatisation rendue
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possible par la découverte d'une ADN polymérase résistante aux
températures élevées, et en partie au fait que la technique permet
I'obtention d'une grande quantité d'’ADN amplifié a partir d'une faible
quantité d'ADN cible (on évite ainsi les techniques de clonage et
d'analyse des clones, techniques longues et fastidieuses).

1.3. Principe

Il repose sur l'utilisation d'un couple d'amorces oligonucléotidiques
de synthese qui sont complémentaires d'une bréve séquence du segment
d'ADN que 1'on veut amplifier.

Ces amorces vont encadrer leur ADN cible, 1'une sur le brin
"positif”, l'autre sur le brin "négatif" lors de 1'étape d'hybridation.Puis,
au moment de l'extension, ’ADN polymérase (Taq polymérase)
permettra la synthése de 'ADN que I'on veut révéler.

- Les différentes étapes (cf schéma page 44)

- Premiere étape :
Temps de dénaturation a 95° de I'ADN double brin en 2 ADN
simple brin.

- Deuxiéme étape :

Temps d'hybridation des amorces avec leur ADN
complémentaire; la température d'hybridation, supérieure a 40°C,
est fonction de la composition en oligonucléotides de la séquence
cible (c'est a dire le rapport CG/AT).

A cette étape, les amorces seront en excés dans le milieu, afin de
permettre une compétition entre I'hybridation et le réappariement
des brins d'ADN provoqué par la chute de la température.

- Troisiéme étape :

Extension des chaines complémentaires de 'ADN 2 partir des
amorces grice a la Taq Polymérase dont l'activité est maximale
pour une température de 72°C.

Chacune des trois étapes dure en général moins d'une minute.

Chaque cycle produit un doublement de la séquence entre les 2
amorces. L'amplification est exponentielle : n cycles donnent 20
exemplaires de la cible choisie. En théorie seulement car, en pratique,
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le rendement est moindre. En effet, on s'apergoit que si les 18 premiers
cycles sont bien exponentiels, au dela, la courbe tend vers un plateau
atteint vers le 30¢Me cycle. Les raisons invoquées sont :

- l'inactivation partielle de 1'enzyme.

- la consommation de nucléotides.

- la compétition entre les amorces et les brins néosynthétisés.
- la dimérisation des amorces.

- une apparition de sous-produits de réaction ayant un pouvoir
inhibiteur.

Donc, dans la pratique, le rendement est beaucoup plus faible
(environ 85% a chaque cycle) [73].
Remarque :

-En observant le schéma, on s’apergoit que, pendant les
premieres étapes, des produits plus longs que la séquence
cible exacte sont amplifiés. Ce phénoméne géne peu, en
définitive, car les amplifications successives vont
“sélectionner” la séquence cible exacte.Les produits moins
spécifiques du départ étant progressivement “dilués” au
milieu des séquences spécifiques.
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1.3.1. Les composants de la réaction PCR [39, 44, 48,
73]

Chaque €lément de la réaction a son importance. Toute variation de
concentration risque de perturber la réaction (absence d'amplification
ou amplification parasite)

e L'ADN :

IT doit &tre parfaitement purifié c'est a dire débarrassé des protéines
qui sont, comme nous le verront plus loin des inhibiteurs.

La quantit¢ d'ADN nécessaire a une amplification est de l'ordre de
I pg/microtube voire, a I'heure actuelle, moins.

* La Taq DNA polymérase

C'est une ADN polymérase thermo résistante, isolée a partir d'une
bactérie thermophile vivant dans les mers chaudes "Thermus
aquaticus" qui résiste a des températures atteignant les 94°C.[54]

Le role de I'ADN polymérase est de "catalyser" la réaction de
réplication de I'ADN.Elle fonctionne exclusivement dans le sens
5'—% 3'. Cette réaction, pour débuter, nécessite un court segment
d'ADN double brin (constitué ici du brin d'ADN mére couplé a une
amorce) et des nucléotides triphosphates.

- De nombreuses Taq polymérases sont actuellement disponibles sur
le marché, clonées. Elles doivent normalement présenter une grande
stabilité thermique [39] pour assurer une bonne fidélité de la réaction.
Mais en fait, la qualité est trés variable selon les fabricants. La quantité
d'enzyme utile pour 50 a 100 ul de réaction varie entre 1 et
2,5 U.

* Les nucléotides triphosphates (ANTP : dATP, dCTP, dGTP,
dTTP), chacun & la concentration de 200 pgmol dans le milieu
réactionnel. Ils vont servir de "briques" & la construction du brin
d'ADN complémentaire par la Taq polymérase.

* Les amorces ou oligonucléotides ou primers

- Ce sont de courts segments d'ADN simple brin destinés & encadrer
la séquence cible. Leur longeur idéale doit se rapprocher d'une
vingtaine de bases (entre 16 et 24) [53].

- Les températures d'hybridation des 2 amorces nécessaires pour
une réaction doivent &tre voisines pour permettre I'amplification en
parallele des 2 segments d'ADN et leur séquence doit &tre choisie de
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maniére a ne pas permettre la formation d'épingles a cheveux, ni
d'hybrides entre amorces.

« La séquence d’ADN a amplifier

- A l'heure actuelle, en fonction dune séquence donnée 2
reconnaitre, il existe des programmes informatiques qui permettent de
déterminer la séquence la mieux appropriée a l'amplification
recherchée.
La taille du fragment a amplifier ne doit pas étre trop grande (en

dessous de 800 paires de bases, le rendement est meilleur).

» La concentration en magnésium :

Elle est importante car elle permet l'activité de la Taq polymérase,
et doit atteindre des valeurs de l'ordre de 1,5 mmol. Il sera parfois
utile d'augmenter cette concentration si l'on est en présence de
chélateurs (type EDTA) [44, 48]

» Le pH:

I1 doit rester constant pendant la durée de la réaction enzymatique
(tris HCI a un pH compris entre 8,3 et 8,8) comme dans toute réaction
enzymatique.

« La concentration en KCI :

Elle favorise l'appariement des amorces, mais a trop forte
concentration, elle inhibe la Taq polymérase [39, 44]. On retiendra en
regle générale un compromis a 50 mmol de KCI.

1.3.2. Les principaux problemes courants de la PCR

- Les inhibiteurs de la réaction PCR
Les plus connus sont I'héparine et les protéines, mais il en existe
de nombreux autres. HARAS et AMOROS [39] en ont testé 6 :

- Ethanol > 3%

- Urée 20,5 M
-DMSO 2 1%

- DMF > 5%

- Formamide = 10%

- SDS = 0,001%
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D’autres inhibiteurs, présents dans des produits pathologiques, ne
sont pas encore identifiés.

Pour pallier a ce probléme, des contrdles internes ou externes ont
été mis en place.

Contrdle externe : on vérifie que I’ADN extrait est bien amplifiable
en réalisant une deuxiéme PCR avec d’autres amorces. La cible est
choisie pour sa présence certaine au sein de I’échantillon : génes HLA
ou gene de la bétaglobine.

Contrdle interne : une deuxiéme cible est ajouté au produit qui va
étre amplifié. La PCR qui se déroulera alors peut €tre compétitive
[41]. Dans ce cas, elle peut déboucher sur une technique quantitative de
PCR [61].

- La contamination :

C'est un probléeme majeur et fréquent du fait de la trés grande
sensibilité de la technique. Il expose a des faux positifs.

La source principale de contamination est constituée par les
"amplicons"” c'est & dire 'ADN amplifié au cours des cycles précédents
qui risque de se volatiliser par aérosol lors de l'ouverture du tube
réactionnel, souillant ainsi matériel, piece et échantillons voisins.

Quelques mesures simples, mais draconiennes permettent de
s'affranchir de ce probleme [46]

- manipuler dans des pieces séparées, lors des différents temps
de la préparation de la PCR, chaque lieu ayant son matériel
approprié (pipettes, filtres, verrerie, etc...). L'amplification
et la migration, en particulier, auront lieu dans des picces
distinctes.

- Aliquoter les tampons et tous les produits qui peuvent 1'€tre,
et autoclaver les solutions qui le supportent (l'autoclavage
dégrade I'ADN a un trés bas poids moléculaire).

- Utiliser des gants, les changer au moindre doute de souillure
et entre chaque prélévement.

- Utiliser des microtubes stériles s'ouvrant facilement mais trés
étanches.

- Utiliser des pipettes a pression positive ou des pointes
protégées par un filtre.
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- Toujours travailler encadré par un contrdle positif et un
contrdle négatif (ce qui permet de tester la validité de la
réaction et 1'absence de contamination des réactifs).

- Chaque PCR positive doit, dans la mesure ou cela est
possible, étre testée 2 fois avant de rendre un résultat
définitif.

- Décontaminer les surfaces de travail de 'ADN.

-HCl 1M
- Lampe a UV.

- Utiliser des "protocoles d'inactivation" [31, 68]

- Un des plus utilisés est le protocole Uracyl N
Glycosylase (UNG) [44, 49] qui nécessite de remplacer
les bases T par les bases U lors de 1'apport de nucléotides
dans la préparation de la PCR. Les produits amplifiés
differeront donc de I'ADN natif par ces bases U sans que
cela influe sur le déroulement de la réaction.

Une étape en début de cycle est alors ajoutée :
l'incubation de 1'UNG avec les réactifs de la PCR,
incubation qui va permettre a I’enzyme de dégrader tout
I'ADN provenant d'une amplification antérieure.

L'UNG est ensuite détruite par les fortes températures
des cycles suivants et ne perturbe pas les produits
d'amplification.

- Un autre protocole d'Inactivation Photochimique a
I'isosporalene (IP) existe [63]. L'IP est ajouté a la
préparation de PCR; il est thermostable et interfére peu
avec la réaction. Aprés la réaction, les microtubes sont
exposés aux UV, ce qui active I'IP qui forme des liaisons
covalentes entre les résidus thymidines des produits
d’amplification. De ce fait, ces amplicons ne seront plus
utilisables pour une réaction ultérieure.

Mais il faut souligner qu'aucune de ces deux techniques n'est
fiable a 100% car :

- L'UNG peut laisser passer des amplicons contaminants et
peut également étre responsable d'une baisse de
sensibilité de la technique par destruction des nouveaux
produits formés a la fin de la PCR.
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- L'IP présente les mémes inconvénients, non pas par
destruction des segments amplifiés, mais par
modification de la charge électrophorétique du produit
amplifié.

C'est I'expérience, les titonnements de chacun, la composition
du produit final et son GC% qui permettent de déterminer
quelle est la technique la mieux adaptée. De toute maniére,
c'est l'ensemble de toutes les méthodes
précédemment décrites qui permettra de réduire les
problémes de contamination.

1.3.3. La révélation de la réaction

- Electrophorése sur gel d'agarose ou sur gel de
polyacrylamide '

Aprés migration électrophorétique, on visualisera le fragment
amplifié grace au bromure d'éthidium. Ce produit a la propriété de
s'intercaler entre les bases d'ADN et de donner une fluorescence
orange sous la lumieére UV. Le segment amplifié sera repéré par
rapport a des marqueurs de segments d’ADN de divers poids
moléculaires qui auront été mis a migrer dans le méme gel
d’électrophorese.

- Dot Blot

Apres la PCR, on dépose un échantillon du produit amplifié sur un
filtre et on révele a l'aide d'une sonde marquée la présence €ventuelle
d'un amplicon.

- Southern blot suivie d’une hybridation moléculaire
Elle peut faire suite a 1'électrophorese, et se décompose en plusieurs
étapes :
- Transfert de 'ADN sur une membrane de nylon par la
méthode du Southern-Blot (16 heures environ).

- Préhybridation de la membrane.

- Hybridation de la membrane avec une sonde froide (marquée
a la Biotine ou a la Digoxigénine) ou avec une sonde
radioactive.
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Cette méthode a l'avantage d'augmenter encore la sensibilité d'une
simple PCR. Par contre, c'est une technique lourde, rallongeant
I'examen de 72 heures ( contre 24 heures pour une simple PCR ).

- "Nested PCR"

C'est aussi une technique destinée a augmenter la sensibilité d'une
simple PCR. Elle consiste en une 28me PCR visant & réamplifier une
partie interne de l'amplicon précédemment obtenu.

1.4. Les applications générales de la PCR

2.

Elles sont multiples [39, 48] :

- La recherche fondamentale

- Le diagnostic virologique, bactériologique, parasitologique
- Les études de maladies génétiques

- La cancérologie.

- La médecine 1égale.

- La paléontologie....

APPLICATION DE LA PCR A LA TOXOPLASMOSE

vy Les différentes cibles

Au cours de la premigre partie de cette thése, nos avons vu la
composition biochimique du parasite et les génes principaux qui ont été
¢tudiés. Parmi tous ceux-ci, quatre sont couramment utilisés comme
segment amplifiable pour la PCR.

Les 3 premiers (B1, rDNA, TGRI1E) ont été choisis pour leurs
répétitions au sein du génome de 7.gondii. Elles augmentent ainsi les
chances de révéler le parasite puisqu’il existe déja une amplification
naturelle de la séquence au sein du généme.

Le 4éme, Je géne de la P 30, est, lui, tres spécifique, ce qui peut
compenser sa présence en un seul exemplaire,

Un 5¢me gane a été décrit, ABGTg 4, mais il reste peu utilisé a ce
jour,
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2.1.1. Le géne Bl

Répété 35 fois dans le génome, son rdle exact est encore inconnu
[10, 38, 72].

Le segment amplifié a partir de ce géne est composé de 223 paires
de bases.

- Sa spécificité [38] :

Elle est bonne, puisque cette séquence a été retrouvée chez 21
souches de T. Gondii, et qu’il n’y avait pas de réaction croisée avec
des coccidies voisines: Sarcocystis | Neospora caninum et d'autres
micro-organismes comme Plasmodium | Aspergillus | Candida /
Cryptococcus | Absidia.

- Sa sensibilité
Grover, dans ses conditions de travail, [38] arrive a détecter:

- 1 toxoplasme s’il est isolé dans le volume a tester.

- 10 toxoplasmes s’il est mélangé a 100 000 leucocytes dans le
volume 2 tester.

Khalifa, lui détecte environ un parasite dans
1 ng d’ADN humain .[45]

2.1.2. le géne rDNA

Ce geéne code pour les ARN ribosomaux 18S; il a I’avantage d’étre
répété plus de 100 fois dans le génome [$5, 12].

- Sa spécificité :
- La constance du géne a été vérifiée sur plus de 40 souches de
T.gondii [12].

- Il n'a pas d’homologie avec les autres espéces sauf avec les
coccidies voisines (Hammondia hammondi, Eimeria).
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- Sa sensibilité : [12, 14]
Les limites de détection sur I’ADN de toxoplasme purifié sont
de:

- 50 fg (50.10-15g) d’ADN sans hybridation (soit moins d' un
parasite, la quantité d'ADN contenu dans un tachyzoite étant,
on I'a vu, de 96 fg d'ADN [18])

- 1 fg d’ADN apres hybridation (soit une copie de la cible).

2.1.3. Le géne TGRI1E

- C'est une séquence répétitive anonyme du parasite qui a été clonée
et séquencée par N. Christina et P. Ambroise-Thomas [1].

- Elle fait 353 paires de base

- Sa spécificité :

Il n’y a pas de croisement avec I’ADN d’origine humaine ou
murine ni avec celui de Pneumocystis carinii ou de
Cryptococus neoformans.

- Sa sensibilité:

La limite de détection donnée par I’auteur pour la PCR réalisée

selon ses conditions donne une valeur de 2 fg, soit 1/50¢me
de la quantité d’ADN génomique contenu dans un seul

tachyzoite [1].

2.1.4. Le géne de la P30

Isolé et séquencé par Burg, sa séquence est présente une seule fois
dans le géndme du parasite [9].
- Son ARNm fait 1500 bases et représente environ 0,1% de
I'ARNm total.

- L’ADN parasitaire a été détecté a la concentration de 100 fg
apres PCR, et a 50 fg aprés hybridation [74].
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2.1.5. Le géne ABGTg 4

C'est un fragment de génome d'une longueur de 427 paires de bases
répété environ 1000 fois dans le génome. A l'intérieur méme du géne,
une courte portion de 37 paires de bases est d'ailleurs répétée 2 fois.

La portion terminale d'ABGTg 4 présente une forte homologie
(94%) avec 87 paires de bases de TGRIE.

- Sa sensibilité:

l'auteur, dans ses conditions, détecte le parasite dans le sang
d'une souris dés le lendemain de I'inoculation [3].

- Sa spécificité:
Il n'y a pas de croisement avec I'ADN humain ou murin. Par
vis des coccidies voisines ou des germes fréquemments
présents chez l'immunodéprimé.

2.2. Le déroulement de la réaction de PCR dans le cadre de
la recherche de toxoplasmes

I1 ne différe pas sur le principe de la description donnée au début de
ce chapitre.

Les produits pathologiques testés sont trés varié€s; tout produit
est a priori amplifiable pourvu que 1’on dispose d’ADN pur, c’est a dire
d’une technique d’extraction adaptée qui élimine les éventuels
inhibiteurs présents.

Cependant, on note de trés nombreuses techniques qui
différent:

e dans la préparation du tampon de lyse.,

» dans la technique d’extraction d’ ADN utilisée.

* dans les séquences amorces choisies et le nombre de paires de
base du produit d’amplification.

» dans I'utilisation des techniques de décontamination (certaines
équipes n’en font pas mention).
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o dans le mode de révélation ( PCR simple ou suivie d'une
hybridation par Dot Blot ou Southern Blot 4 sonde soit
chaude, soit froide, PCR suivie d’une “Nested PCR”).

2.3. Etude des résultats publiés sur la PCR appliquée a la
toxoplasmose

2.3.1. Dans le cas d'une toxoplasmose oculaire:

Voici résumé dans le tableau ci-dessous les quatres plus importantes
séries de travaux réalisés sur I’apport de la PCR dans le diagnostic de la
toxoplasmose oculaire a partir de prélévements d’humeur aqueuse.

Dans les 3 premilres séries présentées par les mémes auteurs, la
cible amplifiée est un fragment d’ADN ribosomal de 88 paires de base
(pb) (géne rDNA).
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Nombre
de cas

% positif
en PCR

% positif
avec le coeff.
de Desmonts

% positif
avec l'une
ou l'autre

% positif
avec une
et ’autre

ﬁ] Aouizerate et
coll.
Choriorétinite
toxoplasmique probable
et/ou CD >4 lors d’un
contrdle précédent

23

7 [30%]

11 [43%]

16  [69%]

2 [9%]

Témoins négatifs
(uvéite antérieure ou
postérieure non
toxoplasmique)

0 [0%]

0 [0%]

0 [0%]

0 [0%]

[4] Aouizerate et
coll.

Lésions évolutives
suspectes de
toxoplasmose oculaire

15

2 [33%]

5 [33%]

9 [60%]

1 [7%]

Lésions cicatricielles ou
CD 2 4 dans le passé
sans inflammation
détectable au moment
de la nouvelle ponction

44

13 [34%]

22 [50%]

32 [72%]

5 [11%]

Témoins négatifs
(uvéite non
toxoplasmique)

12

0 [0%]

0 [0%]

0 [0%]

0 [0%]

[13] Cazenave et
¢oll.

Toxoplasmose oculaire
probable

65

25 [38%]

27 [41%]

38 [58%]

14 [21%]

Uvéite non
toxoplasmique

10

0 [0%]

0 [0%]

0 [0%]

0 [0%]

[8] Brézin et coll.
Patients avec signes
oculaires évocateurs de
toxoplasmose oculaire

17

3 [17%]

10 [59%]

11 [65%]

2 [12%]

Au vu de ce tableau, certaines conclusions s’imposent :

- D'apres ces travaux, absence de faux positifs en PCR.

- Présence de faux négatifs avec la PCR, qui peuvent étre
expliqués par plusieurs raisons :

- La faible quantité de prélevement mis a la disposition de

la technique: I’ADN toxoplasmique peut ne pas étre
présent dans 1’échantillon prélevé.
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- La dissociation entre les deux techniques peut s'expliquer
par:

- la réponse inflammatoire qui peut avoir bloqué la
dissémination du parasite (ce qui expliquerait que, en
phase aigué, on puisse avoir une PCR positive avec un
CD négatif et qu'ensuite, le taux d'anticorps
augmentant,le parasite soit éradiqué de 1’humeur
aqueuse) [4, 8].

- Une autre possibilité serait de retrouver des tachyzoites
dans I’humeur aqueuse sans qu’il y ait de réponse
inflammatoire [4].

Cette dissociation possible explique 1'intérét d'associer
CD et PCR pour améliorer la valeur prédictive positive des
examens dans le diagnostic de la toxoplasmose oculaire.

Cette étude démontre enfin un point intéressant : le passage de
T. gondii au niveau de I’humeur aqueuse. Le parasite ne semblerait
donc pas exclusivement confiné a la chambre postérieure de I’ceil. Cette
présence de toxoplasmes dans la chambre antérieure de 1'xil a
d'ailleurs été confirmée dans une observation avec mise en évidence
directe du parasite dans I'humeur aqueuse [S3].

D'autres travaux ont retrouvé de 1'ADN de 7. gondii en des
localisations plus attendues:

- Chi Chao CHAN [16] avait suspecté une toxoplasmose
oculaire chez un patient présentant une leucémie lymphoide
chronique. Les signes avaient régressé sous pyriméthamine. Le
diagnostic formel n'avait pu €tre obtenu qu'aprés autopsie, par
analyse en PCR de coupes d'eil au niveau des 1€sions, a 1'aide du
gene Bl.

- Manners [52] a rapporté le cas d'une femme
immunocompétente qui présentait une nécrose rétinienne aigue. Un
échantillon de vitrée prélevé au cours de l'intervention
chirurgicale et testé en PCR (géne B1) était revenu positif. On
notera que, dans ce cas, le CD était limite.

2.3.2. Dans le cas d'une toxoplasmose congénitale:

Voir tableau page suivante.
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Echantillons |PCR positive] PCR positive | PCR négative
testés et et et
autre autre autre Technique utilisée Remarques
techniquel technique technique
positive négative positive
Cazenave et coll. 2 PCR avec pour cible le géne Les 2 LA positifs uniquement en PCR ont été
[13] 80LA 8 [10%]) |2 [2%] 0 [0%] rDNA suivie d’un Southern Blot et | confirmés au cours du suivi post-natal.
d’une hybridation
2 PCR avec pour cible le g¢ne B1 | - Il y a eu 6 autres signaux positifs en PCR,
Grover et coll. 48 LA 8 [17%) |0 [0%)] 2 [4%)] effectuées sur 2 échantillons 2 2 mais comme ils n’ont jamais été reproductibles,
[38] dilutions différentes suivies d’'une | ils ont été considérés comme négatifs. Les 2
hybridation faux négatifs pourraient &tre expliqués par un
LA trgs hémorragique.
2 PCR avec pour cible le géne B1 | Dans les 3 cas ol la PCR a €t£ le seul examen
339LA 34 [10%] |3 [1%] 0 [0%] suivies d'une hybridation. positif; la toxo congénitale a été confirmée:
Hohfeld et coll. A noter 'utilisation - par I'autopsie dans 2 cas
T_.H“_ d'un contrdle interne - par la surveillance sérologique post natale
permettant la vérification de dans le 38M€ ¢ag,
I'absence de faux négatifs et 11y aeu 13 cas o la PCR n'a pu étre
- I'approche d’une PCR semi interprétée suite 2 la présence d'inhibiteurs.
quantitative.
d'UNG (absence de faux positifs)
1 PCR avec pour cible le geéne Les échantillons qui ont été utilisés pour
Christina et coll. 11LA 0 [0%) 0 [0%] 2 [18%] TGRIE suivie d’1 Southern Blot | I’extraction étaient au départ prévus pour un
[20] avec hybridation examen histologique et fixés au Camnoy ;I'ADN
15F 0 [0%) 0 [0%] 0 [0%) n'a été ni déprotéinisé ni lysé, ce qui pourrait
. _ _ expliquer les 2 faux négatifs.
Dupouy-Camet et 1 PCR avec pour cible le géne P30 | Le faux négatif sur SF pourrait étre un
coll. 40 LA 5 [12,5%] | 2 [5%) 0 [0%] suivie d'une hybridation inconvénient de la sonde P30 trés spécifique
[28] mais de moins bonne sensibilité en cas de faible
12 SF 0 0% |0 0% |1 [8%)] parasitémic

Tableau récapitulant les différents travaux sur l'intérét de la PCR dans I'étude des LA et SF

1 Technique testée en parallele 2 la PCR :
inoculation a la sourisde LA oude SFs’ilyena
culture cellulaire de LA ou de SF (s’il y en a)
recherche d'IgM sur SF
recherche de marqueurs non spécifiques
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Conclusions
o [l y a peu de faux positifs en s’entourant d’un certain nombre de
contraintes (reproductibilité : 2 PCR positives au moins; UNG)

e Les deux faux négatifs retrouvés par Grover et coll. [38]
présentaient probablement une parasitémie faible. D'autre part, s’il n'y
avait qu'un trés petit nombre de parasites, ceux-ci ont pu passer
arbitrairement dans 1’échantillon servant 2 I’inoculation. En effet :

_ dans un cas I’inoculation du SF 2 la souris a ét€ le seul positif;
I’inoculation du liquide amniotique a la souris et la PCR sur
celui-ci demeurant négatifs.

_ dans 1autre cas, seule I’inoculation de liquide amniotique ala
souris a été positive; I’inoculation du SF a la souris et la PCR
sur le LA restant négatifs.

De plus, les deux prélevements de liquide amniotique étaient tres
sanglants; 1’hémoglobine a donc pu inhiber la PCR.

Les essais de PCR 1/2 quantitatives effectués par Hohlfeld et coll.
[41] montrent qu’apparemment, de faibles valeurs en PCR sont
corrélées & une faible sensibilité de l'inoculation & la SOuris.

De toute facon, il n’y a aucune corrélation entre les
résultats de la PCR 1/2 quantitative et le devenir du feetus.

A la vue de ces travaux, la PCR semble &tre d’un intérét évident de
part sa rapidité et sa sensibilité pour aider au diagnostic de
toxoplasmose congénitale: elle permet la mise en place plus
rapide d'un choix thérapeutique.

2.3.3. Dans le «cas d'une toxoplasmose chez
I'immunodéprimé:

Voici tout d'abord trois tableaux résumant les principaux travaux
sur l'intérét de la PCR dans I'étude des LCR / sang / LBA chez
'immunodéprimé.



-59.

Auteur Nombre et Nombre Nombre Technique Remarques
Article qualité du de PCR | d'inoculations utilisée
prélévement positives | & la souris ou
de cultures
positives
28 LCR de 5 18% 4 Régression sous traitement
sujets HIV 1 NF! spécifique pour le seme
Gross et Gene Bl patient positif en PCR.
coll. [37] suivie dune | 1 ‘inoculation 2 la souris n'a
hybridation | pas été faite
7 LCR 1 14% 0 Aprés le déces de l'enfant,
d'enfants non I'examen cérébral a mis en
ID suspects de évidence des kystes
toxoplasmose
congénitale
15 sangs de 2 13% 1 1 PCR trouvée positive
HIV stade SIDA 6 NF corespondait & I’inoculation
avec preuves Gtne Bl positive,
cliniques de TC suivi d'une
8 LCR de HIV |3 37% 0 hybridation
stade SIDA avec 3 NF
preuves cliniques et
paracliniques de
TC.
9 sangs de 4 4 44% Chez 3 malades la PCR est
Khalifa et patients ID (5 3 NF En casde revenue positive sur sang et
coll. [45] HIV, 4 greffes ou résultat ou dans le LBA aprés une
hémopathies) avec positif, la semaine de traitement. Par
preuves cliniques et PCR sera contre, aprés 4 semaines, tout
paracliniques de refaite en é1ait négatif.
TEC. ajoutant de Chez les sujets ID non HIV,
6 LBA de 6 100% | 3 50% I'UNGala le parasite n'a été retrouvé
patients ID (5 préparation qu'une fois.
HIV, 4 greffes ou
hémopathies ) avec
preuves cliniques et
paracliniques de
TEC.
=SS —— —— |
87 LBA 4 5% | 4 5% Géne TGR1 | Les échantillons utilisés pour
provenant de 83 suivi d'une l'extraction étaient prévus au
Cristina et HIV hybridation départ pour faire une
coll. [20] 2 histologie et fixés au Carnoy
S'il n'y a pas eu d'inhibition
de I'amplification, c'est
1 biopsie 1 1 probablement parce que le
digestive d'un parasite était en assez grand
HIV nombre

1 NF = Non Fait

2 Dans cet article la technique comparative était constituée d'une Immunofluorescence dirccte et
d'un Giemsa sur LBA
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négatifs non ID

Auteur Nombre et Nombre Nombre Technique Remarques
Article qualité du de PCR | d'inoculations utilisée
préléevement positives | & la souris ou
de cultures
positives
7 sangs de HIV |6 85% | 7 100% PCR avec Etude rétrospective.
avec culture pour cible la | 1 faux négatif.
Dupouy- positive (1 TC et 6 P30, suivie
Camet et TEC d'une
coll. [29] hybridation,
14 sangs de HIV| 9 64% | 1 7% PCR positive | Etude prospective
suspects de TC si prélévement obtenu avant
reproductible | tout TRT,
17 sangs de 0 0% |0 0% 2 fois/3
témoins
négatifs _ | ]
47 LBA 3 6,4% NF - 2 fois 2 Les 3 cas positifs ont été
- 26 HIV couples confirmés par la clinique et la
- 17 greffes d’amorces B1 | thérapeutique. Les PCR sur
- 4 hémopathies - 1 couple sang ont pu étre effectuées
d’amorces dans 2 cas sur 3 Elles ont été,
P30 elles aussi, positives ( 1 des
. 18re pCR malades était d’ailleurs sous
1[23 f7h] & woll. testée avec le | thérapeutique spécifique
16T couple B1 depuis 1 semaine)
4 témoins 0 NF Si positive,
négatifs : testée avec le
sujets non ID 28me couple
B1, puis avec
le couple P30 |
Schoodermark | 30 LCR de 20
-Vandeven et | HIV suspects de PCR avec le | Il y a eu 7 malades qui ont
coll. toxoplasmose 13 43% NF géne Bl répondu favorablement au
[69] cérébrale.(scanner suivie d’une | traitement spécifique dont 5
évocateur). hybridation avec une PCR positive et
19 LCR soit par dot 1 avec une PCR négative
provenant de 13 | 0 0% NF blot, soit par | (les 6 autres patients avec 1
HIV sans signes southern blot | PCR positive n'ont pas été
neurologiques suivis).
107 LBA 7 6,5% NF 2 PCR avec -- Tous les malades ID
provenant de pour cible B1 | avaient des symptémes
patients ID: certifiés par respiratoires ou 1 figvre
Bretagne et - 42 HIV ->6 un contrdle inexpliquée.
coll. - 65 patients >1 interne et -- Sur les 7 PCR positives, 6
[7] greffés ou cancéreux suivies d’'une | ont été confirmées par
ou sous hybridation. | l'évolution ;1 a été perdu de
thérapeutique vue.
immunosuppressive
I i 0 NF -Le controle interne a permis

d’éliminer 6 PCR qui
présentaient des inhibiteurs.
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Auteur Nombre et Nombre Nombre Technique Remarques
Article qualité du de PCR | d'inoculations utilisée
prélévement positives | & la souris ou
de cultures
positives
5 LCR de sujets| 4 80% NF PCR avec Sur les 4 malades présentant
Angel et HIV positifs pour cible une PCR positive:
coll. [2] suspects de TC ABGTgd --2 sont décédés peu apres.
suivie d'un --2 se sont améliorés sous
dot blot traitement
1 LCR de 0 NF Le seul malade avec 1 PCR
témoin négative présentait une
séronégatif pour infection 4 mycobactérie
la toxoplasmose atypique.
5 sangs de HIV |3 60% 2 PCR avec
avec signes 3 NF pour cible le
cliniques de gene Bl
toxoplasmose suivie d’une
hybridation
4 sangs de HIV (3 75% NF Le résultat est | Un patient de ce groupe
avec fievre non considéré présentait une PCR positive
Filice et évocatrice de comme malgré une sérologie
coll. [33] toxoplasmose positif, négative.
5 sangs de HIV |0 0% NF uniquement
avec TC ancienne s’il est
traitée reproductible
2 fois
Sang d’1 enfant | 0 0% négative
présentant une
toxoplasmose
congénitale traitée.
22 témoins 0 0% NF
négatifs _
13 LCR de 9 4 31% NF Extraction par | --3 malades avec une PCR
patients HIV ébullition a positive ont bien répondu au
Farmley et présentant des 94°C puis traitement.
coll. signes de TC PCR avecle | Le 48Me p'a pas 616 traité et
[32] gene Bl suivi | sa PCR est revenue négative
d’1 dotblot. | un mois plus tard (faux
5 LCR de 0 0% NF positif ou présence transitoire
patients HIV ne du parasite dans le LCR?)
présentant pas de --3 patients avec une PCR
signes de TC négative se sont améliorés
_ sous traitement.
43 LCR de 38 8 18% NF 2 PCR avec 2 | -7 PCR positives était
Ostergaard et | HIV suspects de génes parfaitement en accord avec la
coll. TC différents(B1 | clinique et la paraclinique.
[60] et IDNA) - La 8%Me a ¢16 considérée
suivies d'une | comme un faux positif car le
“nested PCR" | malade présentait une
14 LCR de 0 NF et d'une sérologie toxoplasmique
sujets HIV hybridation. | négative. Il est cependant
négatifs décédé sous antibiothérapie
non spécifique et montrait des
Iésions cérébrales
_ compatibles avec une TC.




62

EN CONCLUSION DES DONNEES DES DIFFERENTS
TRAVAUX ETUDIES, PLUSIEURS ELEMENTS
APPARAISSENT :

1) Disparité des prélevements et des patients étudiés

Les rendements de la PCR varient énormément (de 5% a 100%)
suivant les auteurs. Ceci est du essentiellement a la grande hétérogénéité
des populations étudiées ainsi qu’aux variations d'échantillons (par
exemple, Cristina [20], avec 5% de positifs travaillait sur des LBA de
patients HIV tout venant; Khalifa [45], avec 100% de positifs travaillait
sur des patients chez lesquels les arguments cliniques et paracliniques
étaient en faveur d’une toxoplasmose).

2) Disparité des techniques d'extraction Gross et all. ont testé 3
méthodes de préparation de 1'ADN [37]

_la 18r€ : faire bouillir la préparation de cellules de différents
organes, technique qui a donné des résultats médiocres.

_ les 2 autres (2 la protéinase K et au thiocyanate de
guanidium- silice), ont donné des résultats identiques sauf en
ce qui concerne le traitement des biopsies (placenta, cerveau,
adénopathies). La protéinase K donne alors de meilleurs
résultats, en particulier sur le plan de la reproductibilité. Ceci
souligne 1l'importance de la technique d'extraction a utiliser
en fonction du prélevement que l'on veut traiter.

3) Disparité des techniques d'amplification
D'apres les tableaux précédents, il y a quelques grandes différences
dans les techniques utilisées :

- Le gene auquel ont fait le plus appel est le géne B1 (7/11),

Il est suivi des génes
- P30 (2/11)
- ADNr (1/11)
- TGRI1E (1/11)
- et le ABGTg4 (1/11), mais celui-ci n'a jamais été utilisé

dans les LA et les SF.
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4) Disparité des critéres de positivité
Une fois 1'amplification réalisée, la PCR est le plus souvent doublée,
voire méme triplée et suivie d'une hybridation, le résultat n'étant rendu
positif que lorsqu'il est reproductible.
Une évolution intéressante semble étre le développement de témoins
internes de réaction qui devraient diminuer le nombre de faux négatifs
en signalant les échantillons souillés par des inhibiteurs.

5) Les limites de la PCR:

- le probléme des faux négatifs (cf tableau page 65)
Celui-ci peut avoir au moins 3 raisons

- I'absence de parasite dans 1'échantillon testé

- la présence éventuelle d'inhibiteurs

- une faille dans la manipulation

- le probléme des faux positifs

11 est beaucoup plus rarement rencontré, car les habitués de la
technique s'entourent de nombreuses précautions. Il reste cependant
surprenant que certains malades présentent une PCR positive bien
qu'ayant une sérologie toxoplasmique négative.

- En dehors des problémes de contamination, ne pourrait il pas
s'agir d'une primo-infection chez des sujets trés immunodéprimés ou
bien d'une réactivation aprés négativation sérologique ? Seule l'autopsie
permettrait de trancher dans ce cas.

- Une autre explication serait la sensibilité insuffisante de la
technique sérologique utilisée. On a vu, en effet, dans la partie
sérologie de notre premier chapitre, la multiplicit¢ des examens
utilisables, et leur différence en sensibilité.

Remarque

Les kystes donnent des résultats positifs en PCR avec le géne B1; on
ne pourra donc pas faire la différence entre les tachyzoites (forme
active, signant 1'évolutivité de la toxoplasmose) et les bradyzoites
(forme quiescente, présente chez tout sujet infecté chroniquement) au
niveau d'un tissu.



-64-

6) Les effets du traitement sur la circulation parasitaire
Les différentes PCR effectuées chez des patients sous traitement
spécifique de la toxoplasmose montrent que la parasitémie persiste
jusqu'a 12 jours apres le début de la thérapeutique [29]. Par contre,
apres 4 semaines, Khalifa [45] n'a plus retrouvé aucun positif. De plus,
cette parasitémie est fluctuante, présente un jour, absente le lendemain,
ce qui est probablement due

- a la faible circulation des trophozoites

- au fait que toutes les manifestations localisées de
toxoplasmose ne donnent pas forcément lieu a une
dissémination large du parasite.

La PCR apparait surtout intéressante lorsqu'existent des
localisations extra cérébrales de la toxoplasmose: PCR effectuée sur
sang, sur LBA. La recherche d'ADN toxoplasmique par PCR donne,
quand a elle, des résultats treés inconstants sur les LCR.

Un autre élément intéressant a souligner est la négativité des PCR
sur le sang et le LCR chez des sujets immunodéprimés ou non, ayant
une toxoplasmose chronique. En effet, la persistance du parasite dans
les tissus (sous forme de bradyzoites) et la possibilité de réactivation
avec recirculation de parasites au cours de l'infection chronique a
longtemps €té évoquée comme une limitation a l'intérét de la PCR pour
le diagnostic des toxoplasmoses évolutives.

8) Les différentes causes d’immunodépression :

Les sujets immunodéprimés, suite a une cause autre que le virus du
SIDA, semblent moins touchés par les réactivations toxoplasmiques [7,
67] : une seule PCR positive sur 65 cas. Ceci est probablement dii au
fait que leur immunité cellulaire reste, malgré tout, mieux conservée et
qu’elle peut se restaurer plus rapidement en cas d’amélioration de la
maladie sous jacente.
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Voici résumé sur le tableau suivant la présence de faux négatifs ou
de faux positifs en fonction des auteurs. On se base alors sur les
prélevements pathologiques suspects de toxoplasmose, et non pas sur les
groupes témoins qui étaient tous exempts de faux négatifs ou de faux
positifs. .

Faux négatifs | Faux positifs
sur les prélévements de
LCR, sang, LBA chez I’ID
Gross [37] 0 0
Cristina [20]
0
Khalifa [45] oui
Dupouy-Camet :
[29] oui
Filice [33] oui oui ?
Roth [67] 0 0
Schoondermark-
Vandeven
[69] oui oui ?
Bretagne [7] 0 0
Angel [2] 0 0
Ostergaard :
Farmley [32] oui oui
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MATERIEL ET METHODES

1. MATERIEL

1.1. Les patients

- 27 patients HIV positifs, présentant une sérologie toxoplasmique
positive : étude de 30 prélevements de sang (prélevés sur tube citraté ou
avec EDTA).

Deux catégories :

- Sujets suspectés d'avoir fait ou de faire une toxoplasmose
symptomatique (13 cas). On retrouve en particulier 5 cas de TC.
Ce diagnostic est basé sur 1'association de signes cliniques, images
radiologiques et amélioration sous traitement.

- Sujets tout venant chez lesquels on recherche une
parasitémie transitoire sans signes cliniques parlants (14 cas).

- Une enfant ayant une hémopathie maligne et présentant une
séroconversion toxoplasmique (prélévement de sang).

- Une patiente non immunodéprimée présentant une forme
symptomatique grave et récidivante de toxoplasmose (prélevement de
sang).

- 12 femmes enceintes ayant présenté une séroconversion
toxoplasmique au cours de leur grossesse et chez qui on a effectué une
ponction de liquide amniotique (LA) et souvent de sang feetal (SF).
Nous avons analysé, au cours de ce travail les 12 LA en PCR.

- 5 Sujets consultant pour une choriorétinite évocatrice d'une
toxoplasmose oculaire : étude de 5 ponctions d’humeur aqueuse.

Afin de faciliter la consultation des données, nous avons regroupé
sur 6 tableaux (pages 67 a 72) quelques uns des principaux signes
cliniques observés, la prophylaxie éventuelle prise, les traitements recus
et I'évolution de ces patients.
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Nom et date du

Renseignements cliniques

Prophylaxie

traitement !

prélévement
BE. P. - HIV + 11/93 : Adiazine®
6/9/93 - 20/1/93 : Suspicion de TC sur crise convulsive + image TDM Malocide® puis
Régression compléte des 1ésions au 2/93 Milocide® Dapsone®
-9/93: TDM normale P
22/11/93 Mals trt pris de fagon épisodique Malocide® Dalacine®
- 19/11/93 : nouvelle crise comitiale + TDM pathologique avec lésion des le 20/11/93
évolutive toujours dans la méme zone cérébrale.
CO. J.-L. - HIV + Malocide® depuis 08/92 [Malocide® - Adiazine®
22/11/93 - 03/93 : Crise comitiale + image TDM : découverte d'une TC (arrété en 11/93)
- 04/93 : persistance de I'image anormale qui disparait en juillet 93
- 11/93 : Aucun symptome de toxoplasmose évolutive
- décédé en 12/93 d'une perforation colique.
DE. G. -HIV + Dalacine® - Malocide®
22/11/93 - 9/93 : fidvre / céphalée / déficit de I'hémicorps droit puis Dalacine® -
- TDM : fortement évocateur de TC Adiazine puis arrét du
- amélioration neurologique en quelques semaines sous traitement traitement pour
- TDM du 13/10 : normal - 22/11 : TDM toujours normal probléme d’intolérance
- Evolution : récidive de TC le 30/12/93.
DR. D. THIV + Malocide® - Adiazine®
17/01/1994 -A Humuah du 21/12/93 : forte mcmaozﬁmmOb des mmnowommnm QG@EE@ temps m@wmm le
toxoplasmiques - IRM normale prélévement malgré un
- 12/93 : paralysie faciale a frigore taux de CD4 a
- 17/1/94 : paralysie faciale en cours d'amélioration 574/ mm?3
- 26/2/94 : diplégie faciale droite et gauche
- Evolution : pas de signe en faveur d'une toxoplasmose
FO. M. - Suivi régulier pour perfusion d'immunoglobuline chez un patient Bactiim® depuis le 10/91
1/09/93 HIV + présentant des adénopathies chroniques qui auraient

augmenté de volume : séroconversion toxoplasmique découverte en
09/93 (sans retentissement clinique)

1 traitement pris au moment ot nous est parvenu le prélévement.
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Nom et date du Renseignements cliniques Prophylaxie traitement 1
prélévement

FR. F. -HIV + Malocide® - Adiazine®
9/12/93 - Antécédents : rétinite 3 CMV / pneumocystose / TC en 92

- 12/93 : IRM : séquelles de TC. Apyrétrique.
13/01/94 -HIV +

- 1/94 : stade de leucoencéphalite multifocale avec crises convulsives
- Décédée en 04/94 par encéphalopathie HIV.

GA. H. - HIV +
14/12/93 - 12/93 : troubles de la vision avec photophobie
- TDM normal, FO normal
1/10/93 - Episode d'hépatite aigiie
GL Lu. - HIV + Malocide® - Adiazine®
15/12/93 - TDM cérébrale du 18/8/93 : image typique de toxo cérébrale

- 17/12 : Iésions séquellaires : pas d'évolutivité
- Récidive le 18/1/94 suite a 'arrét du traitement.
- Décédé le 08/94 par encéphalopathie / CMV/ toxoplasmose.

IL. M. - Drépanocytose homozygote chez 1 HIV +
7/12/93 - 12/93 : céphalées + asthénie. Toxo cérébrale ?
- TDM cérébral normal
- En fait 'épisode a été étiqueté crise vaso occlusive.
MA. A. - HIV +
2/02/94 - Fi¢vre - Pneumopathie sans étiologie (Candida ?)
- Aucune suspicion de toxoplasmose
SA. F. -HIV + Bactrim®
22/11/93 - Rétinite 8 CMV bilatérale / pneumocystose / tuberculose
pulmonaire.
VO. L. -HIV + Bactrim® depuis 07/92
1/94 - Crise d'épilepsie le 27/9/93 - PL normale - scanner normal -
aucune suspicion de TC
WI. P. - HIV +
9/12/93 - Encéphalopathie démentielle liée au VIH (scanner, IRM normaux)
HEM - LAM1 depuis 93. La patiente a présenté une séroconversion Bactrim® puis
9/12/93 toxoplasmique asymptomatique ( découverte d'un fort taux d'IgM Rovamycine®
lors du bilan initial)

1 traitement pris au moment oil nous est parvenu le prélévement.
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Un cas d'une patiente non ID suspecte de toxoplasmose récurrente

d’immunodépression). En mars 94, devant la persistance de
symptdmes,de taux sérologiques glevés avec IgM et IgA persistantes,
e reste du bilan restant négatif,décision de traitement.

Nom et date du " Renseignements cliniques Prophylaxie traitement !
prélevement
LL M. _En 87,toxoplasmose symptomatique traitée par Rovamycine®. 3 cures de Malocide®
9/94 Depuis, plusieurs récidives (sans notion Adiazine® de 3

semaines Au moment du
prélevement 261 cure

1 traitement pris au moment Ol NOUS est parvenu le prélévement.
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Patients ID non suspects de toxoplasmose évolutive

Nom et date du Renseignements cliniques Prophylaxie traitement !
prélévement
AG. P. - Hospitalisation systématique pour surveillance de la maladie HIV |Bactim®
15/12/93
BR. A. - Hospitalisation systématique pour surveillance de la maladie HIV
7/12/93
CU. M. - Hospitalisation systématique pour surveillance de la maladie HIV
22/11/93 - Présente 1 thrombopénie majeure nécessitant 1 splénectomie
CL. - Hospitalisation systématique pour surveillance de la maladie HIV
26/01/93
DE. J.-P. - Hospitalisation systématique pour surveillance de la maladie HIV
7/12/93
GI. La. - Hospitalisation systématique pour surveillance de la maladie HIV
1/12/93
GU. B, - Hospitalisation systématique pour surveillance de la maladie HIV
22/12/93
HU. C. - Hospitalisation systématique pour surveillance de la maladie HIV
7/12/93
NZ. MA. D. - Hospitalisation systématique pour surveillance de la maladie HIV
X/12/92
PE. P. - Hospitalisation systématique pour surveillance de la maladie HIV
14/12/94
Pl B - Hospitalisation systématique pour surveillance de la maladie HIV
22/12/93
PL J. - Hospitalisation systématique pour surveillance de la maladie HIV [Bactrim® depuis 01/93
7/12/93
SA. C - Hospitalisation systématique pour surveillance de la maladie HIV |[Bactrim®
22/11/93
VI. R. - Hospitalisation systématique pour surveillance de la maladie HIV
2/94

1 traitement pris au moment ol nous est parvenu le prélévement.
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Nom

Type de privt.

Date du LA
et/ou
SF

D D G!

Séroconversion
vers

Prophylaxie

Devenir de l'enfant

BO. S.
SFetLA
13/7/93

24/12/92

20-25 SA?

Rovamycine®

Pas de toxoplasmose congénitale.

DU. M.-P.
SFetLA
27/12/94

20/07/93

4 SA

Rov amycine®

Pas de toxoplasmose congénitale.

FR. E.
SFetLA
07/09/93

15/05/93

péri-
conceptionnelle

Rovamycin;®

Pas de toxoplasmose congénitale.

GA. B.
SFetLA
13/9/93

17/04/93

antéconceptionelle

Rovamycim:_®

Pas de toxoplasmose congénitale.

LE. L.
SFetLA
20/3/93

20/03/94

24 SA

Rovamycine®

Pas de toxoplasmose congénitale.

RE. N.
SFetLA
23/11/93

07/07/93

10 SA

Rovamycinc®

Pas de toxoplasmose congénitale.

RE. F.
LA
6/6/94

05/03/94

8 SA

Rovamyc'me®

Pas de toxoplasmose congénitale.

PA. C.
SFet LA
30/5/94

14/01/94

9 SA

Rovamycine®

Pas de toxoplasmose congénitale.

N. M.-A.
SF et LA
18/5/94

20/10/93

24 SA

Rovamycinc®

Pas de toxoplasmose congénitale.

PL. J.
LA
24/3/94

08/11/93

Périconceptionelle

Rovamycine®

Pas de toxoplasmose congénitale.

CO. N.
SFetLA
26/07/94

24/02/94

14 SA

Rovamycine®

Pas de toxoplasmose congénitale.

BR. M.
LA
12/07/94

12/03/94

15 SA

Rovamycine®

Toxoplasmose congénitale
sérologique.

femmes ayant fait une

séroconversion toxoplasmique au

cours de leur grossesse

1 Date de début de grossesse

2 SA : semaines d’aménorrhée




9.

Nom Age Renseignements cliniques traitement Evolution
Date de apreés ponction
prélévement
RE. M.-L.| 11ans |uvéitede l'eil droit Atropinc®
collyre; Patient
08/11/93 Chibrocadron® | non revu
MA.P 33 ans |1981: choriorétinite Rovamycine®
toxoplasmique. Patient
06/12/93 1993:Récidive de choriorétinite non revu
autour d’un foyer plus ancien.;
PE. A. 13 ans |Baisse brutale de I'acuité visuelle Adiazine® Amélioration
de I'eeil droit. FO:choriorétinite, Molocide®; | sous traitement.
30/05/94 Une éventuelle Solupred.pendant| Probléme de
séroconversion maternelle au [ un mois puis sarcoidose
cours de la grossesse a été Rovamycine® évoqué mais
évoquée,mais non confirmée non certain
par la suite.
LE. J. 34 ans | Choriorétinite sur ceil unique. Etait sous La sérologie
Adiazine® de Lyme est
18/04/94 Malocide® revenue treés
Solupred.avant |positive. Arrét
cette ponction  |du trt. ; mis sous
d'HA. Clamoxyl®.
PE. C. 28 ans | Uvéite antérieure et postérieure Atropine® Origine
sur ceil unique. collyre probablement
05/04/94 Chibrocadron® ;| infectieuse
Solupred. dentaire.

Patients suspects de choriorétinite toxoplasmique chez
lesquels une ponction d’humeur aqueuse a été effectuée
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1.2. Les témoins positifs

Ils ont ét€ préparés a partir de la souche RH, souche d'origine
humaine, virulente chez la souris, isolée par Sabin en 1941 dans le
cadre d'une encéphalite toxoplasmique chez un enfant de 6 ans.

C'est la souche de référence, entretenue par passages successifs tous
les 3 jours chez la souris.

Mode de préparation:

Préparation des témoins RH

Ils ont €t€ préparés a partir d'ascite de souris infestées par la souche
RH. Le liquide péritonéal a été prélevé de fagon non traumatique afin
d'éviter autant que faire se peut la présence de sang.

L'ascite recueillie est lavée trois fois en PBS et centrifugée & 1500
tours/min pendant 15 minutes.

Le culot restant est remis en suspension dans environ 10 ml de PBS
et compté en cellule de Malassez. On effectue ensuite des dilutions afin
d'obtenir des tubes comportant :

1000 toxoplasmes

100 toxoplasmes dans 150 pl de PBS + 10 000 cellules
50 toxoplasmes (fibroblastes humains provenant d'une culture
10 toxoplasmes cellulaire stérile)

5 toxoplasmes
1 toxoplasme

La concentration en trophozoites est contrdlée aussi loin qu'il est
possible de le faire en cellule de Malassez. 11 est certain que, pour de
faibles quantités de toxoplasmes (50, 10, 5, 1), il est impossible
d'affirmer le nombre exact de parasites réellement présents dans le
volume de 150 pl.

On notera que ces témoins positifs contiennent, en plus des
tachyzoites de T. gondii des cellules fibroblastiques. C'était un choix
délibéré de notre part, afin de se placer au plus prés des conditions de
réalisation de la PCR chez le malade (le parasite n'étant jamais pur au
sein d'un prélévement)

* Une autre série de témoins positifs a été réalisée dans des
conditions encore plus proches de la réalité, sur du sang de souris en
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pleine phase de parasitémie trois jours aprés infestation par la souche
RH. Les cellules mononucléées et les granulocytes ont été séparés et
conservés selon les mémes conditions que le sang humain ( cf
"méthodes").

Préparation des 7 souches autres que RH

Afin de déterminer la spécificité de notre technique de PCR, il a été
nécessaire de préparer d'autres témoins de 7. gondii appartenant 2 8
zymodemes différents (Cf tableau ci-dessous).

Ces souches ont été préparées de la méme maniére que la souche
RH, mais il n'a pas pu étre effectué de décompte exact des trophozoites
présents. En effet, ces souches sont en général moins virulentes chez la
souris, tout en entrainant une importante réaction inflammatoire. Il est
alors difficile de compter les parasites au sein des cellules
réactionnelles. De plus, du fait de l'importante réaction inflammatoire,
il nous a paru inutile de rajouter des cellules fibroblastiques 2
I'échantillon.

Souches Origine pathogénicité | Zymodéme
pour la souris
RH encéphalite toxoplasmique humaine virulente 1
S3 feetus avorté de mouton chronique 2
M7741 Infection latente chez un mouton chronique 3
ELG Encéphalite aigue chez un HIV positif au intermédiaire 4
stade SIDA
MAS Toxoplasmose congénitale virulente 3
Souche isolée d'un LBA, reponsable d'une
RUB toxoplasmose séveére chez un patient virulente 6
immunocompétent contaminé en forét
guyanaise
CASTEL | Souche isolée d'un feetus avorté de mouton| . 558
intermédiaire T
en Uruguay
TONT Souche isolée d'une toxoplasmose :
. ) i virulente 8
congénitale avec ascite et hydrocéphalie
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-Préparation de la souche H. hammondi

C’est une coccidie voisine de T. gondii.

La totalité du surnageant d’une culture cellulaire d’H. hammondi a
été prélevé et centrifugé 10 mn a 2000 tours / mn. Le culot a été
récupéré puis lavé et centrifugé deux fois en PBS stérile. Cette
opération terminée, le culot restant a été remis en suspension dans 150
ul avant d’étre congelé a -20°C.

1.3. Les témoins négatifs

Ils ont été préparés a partir d'eau stérile. Celle-ci a été traitée avec
le tampon de lyse suivant le protocole d'extraction d'’ADN puis a subi
les autres étapes de la PCR (cf: "méthodes"). Ceci a pour avantage de
tester a la fois le tampon de lyse et tous les autres réactifs, et de révéler
immédiatement un réactif éventuellement contaminé par de ’ADN
toxoplasmique.

3. METHODE

2.1. Traitement et conservation des prélévements

2.1.1. Prélévement de sang : séparation des granulocytes

Nous avons préféré I'utilisation d'Histopaque® (les autres
possibilités étant le Ficol ou le Dextran).
Ce produit permet une assez bonne visualisation de 3 couches :

- Le plasma
- Un anneau de cellules mono et polynucléées
- L'Histopaque® et les cellules de la lignée rouge.

Pour 6 ml de sang, on procéde de la maniére qui suit:

- Introduire 6 ml d'Histopaque®1119 (Sigma,ref 1119-1)
dans un tube cdnique.

- Par dessus, déposer avec précaution 6 ml de sang total.

- Centrifuger a 1950 tours/min (700g) pendant 30 minutes
a température ambiante.
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- Aspirer et rejeter la couche de plasma jusqu'a quelques
mm de l'anneau .

- Récuperer les cellules de la lignée blanche dans un autre
tube.

- Laver les cellules par centrifugation 10 min a 1000
tours/min (200g) dans 10 ml de tampon phosphate (PBS)
pH 7,2 stérile.

- Apres avoir éliminé le surnageant et remis le culot en
suspension douce dans le PBS, répéter l'opération
précédente de lavage 2 a 3 fois.

- Remise en suspension du culot dans 150 pl de PBS,
congélation a -20°C jusqu'a l'étape suivante, qui est
l'extraction de 1'ADN.

2.1.2. Humeur aqueuse

Le volume disponible est d'environ 200 pl.

Dans un premier temps, le prélevement est centrifugé a 10 000
tours/min pendant 10 minutes.

Dans un 26Me temps, on récupére le surnageant pour les sérologies
sur I'humeur aqueuse et le culot restant est stocké a -20°C,

2.1.3. Liquide amniotique

Une partie du prélévement de LA est inoculé a la souris, une autre
est gardée pour la culture cellulaire, et enfin, le restant servira a la
PCR. Cet échantillon (en général 10 ml de liquide), est alors centrifugé
4 2000 tours/min pendant 10 minutes, puis on préléve le surnageant
avant de remettre le culot en suspension dans 10 ml de PBS stérile. Sur
le surnageant sera pratiqué une recherche d'IgM anti toxoplasmiques.

Le culot, quant & lui, sera lavé deux a trois fois dans les mémes
conditions, afin de le débarrasser du maximum de débris avant la
congélation a -20°C dans 150 pl de PBS.

2.2. Extraction de I'ADN d'aprés la technique décrite par
LOPAREYV et coll. [50]

Cette technique est basée sur 'utilisation de détergents non ioniques
et de solvants organiques pour lyser la membrane cellulaire et détruire
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les protéines. Elle pourrait méme étre utilisée sur de petites quantités
de sang total, mais il vaut mieux rester prudent vis & vis des inhibiteurs
et nous avons préféré travailler sur des produits déja débarassés de
leurs globules rouges avant d'appliquer cette technique d'extraction.
Cette méthode, d'aprés son auteur, donnerait approximativement 40 a
50 pg d'ADN/ml de sang traité.

Voici donc comment procéder :

Le culot cellulaire précédemment congelé est repris volume i
volume dans le tampon de lyse (contenant NaOH 10mM, Twen 20
0,5%, Nonidet P40 0,5%), puis toujours volume a volume, on rajoute
du Nal (iodine de sodium) 6 M (300 pl) et enfin 600 pl de
chloroforme-isoamylalcool (24 volumes de chloroforme pour 1
d'isoamylalcool).

Apres un temps de centrifugation de 10 minutes a 10 000 tours/min
a température ambiante, 1'ADN est précipité grice a l'isopropanol
(Iml) et grace a une centrifugation au froid de 30 minutes a 10 000
tours/min. A ce stade, le culot de 'ADN est visible sous forme d'un
petit flocon blanc collé contre la paroi. Aprés avoir rejeté la partie
liquide, il ne reste plus qu'a le laver a l'aide de 500 pl d'éthanol a 70%,
et d’une centrifugation de 10 miputes a 10 000 tours/min. Pour
terminer, on rejette 1’éthanol et on remet en suspension le culot d’ADN
dans 50 a 100 pl d'eau distillée stérile.

Afin d'obtenir une bonne dissolution de I'ADN, il est conseillé de
laisser le microtube en rotation lente & +4°C pendant un minimum de
24 heures, 1'idéal étant de pouvoir attendre 1 semaine.

Dans le cas d'une humeur aqueuse

La préparation a été un peu différente. En effet,devant la faible
quantité de prélévement,on a di se contenter de mélanger le culot avec
75 pul d'eau distillée stérile et de le faire bouillir pendant 10 minutes
95°C.

2.3.  Vérification de la quantité d'ADN extrait

Elle se fait par photométrie, les bases absorbant fortement dans
l'ultra-violet 2 260 nm.

Sachant qu'une unité de densité optique (DO) & 260 nm est
€quivalente a 50pg/ml d'ADN, on peut calculer la quantité d'ADN de
I'échantillon. Par ailleurs, afin de vérifier la pureté de 1'ADN extrait, il
sera bon de doser en paralléle la quantité de protéines. Celles-ci ont la
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propriété d'absorber a 260 nm et également a 280 nm. Il sera alors
facile, ayant la valeur de la DO a 260 et celle a 280 nm de faire le
rapport de ces 2 valeurs.

On considére qu'un ADN pur doit avoir un rapport de
D0260/DO280 compris entre 1,8 et 2. En pratique, un rapport aux
alentours de 1,5 est considéré comme acceptable.

2.4. Préparation de la PCR

(Technique aimablement comuniquée par les Drs Robert, Paugam et
Dupouy-Camet du service de parasitologie de I'hdpital Cochin & Paris).
Cette technique repose sur la réalisation de 2 PCR successives, 1’une
amplifiant le géne B1, ’autre le géne TGR1E

2.4.1. Réactifs

- Tampons d'amplification 10 X : MgCl2 25 mM, Tris HCI 0,1M 2a
pH 8,3, KCl1 0,5M, gélatine 0,1%.

- Bases (ANTP) : dATP, dCTP, dGTP, dUTP a la concentration de
200 mM pour les trois premieres et de 400 mM pour le quatriegme (ceci
afin de compenser une éventuelle destruction par 1'UNG).

- Deux couples d'oligonucléotides amorces (pour effectuer les 2
PCR simultanées sur chaque prélevement), synthétisés par Bioprobe

- Pour la reconnaissance du géne B1, 2 oligonucléotides :
B5 : 5STGAAGAGAGGAAACAGGTGGTCG (23 Mer)
B6 : 55CCGCCTCCTTCGTCCGTCGTA (21 Mer)

qui donneront un segment amplifié de 130 paires de base

- Pour la reconnaissance du géne TGRI1E 2 oligonucléotides :
T1 : 5’ATGGTCCGGCCGGTGTATGATATGCGAT (28 Mer)
T2 : 5'TCCCTACGTGGTGCCGCAGTTGCCT (25 Mer)

qui donneront un segment amplifié de 191 paires de base

- Taq polymérase a 5U/ul (Perkin Elmer).
- UNG a 1U/ul (Boehringer).
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2.4.2. Amplification

On prépare une solution mixte contenant 5 pl de tampon 10X, 5pul
de l'ensemble des dNTP, 2ul de l'oligonucléotide 1, 2ul de
I'oligonucléotide 2, 0,251 de Taq polymérase, 0,5ul d'UNG, et de
I'eau stérile QSP 50ul (en tenant compte du volume apporté par la
solution d'ADN)..

Enfin, 1 pg d'ADN de I’échantillon a analyser est mélangé a la
préparation et deux gouttes d'huile de paraffine stérile seront déposées
a l'intérieur de chaque microtube, ceci afin d'éviter I'évaporation de la
solution au cours des cycles d'amplification..

Pour terminer cette 26Me étape, chaque tube sera enfermé dans le
thermocycleur (Perkin Elmer Cetus) pour 39 cycles qui se
décomposent de la maniére qui suit :

-cycle n® 1 --> 5 min d'incubation a 50°C: action de 1'UNG
sur d'éventuels amplicons contaminants

-cycle n® 2 --> « 5 min a 94°C : dénaturation de 'ADN total,
transformé en ADN simple brin, et
inactivation de 1'UNG.

* 40 s a 65°C : hybridation des
oligonucléotides avec leurs éventuels brins
d'ADN complémentaires.

« 40 s a 72°C : élongation par la Taqg

polymérase.
-35 cyclesn® 3 --> ¢ 30s2a94°C Répétition des cyles
S e de dénaturation/
*8lsa3d hybridation/
«40 s 3 72°C ¢longation

-lcyclen®4 -> * 30 s a94°C
*«40sa65°C

* 15 min a 72°C : élongation finale
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A la fin de ce dernier cycle, il est impératif d'arréter, par 50ul de
chloroforme, les réactions qui pourraient se produire . Ceci afin
d'éviter l'action éventuelle de I'UNG résiduelle sur les amplicons
néoformés [41].

Le produit peut ensuite étre conservé a 4°C pendant 24 i 48 heures.

2.4.3. Révélation apres électrophorése en gel d'agarose a
3%

2.4.3.1. Les produits utilisés

- Agarose pour biologie moléculaire (Sigma).
On dissout par la chaleur et sous vide 2 g d’agarose dans 65 ml
de tampon.
- TAE 1X (tampon de migration) :
Trisbase 40 mmol
EDTA I mmol a pH 8
Acide acétique glacial 1,14 ml

ou acétate 20 mmol
- BET (bromure d'éthidium) :

4,8 ul de la solution sera mélangé au gel d’agarose encore
liquide.

- Solution de bleu de bromophénol a 0,25% et de sucrose 2
40%.

- Marqueur de poids moléculaire n°IV (BOEHRINGER).

2.4.3.2. La migration

On dépose 20 ul de produit d'amplification mélangé & une goutte de
la solution au bleu de bromophénol dans chaque puits du gel d’agarose.

Le premier puits est réservé au témoin négatif.

Le deuxiéme puits acueille le marqueur de poids moléculaire.

Le troisieme puits recoit le témoin positif.

Les puits suivants recoivent les produits a analyser.

La migration s'effectue sous 120 Volts pendant environ 30 minutes.
On l'arrétera lorsque les plus faibles marqueurs de poids moléculaires
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auront atteint les 3/4 du gel. Au deld, la visibilité des produits
d'amplification est de moins en moins bonne.

2.4.3.3. La lecture

Elle s'effectue sous une lampe 2 UV et une photographie est prise
afin de garder une trace visuelle de la manipulation.

2.5. Quelques remarques concernant les précautions prises
pour éviter les contaminations.

Un des principaux risques de la PCR est, on l'a vu, celui d'obtenir
des faux positifs suite a I'utilisation de réactifs souillés. Ce risque était
non négligeable pour nous, car nous entretenons la souche RH au
laboratoire. Il a donc fallu prendre d'emblée des mesures draconiennes.

Nous avons décidé d'effectuer la plus grande partie des
manipulations a la faculté, créant ainsi une "barriere" d'éloignement
avec le laboratoire. Les seules opérations effectuées a 'ndpital sont :

« La récupération du culot 2 partir du prélevement (manipulations
sous la hotte).

« La migration des produits d'amplication.

 La lecture.

A la faculté, ot ’on accéde aprés avoir changé de blouse, nous
avons préparé 3 pieces distinctes, assez €loignées les unes des autres:

- La piece d'extraction de I'ADN ou, comme son nom
I'indique,on prépare I'ADN. C'est également dans cette picce
que 1'on ajoutera 1 pg d'ADN a chaque tube contenant tous
les réactifs pour la PCR.

- La pidce de préparation des tampons, qui est aussi la salle ou
se déroule la 181€ partie de la PCR proprement dite, c'est a
dire la préparation du mélange tampon / dNTP / amorces /
Taq polymérase / UNG.

On accéde 2 cette piece par un "sas" ol I'on change une
nouvelle fois de blouse et ont I'on met des sur-chaussures et
des gants.

- La piece d'amplification: elle contient le thermocycleur
Perkin Elmer Cetus.
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On notera par ailleurs que:
1) - chaque piéce contient son propre matériel (pointes a
filtres, pipettes, réactifs...) qui y reste obligatoirement.

2) - on manipule avec des gants, ceux-ci étant changés entre
chaque prélévement.

3) - on autoclave tous les tampons qui peuvent le supporter.

4) - on aliquote tous les tampons ou produits qui peuvent
I'étre.

5) - lorsqu'un tube est ouvert, on attend de l'avoir refermé
avant d'ouvrir le deuxiéme, ceci afin d'éviter des projectons
d'aérosol.
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RESULTATS

1. MISE AU POINT DE LA PCR

1.1. Evaluation de la sensibilité de la PCR

Aprés quelques mises au point, nous avons réussi a obtenir des
signaux a partir des témoins positifs d'ascite de souris inoculées avec la
souche RH, mélangée aux fibroblastes humains (Cf Matériel et
méthodes). Ces témoins étant au départ trés riches, nous sommes
descendu graduellement en concentration :

de 1000 toxoplasmes et 10000 cellules
a: 100 " "
50 n n
20 ' 4
10 n "
5 n "
1 " "

Chaque prélévement a été amplifié en paralléle avec le géne B1 et le
gene TGRIE et révélé sur gel d'agarose avec le bromure d'éthidium.

Nous sommes arrivés a obtenir des signaux, faibles mais visibles 2
un toxoplasme par microtube. Ce signal est apparu la premiére fois
avec le géne B1. En reprenant un autre échantillon contenant un
toxoplasme pour une nouvelle PCR, nous avons obtenu aussi le signal
en TGRIE. Ce premier résultat positif avec un seul géne était
probablement dii au fait que le parasite étant en trés faible quantité,
celui-ci €tait totalement passé dans le microtube contenant les amorces
B1;

Nous avons aussi obtenu un signal nettement visible & partir des
leucocytes provenant du sang de souris inoculées depuis 3 jours avec la
souche RH (voir photo n°® 3 page 91).
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1.2.  Evaluation de la spécificité de la PCR vis a vis des
différentes souches de Toxoplasma gondii

Nous avons testé 8 souches de 7. gondii appartenant 2 8 zymodémes
différents afin de démontrer la persistance des génes B1 et TGRIE a
travers l'espece. Ces tests ont été concluants (voir photos n° 1 et 2 pages
89 et 90) et parfaitement reproductibles. Malheureusement, au retirage
de la photo n° 1, le signal de la souche TONT étant faible sur I’original,
celui-ci n’apparait plus.

Pour essayer de déterminer les limites de cette spécificité, nous
avons test€ une coccidie trés voisine du toxoplasme: Hammondia
hammondi. La PCR a permis de faire apparaitre la communauté du
gene Bl entre les deux espéces mais pas celle du géne TGRIE.

Les autres espéces présentes chez I'Tmmunodéprimé (Cryptococus,
Candida, ...) ou d’autres coccidies voisines de T.gondii (Sarcocystis )
ayant déja été analysées par d'autres auteurs [1, 38], et, n'ayant pas
montré de réactions croisées avec les génes Bl et TGRIE, n'ont pas été
ré-€tudiés au cours de ce travail.

1.3. Comparaison de deux techniques d'extraction de I'ADN

- La technique d'extraction "classique" décrite par Manniatis dans son
livre [53].

Cette méthode, longue et contraignante (il faut débuter I'extraction
le soir, laisser incuber toute une nuit et poursuivre les manipulations
durant toute une matinée) reste celle de référence et assure un ADN
hautement purifié.

- La technique de Loparev [50], qui est plus rapide car elle peut se
réaliser en 3 heures.

Les deux méthodes ont été étudiées sur des échantillons de 100, 50
et 5 toxoplasmes. Les résultats dans ces deux méthodes, n'ont pas
montré de différence significatives visibles, aprés révélation par le
bromure d’éthidium, quant a l'intensité des signaux relevés . .

1.4. Evaluation de 1'effet de 'UNG sur la PCR

Différents échantillons de témoins positifs & des concentrations
décroissantes de parasites ont ét€ testés avec UNG, puis sans UNG au
cours d'une méme manipulation.
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En s'entourant d'un certain nombre de précautions (doubler la
quantité de dUTP dans le milieu réactionnel lorsqu'on utilise 'UNG, et
surveiller la fin de la réaction de PCR pour ajouter le chloroforme), il
n'a pas été observé de résultat différent a I'eeil nu entre les PCR avec
UNG et celles sans UNG ( ce résultat vient confirmer les conclusions de
Longo et all [49] ).

RESULTATS DES PCR EFFECTUEES SUR LES

Nom
et date du

prélévement

Inoculation

LA a la souris

Culture
cellulaire du
LA

Inoculation
de SF a la

souris

Recherche
D'IgM sur
SF

Marqueurs
non

spécifiques

B 1

PCR
sur LA
TGRI1E

BO. S.
13/7/93

DU. M.-P.
27/12/94

ER. E.
7/09/93

GA. B.
13/9/93

LE. C.
20/3/93

RE. N.
23/11/93

RE. F.
6/6/94

PA. C.
30/5/94

N. M.-A.
18/5/94

PL. T.
24/3/94

NF

NF

NF

CO. N.
26/07/94

BR. M.
12/07/94

NF

NF

NF

Résultats obtenus sur SF et LA
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Nom Recherche d'une | Sérologie de PCR
synthese locale la
d'anticorps toxoplasmose
antitoxoplasmiques Bl TGRIE

RE. M.-L Absence d'Ac dans Imunité - -
1'HA ancienne

MA.P Absence d'Ac dans Imunité - -
I'HA ancienne

PE. A. Absence d'Ac dans Imunité - =
I'HA ancienne

LE. J. Absence d'Ac dans Imunité - -
I'HA ancienne

PE. C Absence d'Ac dans Imunité - =
I'HA ancienne

Résultats obtenus sur les HA
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Résultats obtenus sur les prélévements de

sang chez les patients immunodéprimés

9/94

Nom Taux de Résultat de Résultat de la
et date du CD4/mm3 |!l'inoculation a la PCR
prélévement souris B1 TGRI1E

| BE. P. o1 NF

6/9/93 B -

22/11/93 243 B i} }

CO. J.-L. 4 i} i} }

22/11/93

CU. M. 243 NF

22/11/93 - B

DE. G. 13

22/11/93 " - B

DR. D, 574 NF

17/01/1994 - =

FO. M. 90

1/09/93 B B B

FR. F. 17 NF

9/12/93 B -

13/01/93 ND NF _ .

GA. H. 27 NF

1/10/93 B -

14/12/93 22 NF } -

GI. Lu. 4 NF

15/12/93 - =

IL. M. 12 NF

7/12/93 B B

MA. A 340 NF

2/02/94 - -

SA. C. 300

22/11/93 B - -

VO. L. 146 NF ~ -

1/94

WI. P. 49 NF

9/12/93 - -

HEM ND NF

9/12/93 = =

Résultat obtenu chez la patiente non
immunodéprimée
LI M. ND NF
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Nom Taux de Résultat de | Résultat de la
et date du CD4/mm3 |I'inoculation PCR
prélévement a la souris Bl TGRIE
AG. P. 35 NF - -
15/12/93
BR. A. 308 NF - -
7/12/93
CL. V. 30 NF - -
26/01/93
DE. J.-P. 328 NF - -
7/12/93
GI. La. 673 NF - -
1/12/93
GU. B. 281 NF - -
22/12/93
HU. C. 375 NF - -
7/12/93
NZ. MA. D. 500 - - -
7/12/92
PE. P. 159 NF - -
14/12/94
PI. B. 11 NF - -
22/12/93
PL 1. 898 NF - -
7/12/93
SA. F. ND NF - -
22/11/93
VI. R. 220 NF - -
2/94

Résultats obtenus sur les prélévements

de sang chez les patients immunodéprimés

(groupe témoin)
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Photo n° 1 : amplification a 1’aide des amorces BS et B6 des
8 souches de T. gondii appartenant a 8
zymodémes différents (reconnaissance du géne
B1)

Légende : bande n® 1! : témoin négatif
bande n° 2 : marqueur de poids moléculaire
bande n° 3 :la souche RH: amplification positive a 130

pb
“ “n°4 :lasouche S3: “ +*
“%n°s ¢ % M7II4L ¢ “
“*“n% : ¢ “ ELG: “ “
““n°7 % MAS: ¢ “
““n°8 % “ RUB: “ “
““n°9 . “ CASTEL:*“ “

““n°10: “ “ TONT : présence d’une
amplification faible qui n’a pu étre reproduite lors des retirages de
’original de la photo.

bande n°® 11: rien
bande n® 12: H. hammondi : présence du gene Bl

1 La lecture se fait & partir de la premizre bande 3 gauche
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Photo n° 2 : amplification A I’aide des amorces T1 et T2 des
8 souches de T. gondii appartenant a §
zymodeémes différents (reconnaissance du géne
TGRI1E)

‘.-... -

Légende : banden® 1 : témoin négatif
bande n° 2 : marqueur de poids moléculaire
bande n® 3 :la souche RH: amplification positive 2 191

pb
““ n°4 :lasouche S3: “ “
WE NS o« * M7741: *© i
““n° ¢ “ ELG: @« =
““ne7 Lo« “ MAS: “ "
““n°g “ RUB: “ =
““n°9 .« «“ CASTEL:* “
“*n°10:“  “ TONT: “ “

bande n°® 11: rien
bande n° 12: H. hammondi : absence du gene TGR1E
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Photo n° 3 : amplification a I’aide des amorces B5, B6 et
T1, T2 de PADN extrait a partir des leucocytes
d’une souris infestée avec la souche RH.

Légende : banden®1 : rien
bande n® 2 : t¢moin négatif
bande n°® 3 : ADN amplifié, provenant de la souris

(géne B1)

“ % n°4 :témoin positif RH (géne B1)

“ “ n°5 :marqueur de poids moléculaire

“ “ n° :témoin positif RH (géne TGRI1E)

““n°7 : ADN amplifié, provenant de la souris
(gene TGRI1E)

(I N1

n° 8 et suivants : rien

A R s AR ]
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DISCUSSION

DISCUSSION SUR LA MISE AU POINT DE LA
TECHNIQUE DE PCR

Cette mise au point s'est révélée plus longue que prévu. En effet, si
la technique de PCR elle-méme ne demande que 24 heures, ce temps ne
tient pas compte des approvisionnements en réactifs et en matériel, de
la préparation des multiples tampons et aliquotage de réactifs. Ces
préparations reviennent assez souvent car il vaut mieux conserver a
-20°C des produits trés concentrés (ils se dégradent moins) pour les
diluer 1 a 2 mois avant l'utilisation.

1.1. Interprétation de la sensibilité de la PCR

Apres ce temps de mise en route de la technique, nous sommes passé
a celui de I’évaluation de la sensibilité de la PCR.

Nous avons vu que l'on a réussi a obtenir un signal pour
1 toxoplasme/microtube. Ce résultat n'a d'abord été visible qu'avec le
géne B1, probablement parce que le parasite étant en trés faible
quantité, il était totalement passé dans le microtube contenant les
amorces B1.

On peut aussi supposer que l'amplification était trop faible avec
TGRI1E pour étre visible avec la seule révélation par le bromure
d’éthidium. Pour étre certain de l'absence ou de la présence d'une
amplification, il aurait fallu rajouter a la technique le Southern blot
suivi d'une hybridation. Malheureusement pour des raisons de temps et
de sonde moléculaire qui a été synthétisée avec 4 semaines de retard,
cette deuxiéme partie de la technique n'a pu €tre mise au point.

Ce résultat peut étre considéré comme trés satisfaisant pour une
technique de PCR simple. En effet, le signal a été visualisé et s'est
révélé reproductible. Ce résultat est d'ailleurs en accord avec la
sensibilité de la technique vue par d'autres auteurs [38].

1.2. Interprétation de la spécificité de la PCR

Nous avons vu que la présence des 2 génes était retrouvée chez les 8
souches de T. gondii étudiées.

Par contre, un probléme de fausse reconnaissance été noté vis a vis
d'Hammondia hammondi avec le géne B1. Ce probléme ne devrait pas,
en pratique, altérer l'interprétation d'un résultat puisque Hammondia

7
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hammondi n'est pas connu en pathologie humaine. Ce parasite, en effet,
n’a jusqu’a présent été décrit que chez certaines espéces animales (le
chat, hote définitif, et les hotes intermédiaires : rats, souris, lapins,
chiens, chévres) [23].A ce jour, aucune infection humaine avec ce
parasite n’a été retrouvée. Mais les infections & H. hammondi €tant
responsables chez 1’animal de sérologies positives vis a vis de 7. gondii,
’éventualité que certaines sérologies toxoplasmiques humaines positives
puissent &tre dues 2 des infections par H. hammondi n’est pas a exclure.

1.3. Interprétation de la comparaison des 2 techniques
d'extraction de 1'"ADN

Ces 2 méthodes ont, comme on I'a vu, donné des signaux identiques
vis 2 vis des échantillons étudiés. On a donc considéré que l'extraction
"rapide” donnant des résultats satisfaisants, celle-ci serait plus
appropriée 4 une technique destinée a &tre employée en routine au
laboratoire.

1.4. Interprétation de l'effet de 'UNG sur la PCR

Vu les bons résultats de la PCR avec I'UNG, nos avons travaillé en
permanence avec elle, considérant que l'augmentation du coit de la
réaction était justifiée par la sécurité que l'emploi de cette enzyme
apportait.

2. DISCUSSION DES RESULTATS OBTENUS SUR NOS
PRELEVEMENTS

Les résultats obtenus sur les différentes séries de patients sont
résumés dans les tableaux pages 85 & 88. Ainsi qu'on peut le voir, ils
sont tous négatifs. Pourquoi? C'est & cette question que nous allons
essayer de répondre.

2.1. Liquides amniotiques

Les résultats PCR sont concordants avec ceux des autres examens
biologiques effectués sur le LA et le SF quand celui-ci a été prélevé.

Par contre, tout ce bilan a été pris, une fois, en défaut. En effet
I'enfant de BR M. s'est révélé, a la naissance, porteur d'une
toxoplasmose congénitale. Au cours du bilan prénatal, seule la ponction
de LA a été réalisée, et les différents examens pratiqués dessus €taient
revenus négatifs. Malheureusement, 2 1’accouchement, 1’examen du
sang du cordon a révélé des IgM et des IgA positives, et I’inoculation a
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la souris du placenta est revenue elle aussi positive. Par contre, on ne
notait pas de signe clinique de toxoplasmose, et le rapport des CI
LCR/sérum chez le nouveau né était inférieur a 3.

On peut tenter de donner plusieurs explications a ce faux négatif:

18re possibilité:

Au moment de la ponction de LA, l'enfant pouvait ne pas étre
infecté. En effet, Thulliez et Desmonts [71], précisent qu'il y a
toujours un délais, parfois long, entre la contamination de la mere et
celle de son feetus. En particulier, on peut parfois mettre en évidence
une infection du placenta alors que l'enfant n'est pas encore touché.
Dans le cas présent, le liquide amniotique a été prélevé environ 4
semaines aprés I’infection maternelle, ce qui est généralement considéré
comme un délais suffisant pour permettre 1’infection fceetale.

2€me possibilité: la présence d'inhibiteurs

Ce LA lorsque nous l'avons regu était tres hémorragique. Tous les
lavages effectués ne peuvent totalement éliminer 1'héme et celui-ci est
un puissant inhibiteur de la Taq polymérase.

Malheureusement, ne disposant pas de contréle interne, la présence
ou l'absence d'inhibiteurs est difficile a prouver.

L'héparine ne peut pas étre incriminée puisque, aprés vérification,
il apparait que seringues et aiguilles ne sont pas héparinées pour les
ponctions de LA.

3eme possibilité:

Afin d'étre certain de l'absence de signal, il aurait fallu disposer de
I'hybridation. Celle-ci permet d'augmenter la sensibilité de la
technique. Un signal invisible aprés simple révélation par le bromure
d’éthidium ne se détecte parfois qu'aprés marquage par une sonde.

2.2. Humeurs aqueuses

La aussi tous les prélévements analysés sont revenu négatifs: absence
de synthése locale d'immunoglobuline et PCR négative.

D'aprés les renseignements cliniques, on peut a priori, €liminer
deux cas dont le suivi a réfuté 1'étiologie toxoplasmique de la
choriorétinite . Il s'agit d’un patient qui présentait une maladie de
Lyme a symptomatologie oculaire (LE J. ) et d’'un autre qui avait une
infection dentaire (PE C.).
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Pour les trois autres malades, on ne peut exclure 1'étiologie
toxoplasmique: en effet pour RE ML. et MA P. nous n’avons pas
obtenu de renseignements suffisants concernant 1’évolution de leur
choriorétinite, car ils ne sont pas revenus en consultation. PE A., lui, a
été amélioré par un traitement spécifique. Mais il s'est révélé indemne
de toxoplasmose congénitale.

S'il existe un ou des faux négatifs dans cette série il peut y avoir
plusieurs explications:

-La faible quantité de prélévement recu, dont I'ADN extrait
n'a pu étre dosé, ne contenait peut-étre pas le parasite.

-Le fait que nous ayons divisé cet ADN en deux afin de le
tester avec les amorces des génes B1 et TGRIE. A 1’avenir, il
vaudrait peut €tre mieux tout tester avec le géne Bl, en
sachant que, en cas de positivité, ’examen ne sera pas
recontrélable.

- par ailleurs, Aouizerate et Cazenave [4, 5, 13], au cours de
leurs travaux n’ont retrouvé qu’environ 35% d’HA positives
en PCR en analysant des prélévements provenant de sujets
hautement suspects de choriorétinite toxoplasmique. Face a ce
faible résultat, on peut proposer deux réponses:

- toujours la faible quantité de prélévements.

- mais aussi le fait que le parasite est plus fréquemment
localisé€ au niveau de la chambre postérieure de 1’ceil, et
qu’il ne circule pas en permanence au niveau de la
chambre antérieure.

2.3. Sangs de sujets immunodéprimés

2.3.1. Groupe de patients suspects d'une toxoplasmose
évolutive

Les 3 préleévements de sang provenant des patients présentant une
TC qui ont pu étre étudiés en paralléle avec inoculation a la souris et
PCR se sont révélés négatifs.

Il y a donc eu, la aussi, corrélation entre les examens biologiques
classiques et la PCR.
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- Pour les 5 cas de TC ( dont le diagnostic a été établi sur des
arguments cliniques et radiologiques) :

- 4 patients étaient sous traitement spécifique depuis plus de 4
semaines et leurs scanners de contrdle ne montraient plus que
des images séquellaires. Les chances de détecter une
parasitémie devenaient alors trés faibles.

- Le 5¢me patient (BE P.) a fait une rechute de TC
3 jours avant le prélévement de sang qui nous est parvenu.
D’apres les renseignements que nous avons pu obtenir, ce
malade prenait son traitement de facon trés irréguliére; il
n’est donc pas surprenant qu’il ait rechuté.
La PCR réalisée a été effectuée sur un échantillon de sang
alors qu’il était traité a dose efficace depuis deux jours. Ceci
peut suffire a avoir éliminé le parasite dans le sang circulant.
En effet, les travaux de Dupouy-Camet et coll. [29] sur des
sangs de patients HIV suspects de TC ont bien montré que, si
I’on peut retrouver une PCR positive, apres plus de 12 jours
de traitement, celle-ci peut se négativer en 2 jours. En fait, si
la parasitémie en cas de toxoplasmose “localisée” est parfois
présente, faisant de la toxoplasmose une maladie généralisée,
elle semble cependant relativement faible n’étant pas
retrouvée a chaque fois dans le prélevement (LCR, sang,
LBA) (cf. les résultats des travaux présentés dans le chapitre
PCR).

- Dans un cas ou la sérologie montrait une augmentation trés
importante des titres pour la toxoplasmose (DR D.), la PCR et la
clinique n’ont apporté aucun argument en faveur d’une localisation
toxoplasmique. Nous avons d’ailleurs vu que la valeur de la sérologie
en matiére de réactivation toxoplasmique était trés aléatoire. De plus, il
peut y avoir un long décalage entre 1’apparition d’une symptomatologie
et ’augmentation du taux des Ac.

- Les 7 autres patients HIV dont nous avons re¢u le sang dans le
cadre d’une suspicion de toxoplasmose se sont révélés négatifs en PCR.
En consultant & posteriori leur dossier nous nous sommes apergu que
I'étiologie de toxoplasmose avait été abandonnée au profit d'une autre
pathologie.

- En ce qui concerne le cas d’hémopathie maligne, I’enfant était sous
traitement spécifique au moment du prélévement et n’avait jamais
présenté de manifestations cliniques de sa toxoplasmose.



-97-

- Dans le cas d'une patiente non ID présentant une toxoplasmose
persistante (LI ML), il aurait été intéressant d’obtenir les prélévements
avant le début de son traitement, ou tout au moins peu de temps apres.
Celui qui nous a été envoyé a été prélevé durant le début de sa 2¢me
cure. Elle ne présentait d’ailleurs plus, a ce stade, de manifestations
cliniques en rapport avec le parasite.

2.3.2. Groupe de témoins négatifs

Il n’y a eu aucun probleme de contamination; ils sont bien apparus
négatifs en PCR.

2.4. Remarque

Pour étre complet, on signalera un probléme lors du premier lot
d’ADN que I’on a amplifié : GA H. était apparu positif en B1, de méme
que, plus faiblement, IL M. Les deux échantillons ayant été cote a cote
au cours de toutes les manipulations, et sortant positifs uniquement en
B1, ceci nous est apparu comme hautement suspect et nous avons pensé
que, par inexpérience, il devait y avoir eu une erreur de manipulation.
En effet, ces 2 échantillons, retestés par la suite, d’abord a partir du 1€T
aliquote d’ADN, puis 2 partir d’un 26me datant du méme jour, sont
revenus négatifs sans aucun doute. Cette erreur ne s’est plus jamais
reproduite et elle nous a permis, pour la suite, de tirer des conclusions :

- La reproductibilité d’une PCR est un argument indispensable
pour l’interprétation.

- Les 2 genes amplifiés doivent étre positifs

- La manipulation doit étre extrémement soigneuse.
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CONCLUSION

La PCR, technique passionnante de biologie moléculaire, a suscité
beaucoup d’espoir pour la mise en évidence d’un certain nombre
d’agents pathogénes, dont le toxoplasme. En effet, pour la visualisation
directe et indirecte de ce parasite, les moyens a notre disposition restent
insuffisants :

I’inoculation a la souris nécessite 3 semaines.
la culture cellulaire donne des résultats inconstants

les techniques de coloration et d’immunomarquages ne se font
pas sur n’importe quel type de prélévement et ne sont positifs
que lorsque les échantillons sont trés riches en parasites.

la sérologie est d’interprétation aléatoire chez
I’'immunodéprimé, et les IgM ou les IgA spécifiques peuvent
manquer sur le sang feetal ou a la naissance.

La PCR, avec sa sensibilité et le développement qu’elle connait a
I’heure actuelle, est apparue comme salvatrice.

Il ne faut cependant pas oublier que c¢’est une technique délicate, qui
demande une assez longue pratique et dans la manipulation, et dans
I’interprétation des résultats.

A ce sujet, ’article publié par FOUDRINIER et coll. est révélateur
[35]. Cette équipe, au CHU de Reims, a passé deux ans en mises au
point diverses avec une a deux personnes a temps plein avant de
considérer avoir obtenu une assez bonne expérience de la PCR.

Cet aveu inspire I’humilité face a nos travaux, qui ont été forcément
réduits:

sur le plan du temps (environ 8 mois de manipulations effectives)

sur le plan des prélevements testés (49), ce qui est un nombre
encore trop limité pour donner un recul suffisant.

sur la technique, qui n’a pas été menée jusqu’a I’hybridation.



-99.

C’est pour toutes ces raisons qu’il faut considérer ce travail comme
le début de DI’apprentissage de la technique de PCR dans notre
laboratoire.

Certains points peuvent cependant sembler acquis, comme la mise
au point de la PCR proprement dite avec :

le traitement de 1’échantillon a son arrivée.
I’extraction de I’ADN

I’amplification de la réaction.

En effet, les résultats obtenus avec nos témoins sont reproductibles
et d’une sensibilité correcte, suffisamment proche de la quantité de
parasites que 1’on peut espérer recueillir au sein d’un prélevement.

La spécificité est elle aussi, satisfaisante.

Le principe de la technique, couplant deux PCR avec deux geénes
différents, se retrouve chez d’autres auteurs.

L’absence de faux positifs est aussi un point non négligeable,
indiquant que nous nous sommes entourés de solides précautions.

La présence d’un faux négatif est possible mais non certaine.

CEPENDANT, DES POINTS RESTENT A AMELIORER:

pour étre certain de ’absence de faux négatifs, il faudrait :

- Mettre au point la technique d’hybridation. Il est
peut-étre un peu illusoire de penser mettre en routine une
technique aussi lourde (elle n’est d’ailleurs pas utilisée
actuellement dans la plupart des laboratoires réalisant une
technique de PCR dans le cadre du diagnostic de la
toxoplasmose). Il serait cependant intéressant de 1’avoir a
notre disposition pour les cas douteux. On peut aussi
envisager de l’utiliser pendant une courte période en
systématique, afin de voir si elle apporte un plus en terme de
sensibilité.
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- Rechercher, sur chaque échantillon a tester, la
présence d’inhibiteurs soit a ’aide d’un témoin interne,
soit & I’aide d’une autre PCR avec des amorces permettant
’amplification d’une nouvelle cible obligatoirement présente
dans 1’échantillon (par exemple : géne de la béta globine ou
génes HLA) .

- Augmenter notre expérience de la technique.

Il faut cependant étre conscient que les résultats de la
PCR dans le cadre de la toxoplasmose restent
complémentaires des autres techniques a notre disposition et
qu’ils ne les remplacent pas.
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ABREVIATIONS

Ac : anticorps

CI : charge immunitaire

HA : humeur aqueuse

ID : immunodéprimé

IRM : imagerie par résonnance magnétique
LA : liquide amniotique

LLBA : lavage broncho-alvéolaire
pb : paires de base

PBS : phosphate buffer saline

SF : sang foetal

TC : toxoplasmose cérébrale

TDM : tomodensitométrie

TEC : toxoplasmose extra cérebrale

TRT : traitement
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RESUME

La toxoplasmose, qui reste grave chez la femme enceinte (avec les
problemes de toxoplasmose congénitale) connait, depuis quelques
années, a cause du SIDA, un regain d’intérét.

Face aux manifestations de la maladie, les nombreux moyens
d’analyse biologique restent encore insuffisants.

C’est pourquoi nous avons cherché & mettre au point une technique
de biologie moléculaire, la PCR (Polymerase chain reaction), appliquée
a la toxoplasmose. .

Nous I’avons expérimentée sur différents témoins préparés avec des
souches de Toxoplasma gondii entretenues au laboratoire, puis sur des
ponctions de liquide amniotique, d’humeur aqueuse et des prélévements
de sang. '

Nos résultats ne peuvent encore se comparer a ceux déerits dans la
litt€rature, mais la PCR se révéle une technique rapide, sensible et
spécifique et devrait, au fur et & mesure de son développement,
apporter une contribution intéressante au diagnostic de la toxoplasmose.
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Toxoplasmose
Polymerase chain reaction

SIDA

Grossesse



