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INTRODUCTION

Toxoplasma gondii a été découvert au début du siécle en Tunisie par deux
médecins frangais Charles Nicolle et Louis Herbert Manceaux chez un rongeur d’Afrique
du nord, Ctenodactylus gondi (Nicolle et Manceaux 1908). De fagon quasi simultanée,
fitalien Alfonso Splendore le décrit chez le lapin au Brésii (Splendore 1908). Par la suite,
ce parasite a été isolé chez de nombreuses autres espéces animales dans divers endroits.

Ceci illustre assez bien une des caractéristiques de 7. gondii. son ubiquité. I
s'agit en effet d'un des protozoaires parasites les plus répandus dans le monde : on le
trouve sous toutes les latitudes et chez tous les animaux & sang chaud (mammiféres et
oiseaux). Cette ubiquité tant géographique gque zoologique laisse deviner une grande
diversité du toxoplasme, notamment au niveau génétique.

Chez 'homme, depuis la premiére description par Pophtaimologiste tchéque
Josef Jankl en 1921 d'un cas de toxoplasmose congénitale (Jankli 1923) et la premiére
mise en évidence de 7. gondii dans les infections humaines par Wolf et coll. (1939) chez
un enfant atteint d'encephalite, on a pu mesurer la grande diversité des formes cliniques
occasionnées par le toxoplasme. Si le systéeme immunitaire joue un role fondamental (les
formes séveres sont en régle observées dans les cas d'immunodépression acquise comme
le SIDA, ou dans les cas dimmaturité du systéme immunitaire avec les toxoplasmoses
congenitales), il n'explique pas toujours la diversité des formes cliniques rencontrées.
Ainsi, des cas de toxoplasmoses trés sévéres ont été décrits chez des sujets
immunocompétents, alors qu'en principe ne sont observées que des formes bénignes ou
pauci symptomatiques. Au cours du SIDA, seulement un tiers des patients infectés par le
toxoplasme font des réactivations toxoplasmigues. Enfin, les toxoplasmoses congénitales
présentent des degrés de gravité trés variables.

On peut donc penser que des facteurs liés a la souche pourraient expliquer la
diversité du toxoplasme. On sait qu'au niveau biologique, des différences existent entre les
souches notamment en ce qui concerne la virulence chez la souris, permetiant de les
classer en virulentes, avirulentes ou de virulence intermédiaire. On peut aussi évaluer la
diversité du toxopiasme au niveau antigénique, mais c'est la diversité génétique qui a été
la plus étudiée avec plusieurs techniques utilisables pour mettre en évidence un
polymorphisme génétique.



Nous nous proposons dans ce travail d'appliquer au toxoplasme une technique
recente dans I'étude du polymorphisme de I'ADN, iargement utilisée chez 'homme et de
nombreux eucaryotes: l'amplification par PCR (Polymerase Chain Reaction) des
microsatellites contenus dans le génome et la mesure de leur longueur sur séquenceur
automatique. Le grand polymorphisme génétique détecté par cette technique a pour but de
mieux comprendre la corrélation de certains génotypes avec la pathologie et
I'épidemiologie de la toxoplasmose, mais également d'utiliser cette technique comme outil
dans la détection d'infections mixtes naturelles et expérimentales, la détection de
contaminations de laboratoires et la responsabilité d’'une scuche dans les épidémies de

toxoplasmose.



PREMIERE PARTIE

LA DIVERSITE

DU

TOXOPLASME



I- Toxoplasme et toxoplasmose

1- Description du parasite

1-1 Morphologie
Toxoplasma gondii existe sous trois formes évolutives,
1-1-1 Tachyzoites

En microscopie optique, ils apparaissent comme des éléments arciformes de 4
a7 um de long sur 1,5 a 4 um de large. ils ont une extrémité postérieure arrondie et une
extrémité antérieure effilée. Ce sont des formes a multiplication rapide et obligatoirement
intracellulaire. Hs sont capables de pénétrer de fagon active et rapide (20 secondes)
n'importe quel type cellulaire grace & leur complexe apical.

Ce complexe apical commun a tous les Apicomplexa, situé comme son nom
indigue dans la partie apicale du parasite contient des structures (conoide, granules
denses, rhoptries, micronémes et microtubules) impliquées dans la motilité du parasite, la
reconnaissance et Finvasion de la cellule hdte ainsi que dans la constitution de la vacuole
parasitophore dans laquelle se multiplie le tachyzoite par un processus d’endodyogénie.

Ces tachyzoites s'observent pendant la phase aigué du parasitisme. Ce sont
des formes trés fragiles, peu résistantes dans le milieu extérieur.

1-1-2 Kystes tissulaires et bradyzoites

Ce sont des formes tissulaires quiescentes observées dans les infections
chroniques et persistant pendant toute la vie de I'héte.

En microscopie optique, ces Kkystes apparaissent comme des éléments
sphériques de 15 a 200 um de diameétre, dont la paroi est épaisse et réfringente (cette
derniére résulte d’'une modification de la membrane de la vacuole parasitophore).



lis renferment quelques dizaines a quelques milliers de bradyzoites serrés les
uns contre les autres. Les bradyzoites, formes a multiplication ralentie, proviennent d'une
transformation des tachyzoites par modifications ultrastructurales et acquisition de
nouveatx antigenes.

Les kystes persistent préférentiellement dans les cellules a longue durée de vie
. neurones, cellules musculaires et cellules nerveuses rétiniennes. Les kystes sont plus
résistants que les tachyzoites (une congélation a - 20°C pendant plusieurs heures diminue
Vinfectivité du kyste, une cuisson de 20 minutes a 50°C les détruit).

1-1-3 Oocystes et sporozoites

lls sont le résultat du cycle sexué entéro-épithélial chez I'héte définitif (félidés).

Aprés ingestion de kystes ou d'oocystes, les toxoplasmes libérés envahissent
les cellules épithéliales intestinales. Aprés une phase de multiplication asexuée se produit
une multiplication sexuée, grace & la différenciation d'éléments asexués en gamétes males
et femelles, aboutissant aprés fécondation a la formation d'un zygote ou oocyste. Ce
dernier est éliminé avec les féces du félidé. Il est alors non sporulé, c'est & dire non
infestant. C’est, en microscopie optique, un élément ovoide de 10 2 14 ym a paroi épaisse
contenant un sporoblaste.

La sporulation ou sporogonie se produit dans de bonnes conditions de
tempeérature et d’humidité (en 2 a 7 jours & 27°C en milieu humide) : le sporoblaste se
divise en deux, chacun se transformant en sporocyste. Puis, dans chaque sporocyste
s'individualisent 4 sporozoites. L'oocyste est alors infestant.

Les oocystes sont particulierement résistants dans le milieu extérieur, mais sont
sensibles a la dessiccation et & la chaleur (10 minutes a 50 °C). lis résistent également a
divers agents chimiques comme l'eau de Javel.



1-2 Cycle de T.gondii

Le cycle complet de T.gondii, schématisé dans la figure 1, fait intervenir un héte
définitif qui appartient & la familie des félidés, et des hétes intermédiaires qui peuvent étre
n'importe quel homéotherme (mammiféres et oiseaux).

Chez I'héte définitif se produit la multiplication sexuée dans les celiules
épithéliales intestinales avec formation d'un oocyste, élimination avec les féces et
sporulation dans le milieu extérieur.

Ces oocystes infestants sont ingérés par 'héte intermédiaire qui va développer
une infection active par l'intermédiaire de formes & multiplication rapide : les tachyzoites.
Puis de fagon concomitante a I'établissement de ia réaction immunitaire, les tachyzoites
vont se transformer en une forme a multiplication ralentie : les bradyzoites contenus dans
des kystes. Ces derniers sont localisés dans les muscies, le systéme nerveux central de
Fhote intermédiaire et persistent pendant toute la vie de I'individu.

L’héte définitif se contamine par carnivorisme en mangeant de la viande d’héte
intermédiaire contenant des kystes.

Il existe également un cycle dit incomplet uniquement entre hétes
intermédiaires, par carnivorisme, sans passer par 'hdte définitif. L'homme est un hote
intermédiaire de cette zoonose lors de son cycle domestique faisant intervenir comme
héte définitif le chat domestique et comme hétes intermédiaires moutons et porcs
essentiellement, mais aussi les rongeurs sauvages et péri-domestiques, les oiseaux, les
poulets, ies lapins, les bovins etc... If faut savoir qu'il existe également un cycle sauvage
ou 'héte définitif n'est plus le chat, mais des félidés sauvages (cougars, ocelots, lynx...).
L'homme, normalement absent des régions ou se produit ce cycle sauvage, n'y est
impliqué que de facon exceptionnelie.
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2- La diversité de la toxoplasmose humaine

2-1 Prévalence chez Phomme

Il semblerait que la séro-prévalence d’anticorps anti toxoplasmes chez 'homme
soit en nette diminution dans les pays développés.

Dans une étude menée en 1962 chez des recrues de 'armée américaine, la
séro-prévalence etait de 14,4%, alors qu'elle n'est plus que de 9,5% en 1989 chez ces
jeunes recrues militaires (Smith et coll. 1996).

De méme, en France, le taux d'immunité vis & vis de ia toxoplasmose chez les
femmes enceintes a diminué (54,3% en 1995) depuis la fin des années 60 (Ancelle et coll.
1996). Cette prevalence en France présente des disparités régionales trés marquées : cela
va de 37,9% dans le Limousin a 68,3% dans I'Aquitaine (Ancelie et coll. 19986).

Cette disparite se retrouve également entre ies différents pays. En Europe, Ia
France fait partie avec la Pologne des zones de plus forte prévalence, alors que la Grande
Bretagne ou la Norvege sont des zones de trés faible prévalence (Dupouy-Camet et coil,
1983). De méme, au sein du continent américain, des différences importantes existent :
FAmerique du nord présente des prévalences trés faibles (<25% pour les USA), alors
qu'en Ameérique du sud, les prévalences sont élevées, allant de 30 & 80% {Dupouy-Camet
et coll. 1993).

2-2 Modes de contamination

il existe deux modes majeurs de contamination pour 'homme : soit a partir des
kystes tissulaires contenus dans la viande, soit a partir des oocystes émis avec les féces
des félidés.

Les facteurs de risque réels de contamination ont été évalués en France par
Baril et coll. (1996) chez des femmes enceintes non immunisées contre la toxoplasmose,
qui ont présenté une séroconversion pendant 'étude. Un questionnaire détaillé remis a
chaque femme enceinte a permis d’identifier ces facteurs de risque.



La contamination a partir de kystes contenus dans la viande est le mode
principal de contamination dans les pays a haut niveau de vie. La consommation de viande
de mouton et de porc¢ insuffisamment cuite a le rfle le plus important dans la survenue
d’'une séroconversion en France. C'est le mouton, consommé peu cuit en France, qui est le

plus souvent responsable.

La séro-prévalence chez I'animal varie 1a aussi selon les pays, voire les régions,

mais aussi en fonction de I'espéce animale.

Chez le mouton, de trés nombreuses enquétes de séro-prévalence ont été
menées dans le monde, car la toxoplasmose représente la premiére cause d’avortement
chez les ovins (Owen et Trees 1999). A titre d'exemple, la séro-prévalence ovine a été
estimée en Limousin & 38% (Nicolas et Pestre-Alexandre 1993).

Chez le porc domestique, de nombreuses études de séro-prévalence ont été
réalisées aux USA étant donnée I'importance de cet animal dans la contamination humaine
dans ce pays : 47,4% dans des fermes de Nouvelle-Angleterre (Gambie et coll. 1999),
22,2% dans un abattoir de Flowa (Dubey et coll. 1995).

Chez la volaille, notamment chez le poulet, les enquétes sont rares. Devada et
coll. (1998) ont trouvé une séroprévalence de 39,5% chez 185 poulets lors d'une étude en
Inde.

Enfin, chez les bovins, les enquétes sérologiques montrent souvent un taux
faible de positivité. De plus, les kystes sont éliminés assez rapidement par 'animal (Nicolas
et Pestre-Alexandre 1993), expliquant la rareté d'isolement de souches chez ces animaux
et 'implication certainement faible de la viande de boeuf dans la contamination humaine.

Les différences de prévalence humaine entre divers pays peuvent s'expliquer
par les habitudes alimentaires. Ainsi, le fait de consommer la viande peu cuite en France et
trés cuite en Angleterre explique a lui seul les differences de prévalence entre les deux
pays (Dupouy-Camet et coll. 1993). Le réle du mouton dans la transmission de la
toxoplasmose a I'homme, contrairement en France, est minime aux USA car les
américains en consomment peu. Chez ces derniers, c'est surtout la viande de porc,
abondamment consommée, qui est incriminée.



On pense egalement que la diminution nette de ia prévalence observée en
France et aux USA depuis les années 60 est due en partie & la consommation plus
importante de viande congeiée qui diminue l'infectivité des kystes.

Chez le chat, la séro-prévalence est plus forte chez ceux vivant en dehors du
foyer que chez les chats domestiques. Elle est en moyenne de 58,5% en France (Nicolas
et Pestre-Alexandre 1993). Le rdle direct du chat domestique a partir du pelage ou de Ia
litiére en France est minime du fait essentiellement d'une bonne information des
proprietaires (Baril et coll. 1996) qui, de plus, ne leur donnent pratiquement que de la
nourriture industrielle en boite. En revanche, le rdle indirect des félidés qui vivent 3
'extérieur du foyer par 'émission d'oocystes dans leur féces qui souillent le sol, les
légumes ou les fruits, représente le mode principal de contamination dans les pays a bas
niveau d’hygiene. En France, Baril et coll. (1996) ont montré une corrélation significative
entre le niveau d’hygiéne lors de la préparation de repas (lavage des mains, des ustensiles
de cuisine et des crudités) et la survenue de séroconversions chez les femmes enceintes.

2-3 Epidémies de toxoplasmoses

La toxoplasmose humaine survient la plupart du temps sous forme de cas
isolés. C'est du moins ce que 'on constate dans les formes cliniquement exprimées ot le
diagnostic de toxoplasmose peut étre posé. L'abondance des formes asymptomatiques
non diagnostiquées dans cette maladie par rapport aux formes cliniques, ainsi que le mode
de contamination de la toxoplasmose laisse supposer que des épidémies de toxoplasmose
peuvent survenir plus fréquemment que 'on ne pense.

Des études ont montré l'existence de véritables épidémies contractées soit a
partir de 'ingestion par quelgues individus de viande contaminée insuffisamment cuite, soit
& partir d'eau de boisson souillée par des oocystes présents dans des féces de félidés
infectés pouvant donner lieu & une épidémie touchant un trés grand nombre de personnes.
Chaque fois, les épidémies sont révélées grace a I'existence de formes cliniques au sein
de ces épidémies.
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il existe peu d’articles faisant état d'épidémies de toxoplasmose par ingestion de
viande contaminée. Le plus récent est celui de Choi et coll. (1997) qui relate d’'une part
Fapparition de choriorétinite unilatérale chez 3 individus immunocompétents en Corée, un
mois aprés avoir mangé ensemble du foie et de la rate crus d’'un sanglier qu'ils venaient de
chasser. D'autre part, les auteurs décrivent 'apparition de lymphadénopathies chez cing
jeunes militaires immunocompétents, toujours en Corée, une semaine aprés avoir mangé
ensemble viande et viscéres crus de porc domestique. il est intéressant de noter que les
patients ont développé des symptdmes identiques dans chacune des deux épidémies
(choriorétinite pour ia premiére, lymphadénopathies pour la deuxiéme).

Des épidémies de toxoplasmose liées a l'ingestion d'eau de boisson ont été
rapportées. Le plus souvent, il s’agit de contamination d’'un petit nombre de personnes
ayant bu de I'eau de source en forét tropicale. Ainsi Benenson et coll. (1982) décrivent 31
cas confirmés sérologiquement de toxoplasmose aigué acquise chez des militaires
américains en exercice autour du canal de Panama. Debord et coll. (1996) rapportent 4
cas de toxoplasmoses sévéres chez des militaires frangais en opération dans la forét de la
Guyane Frangaise. Dans les deux cas, c'est 'eau de source, pourtant chimiguement
desinfectée, contaminée par des féces de félidés sauvages (ocelots et jaguars) contenant
des oocystes qui est probablement & 'origine de l'infection.

Mais la plus importante des épidémies par le nombre d'individus infectés (et la
plus inquiétante car mettant en cause I'eau de boisson municipale) est celle rapportée par
Bowie et coll. (1997) dans la région de Victoria en Colombie britannique (Canada) entre
octobre 1994 et mai 1995 : 100 cas de toxoplasmoses aigués symptomatiques acquises en
rapport avec I'épidémie ont été prouvés sérologiquement chez des sujets habitant la région
en cause. Paralielement, un grand programme de dépistage chez 3812 femmes enceintes
résidant dans la région de Victoria a permis de retrouver chez ces femmes 36 cas de
toxoplasmose aigué acquise pendant I'épidémie. Une étroite association a été montrée
entre ces infections aigués et la résidence dans laire de distribution d'un réservoir
fournissant I'eau de boisson municipale dans la région de Victoria. Ce réservoir a l'origine
de cette grande épidémie (estimée, en se basant sur le taux d'infection des 3812 femmes
enceintes dépistées, a un nombre compris entre 2894 et 7718 individus infectés sur un
total de 321 585 habitants dans la region de Victoria) utilisait une eau de surface qui était
traitée uniquement par chloramination sans filtration.
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L’hypothése retenue est une souillure de cette eau par des oocystes (non
détruits par la chloramination) présents dans les selles de chats domestiques, voire de
cougars présents dans la région.

Burnett et coll. (1998) ont montré que la souche de toxoplasme & Porigine de
Fépidéemie avait un tropisme oculaire remarquable, puisque sur les 100 patients avec
toxoplasmose aigué sérologiquement prouvée acquise pendant 'épidémie, 20 ont présenté
une choriorétinite et avec des taux d’anticorps beaucoup plus élevés que ceux obtenus
habituellement chez des patients ayant une toxoplasmose aigué acquise aux USA ou au
Canada.

2-4 Manifestations cliniques chez ’lhomme

2-4-1 Toxoplasmose acquise du sujet immunocompétent

La grande majorité des cas (plus de 80%) correspond & des formes purement
asymptomatiques. Le diagnostic n'est possible que sérologiquement. Les anticorps
détectés traduisent la présence de kystes tissulaires (dans les muscles et le cerveau en
particulier) parfaitement tolérés. Ces kystes sont dits latents sur le plan clinique : ils
persistent ainsi toute la vie de Pindividu, mais peuvent en cas d'immunodépression sévére
se réactiver et entrainer alors une toxoplasmose cliniquement apparente.

Les formes symptomatiques peuvent revétir deux formes :

- La plus fréquente est la lymphadénopathie toxoplasmique
bénigne. Elle se manifeste volontiers chez I'enfant ou I'adulte jeune par des adénopathies
de 1 a 3 cm de diamétre, peu nombreuses, fermes, mobiles a |a palpation et de localisation
typiquement cervico-occipitales. Sont associés fievre, asthénie et au point de vue
biclogique un syndrome mononucléosique. L'évolution bien que favorable est souvent
prolongée avec persistance des adénopathies et de 'asthénie pendant plusieurs semaines
voire plusieurs mois. Le diagnostic différentiel peut se poser avec les autres étiologies de
syndrome mononuciéosique, mais également si le malade est vu tardivement (disparition
des IgM anti toxoplasmes) avec des adénopathies persistantes pouvant évoquer un
lymphome. Dans ce dernier cas, ¢’'est la biopsie ganglionnaire qui permet de trancher,
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Cest a partir de la biopsie ganglionnaire que on peut isoler des souches
responsables de lymphadénopathies toxoplasmiques.

- De fagon exceptionnelle, des toxoplasmoses acquises sévéres
peuvent étre observées chez des sujets parfaitement immunocompétents. Dardé et coll.
(1998) décrivent un cas de toxoplasmose puimonaire avec syndrome infectieux séveére
chez un militaire de 35 ans aprés avoir bu de I'eau désinfectée seulement chimiquement
lors d'un séjour de 4 mois dans la forét profonde de la Guyane frangaise. La souche
responsable a été isolée a partir du liquide de lavage broncho-alvéolaire : il s'agit de lisolat
RUB. Bossi et coll. (1998) relatent quant a eux un cas de toxoplasmose disséminée
associé a un syndrome de Guillain-Barré chez un jeune homme de 21 ans aprés avoir
mangé de la viande insuffisamment cuite de phacochére et de biche pendant un séjour
touristique de 3 jours dans la forét guyanaise frangaise. La souche isolée du sang du
patient est l'isolat VAND.

Ces deux cas atypiques nous intéressent particuliérement sur le plan génétique,
du fait de leur présentation clinique particuliére et de leur épidémiologie faisant intervenir
un cycle sauvage de la toxoplasmose et non un cycle domestique (les deux étant liés :
c'est la faible adaptation & 'homme de ces souches entretenues dans un cycle sauvage
qui est vraisemblablement a l'origine de la sévérité de la toxoplasmose).

2-4-2 Toxoplasmose du sujet immunodéprimé
Depuis les années 80, du fait de I'essor des transplantations et surtout de la
pandémie de SIDA, les toxoplasmoses de 'immunodéprimé ont acquis un regain d'intérét.

I'origine de la toxoplasmose est soit une primo-infection soit une réactivation de kystes
préexistants.
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La toxoplasmose cérébrale est forme la plus fréguente, notamment au cours
du SIDA. Les tableaux neurologiques peuvent étre variés :

° forme abcédée pseudo-tumorale, de début souvent brutal, avec
des signes déficitaires variés (hémiplégie, aphasie, atteinte de plusieurs nerfs craniens,
convuisions), troubles de la conscience avec fievre,

° méningo-encéphalite diffuse sans signes de focalisation, d’allure
subaigué avec troubles de la vigilance, céphalées.

. fievre isolée.

La tomodensitométrie (TDM) est examen essentiel pour le diagnostic (lésions
hypodenses, arrondies, homogénes entourées d'une zone d'oedéme péri-lésionnelie
siégeant surtout dans les noyaux gris centraux). L'IRM sert & dépister des lésions non
decelées au TDM. Le diagnostic reste difficile, seule la biopsie cérébrale, aux indications
trés limitées, montrant les tachyzoites au sein des zones de nécrose pourrait établir avec
certitude le diagnostic de toxoplasmose cérébrale.

Des toxoplasmoses extra-cérébrales peuvent survenir : toxoplasmoses
pulmonaires associées ou non a une atteinte cérébrale, mais aussi oculaires
(choriorétinite), du pancréas, du myocarde. On peut égaiement rencontrer une forme
septicémique de trés mauvais pronostic avec état de choc et défaillance multiviscérale : la
toxoplasmose disséminée.

Le SIDA est la premiére cause de toxoplasmose cérébrale. Cette derniére est la
premieére cause d'atteintes neurologiques au cours du SIDA. En dehors des patients ne se
sachant pas séropositifs pour le VIH et pour lesquels la toxoplasmose cérébrale est
inaugurale du SIDA, la non-observance de la prophylaxie quand les T CD4 sont inférieurs
& 200 par mm’, représente la principale circonstance de survenue de toxoplasmose
cérebrale (Bourdillon et coll. 1996). Le pronostic de la toxoplasmose est mauvais au cours
du SIDA, malgré le traitement (décés dans 80% des cas a 6 mois).
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Si la toxoplasmose cérébrale est la forme la plus fréquemment rencontrée au
cours du SIDA, des cas de formes disséminées ou extra-cérébrales peuvent étre
observées notamment oculaires, mais aussi pulmonaires comme celles décrites par
Rabaud et coll. (1999). Les auteurs rapportent deux cas, survenus simultanément, de
toxoplasmoses pulmonaires chez les deux membres d’un couple de patients hétérosexuels
infectés par une méme souche de VIH. Les deux isolats de T.gondii obtenus a partir du
liquide de lavage broncho-alvéolaire des deux patients sont MAN-NJA pour le mari et LEG-
NJA pour son épouse

Lors de greffe de moelie osseuse chez un receveur séropositif pour T.gondii, un
risque de toxoplasmose grave (dissémineée avec atteintes cérébrales) existe le plus
souvent par reactivation des kystes présenis chez le receveur. Au cours des
transplantations d’'organes, le risque de réactivation semble moindre comparé aux greffes
de moelle : il s’agit le pius souvent d'une contamination du receveur séronégatif pour
T.gondii par des kystes présents dans le greffon. Le risque de toxoplasmose, le plus
souvent disséminée, survient surtout lors de greffes cardiaques, rarement lors de greffes
renales. Lors de lymphomes malins hodgkiniens ou non hodgkiniens, surtout en cours de
chimiothérapie aplasiante, des toxoplasmoses graves peuvent survenir mais assez
rarement.

2-4-3 Toxoplasmose congénitale

En France, le taux global de séroconversions toxoplasmigues est de 4 a 5 pour
1000 grossesses pour une durée d'exposition de 9 mois (Carme et Tirard-Fleury 1996), la
fréquence de la toxoplasmose congénitale est de 2 pour 1000 naissances (Fortier et Ajana
1993).

by

La transmission a l'enfant se fait par lintermédiaire des tachyzoites qui
franchissent ia barriére placentaire, aprés Pavoir colonisée, lors d'une primo-infection
maternelle survenue classiquement pendant la grossesse, exceptionnellement avant.

Une immunodépression peut réactiver des kystes et entrainer une infection
active chez une femme enceinte séropositive pour T. gondii, avec risque de transmission

foetale.
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On peut repartir les formes cliniqgues de ia toxoplasmose congénitale en 2
groupes ;

2-4-3-1 Formes graves

Elles sont devenues rares en France de nos jours ol elies ne représentent plus
que 5% des toxoplasmoses congénitales (Couvreur 1999).

La contamination foetale précoce peut aboutir &2 la mort in utero, a
Faccouchement prématuré ou a terme d’'un enfant présentant le tableau de toxoplasmose
polyviscérale nécrotico-hémorragique mortelie (Fortier et Ajana 1993).

Des contaminations foetales moins précoces peuvent donner des atteintes
neuro-oculaires avec comitialité, méningo-encéphalite, hydrocéphalie ou plus rarement
microcéphalie, trouble du tonus et choriorétinite pouvant étre associés a une
microphtalmie. L’évoiution de ces formes est souvent péjorative avec retard psychomoteur
et séquelles graves (Fortier et Ajana 1993).

2-4-3-2 Formes bénignes et asymptomatiques

Les formes asymptomatiques (85% selon Wong et Remington 1984) sont a
traduction uniquement sérologiques & la naissance, mais la surveillance clinique s'impose
pendant des années, car des choriorétinites peuvent se révéler & la puberté ou a V'age
adulte.

Les formes bénignes ou monosymptomatiques (10%) sont caractérisées par
une atteinte neuro-ophtalmologique cicatricielle sous forme de calcifications
intracréniennes ou de choriorétinite, cette derniére découverte a la naissance ou le plus
souvent dans les mois qui suivent par un fond d’'oeil systématique {Fortier et Ajana 1993).

Les atteintes foetales sont plus graves quand elles surviennent en début de
grossesse. On estime qu'aprés la 26éme semaine, le risque de foetopathie patente devient
frés rare {Couvreur 1999). En revanche, le risque de contamination foetale, en cas
d'infection maternelle, augmente avec le stade de la grossesse : sans traitement, ce risque
est de 10 a 15% lorsque l'infection maternelle se situe au premier trimesire, 30% pour le
second trimestre, et 60% et plus pour le troisiéme trimestre (Wong et Remington 1994).
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3- La diversité biologique

Les différents isolats de toxoplasmes n'ont pas un comportement identique vis a
vis de la souris. La virulence d’'un isolat pour la souris répond & des critéres biologiques
bien définis. Si on inocule des tachyzoites par voie intrapéritonéale & des souris, trois types
de comportement peuvent étre observes :

la  majorité des isolats entrainent une toxoplasmose chronique
asymptomatique, objectivée par la présence de kystes dans le cerveau ou les muscles des
souris. Ce sont des isolats avirulents pour la souris.

les autres isolats peuvent tuer les souris, mais on peut séparer deux groupes :

. Le premier groupe de virulence dite intermédiaire entraine une
toxoplasmose subaigué. Une partie des souris meurt vers le 13-15éme jour, celies qui
survivent meurent la plupart du temps d'encéphalite vers 3 a 6 mois.

. Le deuxiéme groupe est capable de tuer toutes les souris en
moins de 10 jours avec un inoculum trés faible (moins de 10 tachyzoites). Ce sont des
isolats hautement virulents pour la souris. lis y déterminent une toxoplasmose aigué.

Ces isolats hautement virulents pour la souris se distinguent également des
autres isolats par une absence d’oocystogénése chez le chat et par une multiplication plus
rapide en culture cellulaire.

4- La diversité antigénique

4-1 Antigénes somatiques de T. gondii

Plus de milie antigénes ont été observés par électrophorése bidimensionnelie,
aprés marquage métabolique du parasite (Fortier et Dubremetz 1993). Parmi ceux ci,
guelques uns ont été caractérisés.
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4-1-1 Antigénes de surface

lls ont un réle dans l'attachement et linvasion. Cing antigénes majeurs de
surface codeés par les génes SAG (1 a 5) ont été caractérisés. Parmi eux 'antigéne P30 ou
SAG1 codé par le géne SAGT qui représente 5% des protéines du toxoplasme et
I'antigene P22 ou SAG2 codé par le géne SAG2 sont trés immunogénes (antigénes utilisés
dans le diagnostic sérologique).

4-1-2 Complexe apical

+ Rhoptries

lils ont un rble dans I'invasion. Huit antigénes ont été caractérisés codés par les génes
ROP (1 a 8) dont celui codé par le géne ROP 1.

¢ Micronémes

lis ont un réle dans ia reconnaissance et I'attachement. Trois antigénes ont été décrits,
codés par les génes MIC (1 a 3).

e Granules denses

lls ont un réle dans la maturation de la vacuole parasitophore et libérent leur contenu aprés
Finvasion. Huit antigénes ont été deécrits, codés par les génes GRA (1 a 8) dont celui codé
par GRA 4.

4-1-3 Enzymes

Les principales enzymes étudiées chez T. gondii sont I'uracyl phosphoribosy!
transférase codée par le géne UPRT, la lactate déshydrogénase codée par le géne LDH,
FADN polymérase codée par le géne POL et la nucléoside triphosphatase codée par le
géne NTP. Cette derniére est présente en trés grande quantité dans le cytosol et
représente 5% des protéines totales (Fortier et Dubremetz 1993). Cette enzyme est
sécrétée par T. gondii dans la vacuole parasitophore aprés invasion de la cellule hote (Asai
et coll. 1995).
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4-1-4 Autres protéines

I s'agit pour les principales de protéines internes comme lactine, la
calmoduline, la tubuline et la myosine ou de protéines de stress (Heat Shock Protein de 70
kDa).

4-2 Mise en évidence d’une diversité antigénique

l.es premiers & démontrer la présence de variations dans les déterminants
antigénigues majeurs de 3 souches différentes de T.gondii furent Ware et Kasper (1987).
Ces derniers ont montré que des anticorps monoclonaux initialement dirigés contre
antigéne P22 de toxoplasmes de la souche RH pour les tuer en présence de complément,
ne tuent pas les toxoplasmes des souches C et P dans les mémes conditions. De méme
aprés immunoblot IgM de ces 3 souches, les auteurs ont montré qu'il existait une forte
réponse IgM anti P30 avec les antisérums correspondant aux souches P et C, alors que
cette réponse IgM anti P30 était négative avec 'antisérum obtenu avec RH.

Mais c'est 'utilisation des anticorps monoclonaux spécifiques d’'un seul épitope
qui a permis de déceler des différences antigéniques entre les souches.

On peut, avec des anticorps monoclonaux, différencier les isolats en deux
groupes : les virulents et les avirulents pour la souris.

. Bohne et coll. (1993) ont élaboré un anticorps monocional
désigné Mab TB6G5 reconnaissant un antigéne de 27 kiloDaltons d'origine cytoplasmique
produit par les bradyzoites et les tachyzoites de 8 isolats avirulents pour la souris. En
revanche, aucune réactivité n'a été observée avec 2 souches de référence virulentes pour
la souris : RH et BK.

) De méme, Meisel et coll. (1996) ont montre a partir de sept
isolats (3 virulents pour ia souris et 4 avirulents) qu'i existait deux formes antigéniquement
différentes de GRA4 : Fanticorps Mab Tx34.31 ne réagit, aprés western-blot sur lysats de
toxoplasmes, qu'avec les antigénes GRA4 des isolats virulents pour la souris.
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D'autres auteurs ont montré qu'il existait 3 grands groupes d'isolats en
fonction de leur viruience chez la souris et de leur réactivité avec d’autres anticorps

monoclonaux :

. Parmley et coll. (1994), a partir de 25 souches de T.gondii (4
virulentes et 21 avirulentes pour la souris), ont réalisé des immunoblots avec 4 anticorps
monoclonaux dirigés contre des épitopes différents de I'antigéne majeur de surface P22.
En fonction des résulitats, 3 groupes sont individualisés ;

> 1 groupe de 4 souches virulentes reconnues par les 4 anticorps

» 1 groupe de 8 souches avirulentes reconnues également par les 4 anticorps

> 1 groupe de 13 souches avirulentes non reconnues par les 4 anticorps
monoclonaux, mais reconnus par un anticorps polyclonal anti P22 (suggérant une forme
modifiée de Fantigene P22 dans ce groupe).

. Jensen et coll. (1998) ont élaboré 4 anticorps monoclonaux a
partir de l'isolat danois SSI 119 qui donc reconnaissent cet isolat, mais dont aucun ne
reconnait la souche RH. En combinant les réactivités de ces 4 anticorps monoclonaux
avec 6 isolats (dont 2 virulents pour la souris), on observe également 3 groupes
principaux.

5- La diversité génétique

5-1 Génome de T.gondii

Le génome de T.gondii est haploide chez les hétes intermédiaires, aux stades
tachyzoites et bradyzoites. La multiplication est uniquement asexuée par mitoses. Dans
les cellules epithéliales intestinales de I'ndte définitif (félidés), se produit une multiplication
sexuée génératrice d’oocystes diploides. Aprés excrétion avec les féces dans le milieu
exterieur, il se produit une méiose réductionnelle lors de la sporulation, qui aboutit & la
formation de 8 sporozoites haploides.

20



Par électrophorése en champ pulsé, Sibley et Boothroyd (1992b) ont réussi &
construire un caryotype moléculaire & partir de tachyzoites de T.gondii. Si le nombre exact
de chromosomes n'est pas connu, ces auteurs ont réussi a individualiser au moins 10
chromosomes dont la taille varie de 2 Mb jusqu’a plus de 6 Mb.

Le toxoplasme posséde trois types d’ADN :

o Un ADN nucleaire estimé par cytofluorométrie & 80Mb.

o Un ADN mitochondrial circulaire, formé de 36 000 paires de
bases (Fortier et Dubremetz 19983).

. Un ADN contenu dans un plastide, organite acquis par
endosymbiose secondaire d’'une algue verte, spécifique des Apicomplexa : I'apicoplaste.
La fonction de l'apicoplaste demeure inconnue. Son génome est constitué par de FADN
circulaire de 35Kb (34 944 pb exactement, numéro d’accession GenBank® U87145). Le
blocage de la réplication de son ADN par des inhibiteurs des ADN gyrases procaryotes,
comme les fluoroquinolones, est létal pour T.gondii (Fichera et Roos 1997).

5-1-1 Génes

Les séquences de nombreux génes dont la fonction codante est connue ou
inconnue, a copie unigue ou multiple ont été caractérisées et répertoriées dans GenBank®.

La localisation de certains de ces génes sur les différents chromosomes a été
possible par hybridation avec des sondes spécifiques de ces génes sur les chromosomes
séparés par électrophorése en champ pulsé (Sibley et Boothroyd 1992b). Parmi les génes
séquencés, certains, répertoriés dans le tableau 1, ont un polymorphisme allélique utilisé
pour apprécier la diversité genétique de T.gondii.
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Nom | Fonction codante ‘ Copie !Ch T Référence
SAG 1 Antigene majeur de unique § VIl Burg et coll. (1988)

surface P30 (SAG1)

SAG2 Antigéne majeur de unique | Vi Prince et coll. (1990)
surface P22 (SAG2)
ROP 1 1 Antigéne de rhoptrie P60 § unique § Vit Ossorio et coll. (1992)
GRA 4 Antigéne de granuies unique § ? Mevelec et coll. (1992)
denses P40
NTP Nucléoside unique § ? Asai et coll. (1995)

triphosphatase { et !l
TUB2 Sous unité p de la unique § IX Nagel et Boothroyd (1988)
tubuline (béta-tubuline)

POL 1 } ADN Polymérase alpha { unique | ? Binas et Johnson (1998)

marqueurs géneétiques selectionnés par des sondes d'’ADN

Ch : chromosome

Tableau 1 : loci utilisés pour le typage génétique de T.gondii.

Deux génes nous ont plus particulierement intéressés, car leur séquence
contenait des microsatellites : il s'agit du géne codant pour la béta-tubuline et celui codant

pour la myosine A.
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Les genes codant pour 'alpha-tubuline (TUB 1) et la béta-tubuline (TUB 2) de T.
gondii ont éteé séquencés et caractérisés par Nagel et Boothroyd (1988). Il n'y a qu'une
seule copie de TUB 1 et de TUBZ2 dans tout le génome du toxoplasme. Toxoplasma gondii
est le seul, parmi les organismes dont les génes de la tubuline ont été étudiés, qui ait une
copie unique des génes codant pour la sous-unité alpha et pour la sous-unité béta. Ces
deux genes contiennent de multiples introns (ou séquences non codantes), ce qui est
également assez inhabitue! dans les génes des protozoaires parasites. Le géne de la béta-
tubuline contient 4 exons et 3 introns. Les deux sous-unités de la tubuline, Pu—tubuiine et ia
B-tubuline, en copolymérisant forment les microtubules. Ces microtubules sont retrouvés
dans les centrioles, les fuseaux mitotiques et méiotiques, le cytosquelette, les flagelles des
gamétes males et peut étre dans le conoide de T. gondii (Nagel et Boothroyd 1988). Iis ont
un réle dans le transport et la sécrétion intracellulaires, 'architecture cellulaire et la motilité
du parasite (Nagel et Boothroyd 1988).

Il existe 4 types de myosine exprimées par T.gondii, chaque type étant codé par
un gene différent. 1l s'agit pour les trois premiers des myosines A, B et C (respectivement
TgM-A, TgM-B et TgM-C) dont les génes ont été séquencés par Heintzelman et
Schwartzman (1997). Une quatriéme myosine dite myosine D (TgM-D) dont le géne a été
récemment séquencé et soumis dans GenBank® par C. Hettmann, Heidelberg, Allemagne.
Le géne codant pour la myosine A contient deux introns et 3 exons. Parmi les différents
types de myosine retrouvés chez T. gondii, la myosine A ou TgM-A est la plus étudiée.
C'est la seule qui soit abondamment exprimée dans les tachyzoites de 7. gondii
(Dobrowolski et coll. 1997). Les études d'immunolocalisation indiquent que la TgM-A est
concentrée a l'extrémité apicale du parasite (Heintzelman et Schwartzman 1999). Le role
de la TgM-A serait de potentialiser les mouvements de glissement, processus essentie! de
I'invasion cellulaire par T.gondii (Dobrowolski et coll. 1997).
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5-1-2 Expressed Sequence Tags (EST)

L'avancée la plus spectaculaire et la plus précieuse dans la connaissance du
génome du toxoplasme a été réalisée grace aux Expressed Sequence Tags ou EST. Le
principe est de disposer de nombreuses séquences d’ADN courtes obtenues & partir de
FARN messager du parasite, il s'agit donc uniquement, comme le nom lindique, de

séguences exprimées.

Les premiers EST toxoplasmiques ont été réalisés a partir des tachyzoites de la
souche RH (Wan et coll. 1996). L'ARNm est d'abord isolé, puis purifié & partir d’une culture
cellulaire de tachyzoites et transformé en ADNc. Cet ADNc est ensuite cloné. Ces clones
d’ADNc sont rassembiés au sein d’'une banque. Des séquences d’ADNc sont amplifiées
par PCR a partr de clones sélectionnés au hasard, puis séquencées semi-
automatiquement (tous les clones ne sont pas séquencgables).

Ajioka et coll. (1998) ont ainsi analysé quelques 7400 EST a partir de
tachyzoites de la souche RH virulente pour la souris. Manger et coll. (1998) ont analysé,
selon le méme procédé, environ 2500 EST supplémentaires, mais & partir de bradyzoites
contenus dans des kystes de la souche ME 49 avirulente pour la souris. Tous ces EST
sont rassemblés au sein des dbEST de GenBank®, avec pour chague EST un numéro
d'accession GenBank® particulier.

L'interét de ces EST, outre de disposer trés facilement dinnombrables
séquences d'ADN du toxoplasme, est que I'on peut tenter de leur attribuer des fonctions. i
suffit, grace au Basic Local Alignment Search Tool ou BLAST (Altschul et coll. 1990), de
comparer leurs séquences nucléotidiques ou leur traduction en acides aminés avec celles
de génes dont [a fonction est connue ou de protéines correspondantes d’autres
organismes (Ajioka 1998). On a pu ainsi imputer des fonctions a plus de 500 EST dans la
transcription, traduction, sécrétion de protéines, transduction de signaux, 'organisation du
cytosquelette ou encore le métabolisme de 7. gondii (Ajioka et coll. 1998). De la méme
fagon, on a pu identifier des séquences chez T. gondii retrouvées uniquement chez les
Apicomplexa et donc spécifiques de ce phylum (Ajioka et coll. 1998). Cependant, la grande
majorité des EST de T. gondii correspondent a des génes dont la fonction est inconnue.
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§5-2 Le typage génétique de T. gondii : méthodes et résuitats

5-2-1 Analyse isoenzymatique

Largement utilisée pour typer de nombreux protozoaires, lanalyse
isoenzymatique reléve stricto sensu du phénotypage et non du génotypage, mais on peut
la considérer comme étant une approche indirecte du génome.

Le typage des isolats de toxoplasmes fut réalisé successivement grace a
plusieurs études (Dardé et coll. 1988a, 1992; Dardé 1996, 1997; Bossi et coll.1998) avec
pour principe de comparer les profils de migration en électrophorése d’enzymes provenant
de tachyzoites d'isolats de 7. gondii. La technique utilisée est I'isoélectrofocalisation sur
gels de polyacrylamide ultra-minces sauf pour la propionyl estérase dont
Fisoélectrofocalisation fut faite sur gel d’agarose pour améliorer la résolution des bandes.

Parmi les systemes enzymatiques étudiés, seulement 6 montrérent des profils
électrophorétiques ou profils isoenzymatiques différents en fonction des isolats (différences
caractérisées par le nombre de bandes et/ou la valeur du point isoélectrique correspondant
a ces bandes). |l s'agit de I'aspartate amino transférase (ASAT), la glutathione réductase
(GSR), la glucose phosphate isomérase (GPI), 'amylase (AMY), la phosphatase acide
(ACP) et la propiony! estérase (PE).

Pour chague enzyme, deux ou trois profils électrophorétiques ou types
isoenzymatiques sont observés (I, #f ou Il). En combinant ies différents profils
isoenzymatiques obtenus avec ces 6 enzymes, les 86 isolats typés par Dardé ML dans le
laboratoire de Parasitologie du CHU Dupuytren a Limoges, peuvent étre classés en 12
groupes distincts ou zymodemes (Z) . Z1, Z2, Z3, Z4 et les zymodémes 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11 et 12 qui sont constitués d'isolats uniques, comme on peut le voir dans le tableau 2.

La grande majorité des isolats typés peuvent étre classés en trois groupes
principaux : un groupe de zymodéme 1, un groupe qui rassemble les zymodémes proches
2 et 4, et un dernier groupe correspondant au zymodéeme 3. Le zymodéme 1 est tres
homogéne. il ne regroupe que des isolats virulents pour la souris et est caractérisé par un
type | dans chacun des six systémes enzymatiques.
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Les zymodemes 4 et 8 sont en fait trés proches du zymodéme 2, car ils ne
different de ce dernier que par un seul systéme enzymatique (GPI). De méme, le
zymodeme 6 avec le zymodeme 3. Les zymodémes 9,10 et 11 se singularisent par un type
lil pour ACP.

21| 22 124|123} Z5 | Z6 27 Z8 29 Z10 | Z11 | Z12

ASAT (L] B JIH | I i Il I ] i il H Il

GSR 1| n{Hji } i | I I ! I |

GP! Pyob Pl I | H i i i H !

AMY (1L 1 1 i i i | i | I I

ACP Lt Ly i i I I i H il |

PE (N I O I ! | I I I i I

Nombre [19{ 37 | 8 | 14 1 1 1 1 1 1 1 1
d'isolats MAS | RUB | CAST | TONT [ SS1119! P89 | P80 | VAND

Tableau 2 ; association des différents types ispenzymatiques de 6 systémes enzymatiques
en 12 zymodemes dans une population de 86 isolats.

5-2-2 RFLP et PCR-RFLP

Le principe général d'une PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction
Fragment Lenght Polymorphism) est, aprés extraction de I'ADN, d’amplifier par PCR un
locus déterminé grace & un couple d’'amorces encadrant le locus en question. Ensuite,
FADN amplifié est digéré par diverses enzymes de restriction. En fonction de la présence
ou non d’'un site de restriction sur '’ADN amplifi@ pour I'une ou l'autre de ces enzymes, on
aura coupure ou non en fragments de longueurs différentes. Ce polymorphisme de
longueur des fragments de restriction est apprécié aprés électrophorése sur gel d’agarose
ou par Southern blot. Pour ce qui est de la RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism), le principe est le méme, sauf que 'on part de TADN génomique fotal sans
PCR préalabie.

Ces techniques étaient les plus utilisées, jusqu'a présent, pour apprécier le
polymorphisme de FADN. On peut utiliser des loci a copies uniques ou a copies multiples.

Le polymorphisme attendu dans le premier cas est faible, élevé dans le second.
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5-2-2-1 Sur loci a copies unigues

En ce qui concerne le toxoplasme, les premiers a utiliser cette technique pour
typer des isolats furent Sibley et Boothroyd (1992a) :

) Par PCR-RFLP sur foci & copie unique, ils étudiérent les profils
de restriction de 28 isolats de toxoplasmes en utilisant les loci SAG7 et 850, aprés PCR,
digestion par 3 enzymes de restriction et analyse par Southern-blot grace a des sondes
Issues respectivement du locus SAGT et 850. Dans les deux cas, quel que soit le site de
restriction, le polymorphisme est bialiélique.

Avec SAG1, l'alléle de type 1 est caractéristique des isolats virulents, celui de
type 2 n'est retrouvé que chez les isolats avirulents pour la souris.

En revanche, pour le locus 850, si aliele de type 2 n'est retrouvé que chez les
isolats avirulents, l'alléle de type 1 est rencontré aussi bien chez des isolats avirulents que
virulents pour la souris.

En combinant les génotypes obtenus avec SAG7T et 850, on pouvait classer
également les 28 isolats en trois groupes principaux (bien que les auteurs ne l'aient pas
fait).

» Les auteurs ont aussi réalisé une RFLP sur FADN génomique
total sans PCR préalable, et ce, sur 11 isolats. lls ont étudié, en plus des loci SAGT et 850,
7 loci a copie unique génétiquement non liés entre eux : SAG2, ROP1, 950, 226, 62B,
L328 et C19. Le polymorphisme retrouvé est biallélique, sauf pour C719 (triallélique). La
encore, les auteurs constatent une remarquable homogénéité génétique au sein des 7
isolats virulents pour la souris. Les génotypes des isolats non virulents pour la souris sont
en revanche distincts des préceédents et montrent beaucoup plus d’hétérogénéité.

I'étude de référence est celle entreprise par Howe et Sibley (1995) sur 106
isolats. Six loci & copie unique indépendants les uns des autres ont été utilisés. lls ont déja
été étudiés par Sibley et Boothroyd (1992a) : il s’agit des loci SAGT, SAG2, ROP1, 850,
L328 et 628, mais cette fois ci, la technique utilisée est uniquement la PCR-RFLP. Le
polymorphisme aliéligue retrouvé va de 3 a 4 alléles selon les loci. Sur les 1728
combinaisons possibles entre les alléles des 6 loci, seulement 15 genotypes différents ont
été retrouvés.
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I'immense majorité des isolats appartient & 3 génotypes particuliers ou a divers
génotypes trés proches de ces 3 génotypes : type |, type I et type 1ll. Le type | ne
comprend que des isolats virulents, les types 1l et lil des isolats avirulents pour fa souris.
Seuls 4 isolats ont été considérés comme recombinants :

e 3 dérivent d’'une recombinaison entre le type i et il

e 1 dérive d’'une recombinaison entre le type | et le type 1l : if s’agit d'un
isolat que nous avons également étudié : P89.

5-2-2-2 Sur loci & copies multiples

Les techniques précédentes du fait de leur faible polymorphisme ne permettent
de classer les souches qu'en groupes, mais non dindividualiser chaque souche par un
génotype particulier.

Cette empreinte digitale par TADN (DNA finger-printing) pourrait identifier sans
ambiguite une souche particuliére a l'origine d'épidémies humaines ou animales, ou mettre
en évidence une contamination par une autre souche de laboratoire.

Parmi les loci a copies multiples pouvant étre utilisés dans ce but, il existe une
famille d'éléments répétés et dispersés dans le génome de T.gondii reconnue par la sonde
BS. Cette sonde BS est un fragment d'ADN de 800 pb issu de la digestion par Pstl de
FADN génomique de la souche RH.

Sibley et Boothroyd (1992a) I'ont utilisée pour typer par RFLP des isolats de T.
gondii (Southern-blot de 'ADN génomique digéré par Mspl et hybridé par la sonde BS
radiomarquee, puis révélation par autoradiographie). En partant de 'ADN génomique total
de 11 souches (7 virulentes, 4 avirulentes pour la souris), i@ polymorphisme est maximal,
chaque souche ayant son propre profil (sauf deux souches aux profils identiques, mais
provenant de la méme région et pouvant étre épidémiologiquement liées). En revanche,
par PCR-RFLP sur le géne BS de 28 souches, les auteurs retrouvent beaucoup moins de
polymorphisme avec notamment un profil unique et caractéristique corrélé a la virulence
pour la souris puisque retrouvé chez toutes les souches virulentes et uniquement chez
elles.
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Howe et Sibley (1994) ont montré grace a cette sonde BS gu'il existait une
hétérogénéité génétique au sein de la souche RH.

Mais ce sont Messina et coll. (1996) qui ont séquencé cette sonde BS et montré
gu'elle était constituée d’'un trinucléotide GAA répété en tandem 90 fois, ce qui constitue
donc typiquement un microsatellite. Le nombre trés important de répétitions du motif de
base détecté pour la souche RH laisse deviner un polymorphisme trés important au sein
des autres souches de T.gondii (chague souche ayant un nombre différent de répétitions
du motif de base), d'autant plus que ces microsatellites sont répétés au sein du génome.
Messina et coll. (1996) ont réalisé une RFLP, comme Sibley et Boothroyd (1992a) mais
avec une enzyme de restriction difféerente, et ont mis en évidence un profil caractéristique
de chaque souche étudiée (différentes bandes de longueurs variables). De plus, ces
auteurs ont détecté des bandes communes pour des souches de méme groupe,
permettant de regrouper ces souches dans les 3 groupes définis en type |, Il et lil par
Howe et Sibley (1995).

D’autres familles de séquences d’ADN répété, comme celies reconnues par une
famille de sondes dites TGR, ont été décrites chez T.gondii par Cristina et coil. (1991). Ces
derniers ont utilisé la pius conservée et la plus répétée de ces sondes, TGRTE, pour typer
par RFLP 10 souches de T.gondii (Southern-blot de 'ADN génomique des souches digéré
par SAIll suivi d’'une hybridation avec la sonde TGRE? radiomarquée, puis révélation par
autoradiographie). Cette sonde TGR71E semble détecter un polymorphisme moindre
qu'avec le géne BS, puisque sur les 7 souches appartenant au type Il PCR-RFLP de Howe
et Sibley (1995), 3 ont un profil identique.

5-2-3 RAPD
Guo et coll. (1997) ont amplifié 35 isolats de T. gondii par RAPD (Random
Amplification Polymorphic DNA) avec 18 amorces choisies au hasard. Parmi celles ci, 4

ont donné des profils RAPD capables de discerner les génotypes correspondant aux
isolats virulents pour la souris, des génotypes correspondant aux isolats avirulents.
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5-2-4 Typage par séquengage D’ADN ou D’ARN

5-2-4-1 GRA4

Meisel et coll. (1996) ont amplifié par PCR et séquencé un fragment de 376
paires de bases du géne codant pour GRA4.

Deux types de séquences ont été individualisés : I'un correspondant aux isolats
avirulents pour la souris et I'autre aux isolats virulents pour la souris. La différence entre
les deux séquences se situe au niveau de 6 nucléotides entralnant des substitutions en
acides aminés d’une séquence a lautre (dont 2 dans la région codant pour I'épitope
reconnaissant I'anticorps Tx34.31). Ainsi, il existe 2 alleles dans le locus GRA4 de T
gondii . Ces alléles donnent 2 formes de Fantigéne GRA4 avec une seule forme détectable
par l'anticorps MAb Tx34.31. Une seule substitution d’acide aminé dans I'épitope cause
lexclusive reactivité de TX34.31 avec les isolats virulents pour la souris.

Les deux alleles du géne codant pour GRA4 sont donc corrélés & la virulence
pour la souris pour un échantillonnage de 7 isolats de toxoplasmes.

5-2-4-2 SAG1

¢ Rinder et coll. (1995} ont ampiifié par PCR une séquence de 315 paires de
bases contenue dans la région 3' du géne SAG7 a partir de 9 isolats de T.gondii (6
virulents et 3 avirulents pour la souris). Sur les 315 paires de bases, 98 appartiennent a la
region codante et 217 & la région non codante du géne SAG1.

Les auteurs ont séquencé les produits PCR obtenus & partir des 9 isolats et les
ont compare a la sequence obtenue par Burg et coll. (1988) dans les mémes conditions a
partir d'une souche RH. Des nucléotides différents sont observés sur 5 positions de la
séquence définissant ainsi 5 sites de polymorphisme (3 dans Ia région codante et 2 dans la
région non codante) :
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° 3 sites (2 dans la région codante, 1 dans la région non codante)
sont complétement corrélés avec la virulence chez la souris. En effet, les 5 souches
virulentes type Z1, mais aussi la souche virulente MAS (Z5) ont exactement la méme
séquence au niveau de ces 3 sites que la souche RH de Burg et coll.(1988). Les 3
souches avirulentes ont une séguence différente dans chacun de ces 3 sites toujours par
rapport a la souche RH de Burg et coll. (1988).

° 1 site (dans la région codante) est corrélé avec la virulence
chez la souris en ce qui concerne les souches type Z1. En revanche, ia souche virulente
MAS a au niveau de ce site la méme séquence gque les souches avirulentes pour la souris.

) 1 site (dans la région non codante} montre la présence d'une
séquence différente chez la souche RH de Burg et coll. (1988) par rapport aux 9 souches
étudiées par Rinder et coll. (1995).

o Windeck et Gross (1996) ont amplifie par PCR une séquence contenue dans
la région 5’ non traduite en amont du géne SAGT a partir de deux souches (une virulente
et autre non virulente pour ia souris). Le séquengage des 2 produits PCR obtenus et leur
comparaison ont montré des différences de nucléotides sur 8 positions de la séquence. De
plus, au sein de la séquence, il existe des séquences de 27 paires de bases répétées 5
fois pour la souche virulente et 4 fois pour la souche avirulente.

Les auteurs ont voulu savoir si ce nombre différent de répétitions avait une
conséquence sur I'expression du géne SAGT. Aprés rétro-transcription de 'ARNm des
tachyzoites de 2 souches virulentes et 2 avirulentes pour la souris en ADNc, ampilification
de cet ADNc par PCR semi quantitative, ils ont montré que les 2 souches viruientes pour la
souris exprimaient des niveaux de transcription d’ARNm provenant du géne SAG7 4 fois
supérieurs a ceux exprimés par les deux souches avirulentes pour la souris.

Ainsi la virulence chez la souris semble éfre associée au niveau d'expression du
géne SAGT, lui méme corrélé au nombre de répétitions d’'une séquence de 27 paires de
bases dans la région 5’ non traduite en amont du géne SAGT, pour un échantillonnage de

4 isolats de toxoplasmes.
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s Howe et coll. (1996) ont essayé d'identifier un marqueur génétique associé a
la virulence pour la souris a partir de 3 isolats (2 de type Il et un de type recombinant | / Hl})
possedant l'alléle 1 pour SAGT en PCR-RFLP (comme les isolats virulents de type i), mais
dont la virulence pour la souris differe. En effet, un seul de ces 3 isolats (classé en type Iil)
est virulent pour la souris.

Considérant que lalléle 1 de SAGT n'est donc pas totalement corrélé avec la
virulence pour la souris, contrairement a ce qui avait été décrit (Sibley et Boothroyd
1992a), ils ont cherché une séquence qui partage le méme site de restriction entre les
isolats de type | et cet isolat de type ill, donc corrélé a la virulence pour la souris. lls en ont
trouvé une, non codante, en amont du géne SAGT sur le chromosome VIIi. En effet,
apres PCR-RFLP sur ce site de restriction a partir de 39 isolats, ils montrent une
corrélation forte de 38 isolats sur 39 avec la virulence pour la souris (I'isolat du zymodéme
5 (MAS) virulent pour la souris, ne partage pas le site de restriction commun aux autres
isolats virulents pour la souris).

5-2-4-3 SAG2

Parmiey et coll. (1994), aprés avoir constaté des différences antigéniques entre
souches avec 4 anticorps monoclonaux anti P22, ont réalisé un séquencage du géne
SAG2 codant pour Fantigéne P22 ou SAG2, sur 10 isolats (1 virulent et 9 avirulents pour la
souris) qui revéle 2 alléles aprés comparaison avec la séquence de la souche RH obtenue
dans les mémes conditions par Prince et coll. {1990) :

- 3 isolats (1 virulent et 2 avirulents) ont un alléle de type 1 identique & la
souche RH.

- 7 isolats tous avirulents se différencient de la souche RH par 5
nucléotides substitués et l'insertion d'un triplet GGT qui définissent l'aliéle de type 2.

Ces différences entrainent une substitution en acides aminés non reconnue par les 4
anticorps monoclonaux, ainsi que Fapparition ou la disparition de sites de restriction pour 4
enzymes de restriction autorisant une PCR-RFLP sur les isolats restants.
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Au total, sequengage ou PCR-RFLP sur SAG2 permettent de classer 25 isolats
en deux groupes selon leur type alléliqgue SAG2 :

- les 12 isolats (4 virulents et 8 avirulents pour la souris) non
reconnus par les 4 anticorps monoclonaux ont un aliéle SAG2 de type 1.

- les 13 isolats avirulents pour la souris, non reconnus par les 4
anticorps monoclonaux ont un alléle SAG2 de type 2.

Howe et Sibley (1995) avec une PCR-RFLP sur le méme géne SAG2 avaient
retrouvé une corrélation entre type allélique de SAG2 et virulence pour la souris, mais les
enzymes de restriction et les amorces de la PCR étaient différentes.

Ainsi la corrélation d'un marqueur (SAG2) a la virulence pour la souris est
etroitement liée a la technique employée (Enzymes de restriction et amorces pour PCR
différentes).

5-2-4-4 ADN polymérase alpha

Binas et Johnson (1998) ont amplifié¢ par PCR le plus long des 3 introns
contenus dans le géne codant pour la sous-unité catalytique de 'ADN polymérase alpha &
partir de 10 souches de T.gondii (6 virulentes et 4 avirulentes pour la souris).

Des différences ont été retrouvées aprés séquengage de produits PCR entre les
souches avirulentes et virulentes pour la souris : les souches virulentes ont 2 nuciéotides
supplémentaires et des nucléotides différents au niveau de 14 positions par rapport a la
séquence des souches avirulentes. Ces substitutions sont responsables de la présence
d'un site de restriction pour 'enzyme de restriction Ndel uniquement dans lintron des
souches avirulentes, permettant de réaliser une PCR-RFLP avec cette enzyme et de
différencier les isolats virulents pour la souris (une bande) des isolats avirulents (2
handes).

Ainsi le polymorphisme biallélique retrouvé dans un intron du géne codant pour
ia sous-unité catalytique de 'ADN polymérase alpha de T.gondii semble étre associé a la
virulence chez la souris pour leur échantillonnage de 10 isolats de toxoplasmes.
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5-2-4-5 NTPase | et |l

Asai et coll. (1995) ont montré que la nucléoside triphosphatase ou NTPase
isolée chez des tachyzoites de la souche RH était un mélange de deux isoenzymes :
NTPase | et NTPase Il.

Apres PCR et séquengage du géne codant pour cette enzyme chez une souche
virulente (RH) et une avirulente pour la souris (BEV), les auteurs ont montré que la souche
RH possédait les deux types isoenzymatiques (NTPase | et 1i), alors que la souche BEV
n'en avait qu'un (NTPase i).

Des differences de nuciéotides entre les séguences des génes codant pour ces
deux isoenzymes sont a l'origine d’un site de restriction pour BamHi uniqguement pour
NTPase li. Ainsi, par PCR-RFLP sur e géne codant pour la NTPase de 21 souches (10
virulentes et 11 avirulentes pour la souris), les auteurs ont montré la présence de trois
bandes ou génotype 1 (correspondant aux NTPase | et i) chez 8 des 10 souches
virulentes, et de deux bandes ou génotype 2 (NTPase Il seule) chez toutes les souches
avirulentes.

Ceci montre que seules les souches virulentes pour la souris expriment
Iisoforme | de la NTPase, cette derniére serait donc corrélée a la virulence chez la souris
pour leur échantillonnage de 21 isolats de toxoplasmes.

5-2-4-6 ssrRNA

Luton et coll. (1995) ont comparé les séquences des génes codant pour TARN
des petites sous-unités ribosomales (ssrRNA) de 9 isolats de T.gondii (6 virulents pour la
souris, dont 4 stocks de la souche RH d'origines différentes, et 3 avirulents). Il existe une
variation de séquence de 0,06%-1,04% entre les souches de T.gondii ce qui est
relativement faible comparé aux pourcentages de variation dans les séquences de génes
codant pour les ssrRNA dautres parasites du phylum Apicomplexa comme
Cryptosporidium parvum (entre 3% et 8%). Il 'y a pas de corrélation entre virulence pour
la souris et variation de séquences chez les souches étudiées. I semblerait méme que des
souches avirulentes pour la souris comme ME49 soient plus proches des souches RH que

des autres souches aviruientes étudiées.
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5-2-5 Caryotype moléculaire

Sibley et Boothroyd {(1992b) ont montré des variations significatives de taille des
chromosomes 1li, V et VI entre 3 souches différentes aprés migration et séparation des
chromosomes par électrophorése en champ pulsé.

5-2-6 Microsatellites du géne de la béta-tubuline

l.es premiers (et les seuls) a utiliser la technique des microsatellites pour typer
les isolats de T. gondii furent Costa et coll. (1997). Leur étude porta sur 34 isolats de
référence déja typés en zymodémes par Dardé (1996).

lis utilisent le microsatellite dont le motif de base est le dinuciéotide (TG)n,
contenu dans un intron du géne de la béta-tubuline de T. gondii. Le polymorphisme de ce
microsatellite parmi ces isolats a été évalué par PCR fluorescente et analysé avec un
seéquenceur automatique. Le polymorphisme retrouvé était biallélique :

] les 7 isolats de zymodéme 1, tous virulents pour la souris
donnerent aprés amplification un produit de PCR de 129 paires de bases. Ceci correspond
a un nombre de répétition du microsatellite (TG)n égal a 8, soit (TG)8.

e les 27 autres isolats de zymodeme 2, 3 et 4 avirulents pour la
souris donnérent aprés amplification un produit de PCR de 127 paires de bases. Ceci
correspond a un nombre de répétition du microsatellite (TG)n égal & 7, soit (TG)7.

Les auteurs concluent que le microsatellite (TG)n contenu dans l'intron du géne
de [a béta-tubuline de T. gondii distingue les isolats de zymodéme 1 virulents pour la souris
des autres qui sont avirulents pour la souris pour un échantilionnage de 34 isolats.
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5-3 Limites du typage génétique de T.gondii

Les techniques, résumées dans le tableau 3, permettant de typer les isolats de
T. gondii sont nombreuses et variées. Certaines ont des inconvénients d’ordre technique
{(grande quantité de tachyzoites nécessaires a l'analyse isoenzymatique, manque de
reproductibilité pour la RAPD, utilisation de produits radiomarqués pour les sondes BS et
TGRET). De plus, elles ne sont pas toutes d’un intérét égal.

D'abord, la majorité des études portent sur un échantillonnage trop restreint
pour pouvoir tirer des conclusions en terme de génétique des populations. Seulement trois
études échappent a cette critique (Howe et Sibley 1995; Dardé 1996, 1997: Costa et coli.
1997). Un faible échantilionnage peut faire douter de la validité des conclusions de ces
travaux. Ainsi, la corrélation d’'un marqueur génétique a la virulence chez la souris, but de
la plupart de ces travaux comme on Fa vu, ne pourra étre confirmé qu'aprés typage
disolats suppiémentaires. En particulier, il semble indispensable de typer des isolats
génétiquement atypiques, comme les recombinants | / Il et surtout les isolats virulents
pour la souris appartenant aux zymodémes 5, 6, 8 et 12 différents sur ie plan génétique
des isolats de zymodéme 1 ou type I. Par exemple la corrélation a ia virulence pour la
souris en amont du géne SAGT sur le chromosome VIII {(Howe et coll. 1996) n'est pas
valable pour l'isolat virulent MAS de zymodéme 5.

L'autre point faible de ces études réalisées sur un échantillonnage réduit, mais
€galement de l'étude de Costa et coll. (1997), est de n'utiliser quun seul locus pour
réaliser le typage génétique des isolats de T. gondii. Or un typage génétique doit toujours
faire appel a plusieurs marqueurs génétiques indépendants, afin d'obtenir un génotype
multilocus. A cet egard, seules ies études de Dardé (1996, 1997) et Howe et Sibley (1995)
en utilisant respectivement six systémes enzymatiques et six loci indépendants respectent
ce critere. C'est pourquoi par la suite, nous ne prendrons comme référence que ces deux
études (en gris dans le tableau 3).
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Un des points communs du typage génétique réalisé jusqu’a présent (mis a part
sur loci a copies multiples), que ce soit par approche indirecte du génome comme l'analyse
isoenzymatique, ou du genotypage par PCR-RFLP sur loci @ copie unique, séquengage,
RAPD ou microsatellite, est de montrer un faible degré de polymorphisme En effet, le
nombre d’alléles par locus ou de types enzymatiques par systéme enzymatique étudié
varie seulement entre 2 et 4, comme on peut le voir dans le tableau 3.

Le polymorphisme des loci & copies uniques permet de séparer la population
disolats typés en seulement deux ou trois groupes principaux (en combinant les types
alléliques de plusieurs loci) et confirme donc fa diversité antigénique démontrée par les
anticorps monoclonaux. Ce faible polymorphisme est une limite pour certaines applications
du typage génétique.

A linverse, avec des techniques utilisant des sondes (BS ou TGRE1) dirigées
contre des loci & copies multiples, le polymorphisme allélique est tel, que 'on peut, pour
chaque isolat, individualiser un génotype particulier, ce qui peut avoir des applications
nombreuses que nous détaillerons par la suite. On peut aussi déceler pour chague isolat
des bandes caractéristiques permettant de les classer en trois groupes principaux
(Messina et coll. 1996). Le probléme de ces techniques est, comme on la vu, quelles
utilisent des sondes radiomarquées.
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Locus

Alléles

Isolats L Techni';ue

Référence

SAG1

3 9

Rinder et coll. (1995)

[T

- 850 J .

“ROPT

1328

e |
I SAG2

séquencage I-

~ Howe et Sibley (1995) -

I SAGz2

N @l BB W bl

25

Séquengége +
PCR-RFLP

Parmiey et coll. (1994)

GRA 4

[
~d

Séquencage

Meisel et coll. (1996)

NTP

Séquencage +
PCR-RFLP

Asai et coll. (1995)

POL 1

Séquengage +
PCR-RFLP

Binas et Johnson (1998)

35

RAPD

Guo et coll. (1997)

| TUB 2

71

Microsatellite

Costa et coll. (1997)

IBS

- 11

RFLP

Sibley et Boothroyd (1992a)

I TGRET

- 10

RFLP

Cristina et coll. (1991)

GSR -

TAMY

GPI

-PE

ACP

1 isoenzymatique -

~ Technique. ..

anayse. |

.. -Référence:

" Dardé (1996, 1997)

Tableau 3 : caractéristiques des techniques de typage de T. gondii.
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ll- Les corrélations entre diversité génétique et diversité

biologique
1- Clonalité

Les données fournies par les études principales, réalisées sur un grand nombre
d'isolats, a partir de plusieurs marqueurs génétiques (Howe et Sibley 1995; Dardé 1996,
1897) ont été analysées en terme de génétique des populations et ont montré la structure
clonale de T.gondii.

1.1 Critéres de clonalité

Tibayrenc et coll. (1991) ont énuméré les critéres en terme de génétique des
populations permettant de savoir si un organisme a une reproduction clonale a partir de
I'étude de génotypes muiti-locus.

1-1-1 Sur-représentation d’'un génotype multilocus particulier.

C’est le critére le plus souvent majeur de F'existence d’'une reproduction clonale.
Cet argument est renforcé quand un méme génotype réapparait en excés dans des
localités variées, voire distantes ou a plusieurs années d'intervalle entre les isolements
(Tibayrenc et coll. 1991). Les deux études ayant le plus d'échantillons confirment
Fexistence de ce critére chez T.gondii,

e  Ainsi Howe et Sibley (1995), par PCR-RFLP sur 6 loci & copie
unique indépendants montrent qu'il existe un génotype prédominant : le type Il. Sur 106
isolats typés, 57 appartiennent au type I, soit 54%.

. Dardé (1996, 1997), par analyse isoenzymatique sur 6
systémes enzymatiques différents, montre que le groupe constitué des zymodémes
proches Z2 et Z4 est largement prédominant : sur 68 isolats analysés, 40 appartiennent a
ce groupe soit 59%.
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Il apparait également gquun méme génotype peut étre isolé & des années
d'intervalle, dans des endroits éloignés et méme chez des hotes trés différents montrant
ainsi une stabilité des genotypes multi-locus dans I'espace et le temps. Par exemple,
Fanalyse iscenzymatique de la souche ME49 isolée en 1965 aux USA chez un mouton et
de la souche SZY isolée d'un placenta humain en 1988 a Limoges, montre qu'elies
appartiennent toutes les deux au méme zymodeme 2 (Dardé 1996, 1997). Des exemples
similaires sont retrouvés avec les autres zymodémes principaux (Dardé 1996, 1997), mais
également avec les 3 types PCR-RFLP {Howe et Sibley 1995).

1-1-2 Corrélation entre des margueurs génétiques indépendants.

Des isolats identiques ont été typés par analyse enzymatique par Dardé (1996,
1997) et par PCR-RFLP par Howe et Sibley (1995) a partir de 12 marqueurs génétiques
indépendants (6 systémes enzymatiques et 6 loci indépendants). Il existe une corrélation
étroite entre les types PCR-RFLP et les zymodemes principaux : le type | équivaut au
zymodeme 1, le type il au zymodéme 2 et 4 et le type 1l équivaut au zymodéme 3,

Cette corrélation entre marqueurs génétiques indépendants témoigne de leur
transmission en bloc sans recombinaison. Ainsi, on peut regrouper la majorité de la
population de toxoplasmes étudiés & l'intérieur de ces 3 groupes génotypiques principaux.

1-1-3 Absence de nombreux génotypes recombinants possibles.

Howe et Sibley (1995) ont calculé qu'avec le nombre d’aliéles retrouvés pour
chacun des 6 loci et leur population de 106 isolats, le nombre de combinaisons différentes
(c'est a dire le nombre de génotypes) était de 1728. Or, ils ne retrouvent que 15 génotypes
différents parmi les 106 isolats étudiés. Ainsi, 99% des génotypes recombinants possibles
ne sont pas retrouvés parmi les 106 isolats étudiés. De plus, plus de 95% des isolats
appartiennent ou sont apparentés a un des 3 génotypes majeurs définissant les 3 types |, |l
et lll. Ceci montre que la plupart des isolats proviennent d'une expansion mitotiqgue d'un
nombre tres limité de génotypes, et gu'en conséquence un grand nombre de génotypes
recombinants possibles ne sont pas retrouvés dans la population étudiée (Sibley et Howe
1996).
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On voit que Toxoplasma gondii par analyse isoenzymatigue et typage PCR-
RFLP a partir de 12 marqueurs génétiques indépendants sur plus de 160 isolats répond
bien aux criteres de multiplication clonale définis par Tibayrenc et coli. (1991).
L'appartenance a ces critéres définissant la clonalité ne peut étre validé que sur la base
de tests statistiques, comme ceux définis par Tibayrenc (1993), ou ceux légerement
modifies de Tibayrenc (1998).

Howe et Sibley (1995) a partir de leur étude génétique ont validé statistiquement
les critéres de clonalité définis par Tibayrenc et coll. (1991) et posent le principe que T.
gondii appartient a 3 lignées clonales : le type |, il et 1.

Cette multiplication clonale pourrait surprendre quand on sait que T. gondii
possede une muitiplication sexuée chez I'hdte définitif. En fait, la clonalité d’une population
n'implique pas 'absence totale de sexualité dans cette population (Tibayrenc et coll. 1991).
La clonalité d'une population signifie simplement que la recombinaison génétique, issue de
la muitiplication sexuée au cours de la méiose dans le cas de T. gondii, survient dans cette
population mais, avec une fréquence bien moindre que celle qui serait observée s'il
s'agissait d'une poputation panmictique (Sibley et Howe 1996).

Ainsi, les recombinaisons génétiques, témoins de la multiplication sexuée de T.
gondii existent, mais elles sont rares. Howe et Sibley (1995) ont mis en évidence, parmi les
106 isolats étudieés, seulement 4 recombinaisons entre les 3 génotypes principaux : 3 sont
des recombinants entre le type Il et lli, alors qu’'un seul isolat provient d'une recombinaison
entre le type | et lli. Ces rares recombinaisons montrent en faif, que le mode de
multiplication de T. gondii est essentiellement clonal, mais pas exclusivement. L'existence
de ces isolats recombinants entre les 3 types démontre également que les 3 lignées
clonales de T. gondii ne sont pas des espéces séparées (Sibley et Howe 1996).

Une autre notion importante concernant la clonalité, est qu'il peut exister des
petites différences parmi les membres d'une méme lignée clonale, par mutation par
exemple, dans des lignées s'étant multiplié par mitoses successives (Sibley et Howe
1996). Ces différences sont d'ailleurs bien mises en évidence par Futilisation de marqueurs
génétiques multi-copies comme la sonde BS (Howe et Sibley 1994) ou la sonde TGRET
(Cristina et coll. 1991).
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1-2 Explications biologiques de la clonalité

Cette prépondérance d'une multiplication clonale peut s'expliquer avec un
parasite comme T.gondii.

Si Pon considére son cycie, on imagine aisément que dans la nature, c'est le
cycle indirect entre les innombrables hétes intermeédiaires, qui est le principal mode de
multiplication de 7. gondii. Cette transmission par carnivorisme shunte la muitiplication
sexuée, donc les recombinaisons génétiques, et propage ainsi uniquement les formes a
division mitotique (Sibley et Howe 1996). De plus chez les félidés, la multiplication sexuée
n'impligue pas forcément 'échange de matériel génétique différent ou fertilisation croisée.

En effet, | semble que limmunité acquise aprés une primo-infection
toxopiasmique, aussi bien chez le chat que chez I'hdte intermédiaire, protége contre toute
infection ultérieure. L’hote définitif n'hébergeant qu'une souche de toxoplasme, donc un
seul génotype, la reproduction sexuée ne pourra se faire que par auto-fertilisation. Ceci
veut dire qu’il y a bien fusion entre gamétes males et femelles, mais génétiquement
identiques. Il n'y a donc aucune recombinaison génétique, d'oli 'expansion clonale. Ainsi,
pour qu’il y ait recombinaison génétique entre deux souches différentes, il faudrait que le
chat soit co-infecté par ces deux souches pendant la courte période au cours de laquelle
sont produits les oocystes, en moyenne 5 a 15 jours apres linfection primaire (Sibley et
Howe 1996).

On ne connait pas la fréquence de ces infections mixtes simuitanées dans la
nature. On peut les réaliser expérimentalement avec obtention de génotypes
recombinants, mais elles semblent rares dans la nature (Howe et Sibley 1995). De plus ces
génotypes recombinants, méme s’ils existent, ne sont pas forcément viables.
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2- Propriétés biologiques

2-1 Virulence chez la souris

Il existe une relation trés forte entre une caractéristique biologigue comme la
virutence d’un isolat pour la souris et Fappartenance de cet isolat & une des trois fignées
clonales :

e les isolats entrainant une toxoplasmose chronique chez la souris
appartiennent a la lignée clonale de type Il ou Z2 et Z4, ceux qui donnent une
toxoplasmose subaigué a la lignée clonale de type Ui ou Z3.

* une toxoplasmose aigué chez la souris est une caractéristique des
isolats de type | ou zymodéme 1, mais aussi d'isolats appartenant & des zymodémes
atypiques et unigues : Z5, 26, £8 et Z12.

2-2 Oocystogénése chez le chat.

Dardé et coll. (1992) n'ont jamais réussi a obtenir d'oocystes chez le chat pour
les isolats de zymodéme 1 (sauf pour un isolat, mais en quantité réduite), alors qu'avec les
isolats des deux autres lignées clonales, on obtient des oocystes trés facilement aprés
ingestion de kystes par le chat.

2-3 Vitesse de multiplication en cuiture cellulaire.

Une autre particularité biologique des isolats appartenant a la lignée clonale de
type | par rapport aux autres lignées clonales il et ill, est que les premiers se multiplient en
culture cellulaire in vitro beaucoup plus rapidement que les seconds.

Makioka et Ohtomo (1995) ont montré que la souche virulente RH avait une
activité ADN-polymérase 2,5 fois plus importante que la souche avirulente ME49, ce qui
contribuerait en partie a la plus grande vitesse de multiplication des isolats de ia lignée
clonale de type |.

43



3- Répartition géographique

La trés grande majorité des isolats typés génétiquement proviennent soit des
USA (Howe et Sibley 1995), soit d’Europe, plus particuliérement de France (Dardé 1996
1997; Howe et coll. 1997, Costa et coll. 1997). Le nombre d'isolats provenant d’autres pays
ou d'autres continents est trés faible : Dardé (1996, 1997) et Bossi et coll. (1998) ont pu
typer 6 isolats de differents pays d’Amérique du sud. Howe et Sibley (1995) ont pu typer 3
isolats du Japon, 1 d'Australie, 3 d’Amérique centrale et 2 d’Amérique du sud. On voit donc
qu'en dehors de 'Amérique du nord et de 'Europe, les rares autres isolats de T.gondii
proviennent essentiellement d’Amérique du sud. Le reste de la planéte est complétement
écarté. Ceci introduit le 1er biais d’échantillonnage : les isolats typés ne représentent
absolument pas la popuiation de toxoplasmes circulant dans le monde (Dardé 1997).

Ce biais mis & part, on constate que les 3 génotypes principaux sont largement
répartis a la surface du globe sans spécificité géographique (Dardé 1896). On trouve, en
effet, des isolats de type I, Il ou Ill ou leurs équivalents en zymodémes aussi bien en
France, qu'aux USA, voire dans le reste du globe (Howe et Sibley 1995: Dardé 1996,
1997). Les échanges de viande et d’animaux entre ces différents pays pourrait expiiquer la
presence d’'une méme lignée clonale dans différentes régions du monde (Dardé 1 996).

Mais, on ne peut écarter I'existence de génotypes différents n'appartenant pas a
une des 3 lignées clonales notamment dans des régions densement peuplées comme
F'Afrique, l'inde ou la Chine ol Fon dispose de trés peu d'isolats pour les analyser
génétiquement.

A Tinverse, des regions trés faiblement peupiées, ol prédomine le cycle
sauvage de T.gondii dans lequel 'homme est quasiment absent, hébergent trés
certainement des génotypes différents de ceux représentant les trois lignées clonales.
Ceux-ci sont suspectés par 'appartenance a des zymodémes atypiques de deux isolats
obtenus en Guyane Frangaise (Bossi et coll. 1998; Dardé et coll. 1998).

Mises a part ces réserves, il n'y a aucun argument pour dire que les trois
lignées clonales sont géographiquement séparées (Sibley et Howe 1996).
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4- Toxoplasmoses humaines

Le probléme du typage des isclats provenant de toxoplasmoses humaines est
qu’ils proviennent uniquement de toxoplasmoses symptomatiques (toxoplasmoses
congenitales, toxoplasmoses acquises chez des immunodéprimés et chez des
immunocompetents avec lymphadénopathie ou une symptomatologie bruyante). En effet,
on ne peut isoler la majorité des toxoplasmes rencontrés chez 'homme car ils linfectent la
plupart du temps de maniére totalement asymptomatigue. Ceci représente le deuxiéme
biais d’échantillonnage dans le typage des isolats de T. gondii.

En outre, s'ajoute un troisiéme biais d’échantillonnage avec la sélection pour
analyse genetique d'isolats virulents pour la souris de type | en PCR-RFLP ou Z1. En effet
ces derniers sont excessivement rares dans la nature, et leur isolement dans des cas de
toxoplasmose humaine constitue une priorité pour le typage génétique. Ainsi Dardé (1998,
1997) a typé par analyse isoenzymatique 9 isolats virulents pour la souris de zymodéme 1
d'origine humaine provenant de divers laboratoires frangais, ce qui représente la quasi
totalité des isolats de ce zymodéme isolés en France ces dix derniéres années en
comparaison avec des centaines d’isolats avirulents pour la souris.

Howe et Sibley (1995) ont montré une corrélation entre certains génotypes et la
toxoplasmose humaine : en effet les 2/3 des cas de toxoplasmose humaine appartiennent
au type Il. Les isolats de type Ii sont plus souvent associés a des réactivations d’infections
chroniques (65% des cas de toxoplasmoses chez des sidéens appartiennent au type i),
alors que les isolats de type | sont plus souvent associés a des cas de toxoplasmoses
congenitales humaines (sur 41 isolats, 27% étaient de type | contre 59% de type il).

Dans une étude ultérieure par Howe et coll. (1997), une analyse de 68 isolats a
eté effectuée par PCR-RFLP sur le seul locus SAG2 directement a partir de préiévements
pathologiques. Sur les 45 échantillons de patients sidéens, 34 (soit 76%) contenaient un
isolat de type ll. Sur les 10 échantillons de patients immunodéprimés non sidéens, 8 (soit
80%) contenaient un isolat de type Il. Enfin sur les 10 liquides amniotiques prélevés lors de
toxoplasmose congénitale, 10 (soit 100%) contenaient un isolat de type Il. Cette étude a
montré encore une fois que les isolats de type Il sont le plus souvent associés aux cas de
toxoplasmose humaine. En revanche, I'absence d'isolats de type | dans les 10 cas de
toxoplasmose congénitale va a I'encontre des résultats de Howe et Sibley (1995).
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On peut éventuellement expliquer cette différence par le {roisieme biais
d’échantilionnage decrit plus haut.

Costa et coll. (1997), grace au polymorphisme du microsatellite contenu dans le
géne de la béta-tubuline, ont typé 37 isolats directement & partir de liquides amniotiques
prélevés lors de toxoplasmoses congénitales. Tous les isolats avaient un profil
microsatellitaire (TG)7 qui correspond a la fois au type Il et Il (ou encore Z2, Z3 et Z4).
Aucun des isolats n‘avait donc le profil microsatellitaire (TG)8 typique des isolats de type |
ou Z1. La encore les résultats sont discordants avec ceux de Howe et Sibley (1995) et
confirment le biais d’échantillonnage.

En effet, Howe et coll. (1997) et Costa et coll. (1997) typent des isolats & partir
de prélévements pathologiques. Howe et Sibley (1995) ou Dardé (1996, 1997) ont réalisé
leurs études a partir d'isolats récupérés dans e monde entier et centralisés dans leurs
laboratoires. Les isolats de type | ou Z1 étant rares, donc précieux, ces derniers sont
envoyés en priorité a ces laboratoires de référence expliguant la surabondance de ce type
d'isolats dans I'échantillonnage de ces auteurs.

5- Toxoplasmoses animales

Les isolats dorigine animale soumis au typage génétique ont deux points
communs qui introduisent e 4éme biais d’échantillonnage. En effet, les études portent
sur des isolats provenant presque exclusivement de seulement trois hotes animaux : le
mouton, le porc et le chat. Ceci ne refléte absolument pas la circulation du toxoplasme
dans la nature ol tous les homéothermes sont impliqués dans le cycle du toxoplasme
comme hbtes intermédiaires. De plus, la majorité des études portent sur des isolats
provenant de carcasses d'animaux, reécupéres dans des abattoirs et ayant une
toxoplasmose chronique sans signe patent d’infection. Rares sont les études visant & typer
des isolats provenant de cas de maladies animales.

I est admis que la majorité des infections humaines acquises aprés la
naissance ont pour origine des infections animaies via la consommation, soit d’aliments ou
d’eau contaminés par des ococystes présents dans les selles de chats infectés, soit de
viande insuffisamment cuite contenant des kystes de T. gondii (Dubey et Beattie 1988).
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Il a été montré, qu'en France notamment, c'est I'ingestion de kystes tissulaires
dans la viande infectée qui est la source principale d'infection. Les viandes incriminées
sont principalement le porc aux Etats-Unis et e mouton en Europe.

It semble donc intéressant de génotyper les isolats d’origine animale pour voir
s'it existe un génotype prédominant ou un génotype spéciiique de telle ou telle espece
animale, et de comparer ces résultats avec ceux d'origine humaine.

Toutes les etudes (Howe et Sibiey 1995; Dardé 1996, 1997; Mondragon et coll.
1998; Owen et Trees 1999) montrent qu'aucun des trois génotypes principaux n'est
spécifique d'une espéce animale donnée. Mis a part le type | trés rarement isolé chez
Fanimal, on trouve des types Il et lil aussi bien chez le porc que le mouton ou le chat
(animaux dont 'échantillonnage est représentatif).

Howe et Sibley (1995), a partir de leur analyse par PCR-RFLP avec 6 loci
independants sur 34 stocks provenant d'infections chroniques d’animaux domestiques et
sauvages, montrent une égale distribution entre les types If et Il (47% de type lll et 44%
de type Hl). Mais dans la plupart des études, on retrouve comme en pathologie humaine,
une grande majorité de type Il (PCR-RFLP sur SAG2 uniquement) en génotypant les

isolats d’origine animale.

Ainsi Owen et Trees (1999) retrouvent 100% de type Hl parmi I'échantillonnage
étudié comprenant :
» 13 placentas de brebis ayant avorte. Ces brebis provenaient de 10
fermes différentes dans le nord-est de FAngleterre et le nord du pays de Galles.
e 2 cerveaux de rongeurs sauvages captures dans une de ces 10
fermes.
s 2 isolats extraits de cerveaux de souris inoculées avec des coeurs

d’agneaux infectés mais asymptomatiques (récupérés dans des abattoirs).

Malgrée le faible échantillonnage, cette étude est intéressante car la majorité des
isolats proviennent de cas de maladies animales.
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Mondragon et coll. {1998) ont génotypé 43 isolats (par PCR-RFLP sur SAG7 et
SAG2) mais a partir de coeurs de porcs infectés chroniquement, prélevés dans un abattoir
de l'towa par Dubey et coll. (1995). Contrairement a I'étude de Owen et Trees (1999) qui
ont amplifié FADN directement & partir des tissus, les auteurs ont d’abord isolé les
toxoplasmes par inoculation des coeurs de porcs a des souris ou ingestion par des chats.
La encore, le type Il est majoritaire (36 sur 43 isolats soit 83,7%). Le reste des isolats
appartient au type Il (7 sur 43 isolats soit 16,3%). Si aucun isolat de type | n'a été
retrouve, on peut toutefois noter que parmi les 7 isolats classés en type Ili, 3 sont en fait
des recombinants entre le type | et le type i (dont l'isolat P89 que nous avons également
typé).

Ces deux derniéres études montrent que les isolats de type I, a l'origine de |a
plupart des cas de toxoplasmoses humaines symptomatiques, sont aussi les plus
fréquemment rencontrés dans les toxoplasmoses animales (moutons et porcs en
particulier) aussi bien chroniques qu'a Y'origine de maladies. La sur-représentation des
types Il dans la population animale de Howe et Sibley (1995) semble due a un biais
d’échantillonnage, leur population d'isolats d’origine animale ne refiétant absolument pas la
réalité comme les deux études précédentes, mais correspond & une accurnulation d'isolats,
pour typage génétique, venant d’horizons divers, sélectionnant les types | et lll par rapport
aux types Il.

Ainsi, la plus grande fréquence de type Il en pathologie humaine ne serait pas
due a une plus grande pathogénicité du type Ii, mais tout simplement & une plus grande
prévalence de ce type Il dans la nature et en particulier chez les animaux dont la viande
infectée est consommée par 'homme.
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Ili- Les microsatellites

Dans 'étude du polymorphisme de 'ADN, l'outil le plus récent est celui qui fait
appel aux microsatellites permettant de détecter un polymorphisme de répétition.

Il s’agit au sein du génome de répétitions en tandem ot le motif de base est tres
court : 1 a 4 nuciéotides (Kaplan et Delpech 1993). On les appelie aussi les STR (Short
Tandem Repeats). On ne doit pas les confondre avec d'autres marqueurs appartenant au
polymorphisme de répétition : les minisatellites. Chez ces derniers, il s’agit également de
répétitions en tandem au sein du génome, mais le motif de base est plus long (supérieur a
10 nucléotides). On parle de VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) pour les
minisatellites. Les microsatellites sont uniformément distribués dans le génome
(contrairement aux minisatellites pius abondants dans les régions telomérigues). lls ont un
polymorphisme allélique élevé (ils sont dits informatifs), d'autant plus grand que le
microsatellite est long (Kaplan et Delpech 1993). On considére quun marqueur
microsatellite chez 'homme est polymorphe quand le nombre de répétitions en tandem du
motif de base dinuciéotidique est supérieur a 12 (Weber 1990).

Les motifs de base des microsatellites peuvent donc étre constitués :
. d'un nucléotide : exemple T(n) ou A(n).

. de deux nucléotides : les plus fréquents et les plus étudies sont
{(CA)n (équivalent a (ACn, (GT)n ou (TG)n) qui sont les plus abondants des
microsatellites. On en trouve, chez 'homme, un tous les 25 a 100 kb d’ADN génomique.
On peut également rencontrer des répétitions des nuciéotides (CT)n, (CG)n et (TA)N.

. de trois nucléotides : les plus fréquents sont (TTA)n, (AAT)n,
(AGC)n et (TCG)n : on en rencontre un tous les 300 & 500 kb d'ADN genomique chez
'homme (Kaplan et Delpech 1993).

* de quatre nucléotides : (AATC)n, (TTAG)Nn, (AATG)n, (TTAC)n,
(AAATIN, (AAAT)N, etc...
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Weber (1990} distingue les microsatellites parfaits des imparfaits :

- On parle de microsatellites parfaits quand i ny a pas
d'interruptions dans les répétitions du motif de base et que les séquences adjacentes ne
sont pas constituées d'un autre motif répété, comme par exemple :

5 ACAGGCATCAACACACACACACACACCACAAAGTGC 3

- Les microsatellites imparfaits sont constitués de 2 ou plus
répétitions sans interruptions du motif de base, séparées par un maximum de 3 bases
consécutives non répétées, comme par exemple :

5'CTTTCTCAGGA{CA)sGAG(AC)1,AGGCAATGACA 3

Le polymorphisme des microsatellites imparfaits montre une plus faible
informativité que celle attendue en se basant sur le nombre total de répétitions (Weber
1990).

C'est 'avenement de 1a PCR mise au point en 1985 par K. Mullis de 'équipe de
H.Erlich (laboratoires Cetus) qui a permis dés 1989 de mettre en évidence le
polymorphisme des microsatellites (Litt et Luty 1989; Tautz 1989, Weber et May 1989). En
effet, si on utilise un couple d’amorces oligonuciéotidiques dont les séquences encadrent le
microsatellite, on pourra amplifier par PCR la séquence d'’ADN comprenant ce
microsateliite.

Amorce gauche Amorce droite

......... > Cnommmne
TATATATATATATATATATATATA 141pb
TATATATATATATATATATATA 139pb
TATATATATATATATATATA 137pb
TATATATATATATATATA 135pb

TATATATATATATATA 133pb
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Le polymorphisme étant di & un nombre variable du motif de base répéié en
tandem (ici un dinuciéotide), il faudra pour analyser les produits de PCR un systéme
electrophoretique suffisamment resoiutif, capable de distinguer des variations de 2 bases
parmi les differents amplicons. A lorigine, on ne pouvait utiliser que des gels de
polyacrylamide dénaturants. Mais maintenant, et de plus en pius, on dispose de
séquenceurs automatiques permettant de réaliser une électrophorése de 'ADN la plus
résolutive qui soit, déterminant la longueur des produits amplifiés a une base prés. Cela
suppose d'utiliser des amorces oligonuciéotidiques couplées & un fluorochrome.

Le mécanisme proposé pour expliquer le grand polymorphisme des
microsatellites est, qu'au moment de la réplication, peuvent se produire des erreurs par
dérapage intra-chromatidien de 'ADN polymérase conduisant & un nombre variable de
répétitions en tandem des microsatellites (Kaplan et Delpech 1993). Plus le nombre de
répétitions est grand, plus le risque d’'erreur est élevé.

Le domaine d'application des microsateliites est immense.

Chez 'homme, Dib et coll. (1996) ont proposé une cartographie du génome humain aprés
analyse de 5264 microsatellites polymorphes. Les microsateliites peuvent servir & établir
l'origine de différentes populations humaines (Shriver et coll. 1897).

D'autres ont établi une corrélation entre microsatellites et pathologie humaine. Ainsi
Kremer et coll. (1991) ont montré chez des sujets atteints du syndrome de I'X fragile qu'il
existait dans le chromosome X une région dite instable. Cette région, au niveau de 'ADN,
est constituée d'un trinuciéotide (CCG)n répété en tandem de fagon beaucoup plus
importante chez ies sujets atteints par rapport aux sujets sains, a l'origine de la fragilité de
cette région. De méme, Fu et coll. {1992) ont identifié¢ au niveau du locus corrélé 3 la
maladie de Steinert (ou dystrophie myotonique) un microsatellite dont le motif de base
(GCT)n est beaucoup plus répété chez les sujets atieints de cette maladie. D'autres
maladies neurologiques, plus rares, sont associées a une expansion du nombre de
répétitions de trinucléotides (CAG)n, dits instables, au sein de microsatellites comme la
maladie de Huntington (Rubinstein et coll. 1994), I'ataxie spinocérébelieuse de type 1 (Orr
et coll. 1993), l'atrophie héréditaire des noyaux pallido-dentato-rubriques (Koide et coll.
1994) ou encore la maladie de Machado-Joseph (Kawaguchi et coll. 1994),

51



En dehors de 'Homme, les microsatellites sont de plus en plus étudiés
essentiellement chez les eucaryotes. Dans le domaine de la Parasitologie, ils sont utilisés
entre autres pour typer les isolats d’Aspergillus fumigatus (Bart-Delabesse et coll. 1998),
de Trypanosoma cruzi (Oliveira et coil. 1998), de diverses espéces de Leishmania (Rossi
et coll. 1994), de Plasmodium falciparum {Su et coll. 1998) ou bien les vecteurs du
paludisme (Wang et coll. 1999) et plus récemment les souches de Cryptosporidium
parvum (Caccio et coll. 2000).

Le typage des isolats de T. gondii par la technigue des microsatellites ne repose
que sur l'étude de Costa et coll. (1997) realisée sur un échantilionnage important (71
isolats), mais qui n'utilise qu'un seul marqueur génetique (TUB 2) et dont le poiymorphisme
allelique est limite a deux alléles.

Nous avons donc utilisé la technique des microsatellites pour typer des

isolats de T. gondii, mais en faisant appel a plusieurs loci pour le typage et en ayant

pour but de mettre en évidence un plus grand polymorphisme.
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I- Objectifs de I'étude

Une technique de typage des isolats de 7. gondii, devrait répondre a plusieurs
criteres :

o criteres technigues : la technigue devrait étre simple & mettre en
ceuvre, réalisable sur n'importe quel préléevement, facilement interprétable (entre autre,
doit pouvoir identifier sans ambiguité deux alléles différents), reproductible, sensible et
spécifique.

. criteres génétiques : elle doit étre appliquée sur plusieurs loci ou
marqueurs génétiques, indépendants (au moins six). Le nombre d'isolats typés doit étre
suffisamment important pour pouvoir tirer des conclusions en terme de génétique des
populations. Le polymorphisme qu'elle détecte doit étre « malléable ». Il semble intéressant
gu’avec la méme technique, on puisse avoir a la fois certains margueurs peu polymorphes
et d’autres plus polymorphes,

Un faible polymorphisme permettrait de classer ies isolats parmi les 3 lignées
clonales existantes et de retrouver la corrélation entre lignée clonale et répartition
geographique, toxoplasmoses humaines et animales.

Si la méme technique peut étre appliquee a des marqueurs beaucoup plus
polymorphes, on peut envisager de typer individuellement les isolats ou Finger-printing, ou
de mettre en évidence une diversité génétique au sein d'un méme souche comme la
souche RH. Cela permettrait d'avoir un outil tres utile dans un contexte d’'épidémie, ol 'on
voudrait avoir la preuve que lisolat obtenu en pathologie humaine est ie méme que celui
isolé dans 'environnement. On pourrait egalement Putiliser pour mettre en évidence les
contaminations des prélévements par la souche RH entretenue dans le laboratoire
d’isolement. Ce pouvoir discriminant élevé de la méthode doit pouvoir distinguer deux
isolats différents dans le méme prélévement, c'est a dire pouvoir détecter les infections
mixtes chez 'animal, voire chez 'homme, mais aussi servir d'outil trés utile dans toute
expérimentation utilisant deux isolats différents de toxoplasme. Enfin, il existe peut étre un
margueur génétique corrélé a la virulence pour la souris, ou de fagon beaucoup plus
intéressante, a l'expression d'une forme cliniqgue particuliére chez I'homme, que la
technique doit pouvoir déceler. Notre technique de typage par PCR a partir de huit
microsatellites différents a pour ambition de répondre a ces critéres.
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i1- Matériel et méthodes

1- Stocks et isolats de Toxoplasma gondii

Nous avons type 93 stocks de Toxoplasma gondii

e 59 stocks proviennent de toxoplasmoses humaines dont ;

38 cas de toxoplasmoses congénitales (liste des stocks
correspondants dans 'annexe 1).

+ 19 cas de toxoplasmoses acquises (liste des stocks dans 'annexe 2)
dont:
» 12 cas chez des sujets immunodeprimés (dont 7 sidéens).

+7 cas chez des sujets immunocompetents (dont la souche RH).

2 cas pour lesquels nous ne disposons pas de renseignements
cliniques : Tg96 et Martin (annexe 3 bis).

e 23 stocks provenant de toxoplasmoses animales dont l'inventaire figure dans

annexe 3.

e 8 stocks de la souche RH entretenus dans différents laboratoires, et dont la

liste ainsi que l'origine figurent dans 'annexe 2.

e 2 stocks pour lesquels se posait le probléme d’une éventuelle contamination
au laboratoire par la souche RH : PER et GAY.

¢ 2 stocks sans le moindre renseignement : PMR et Wiktor {(annexe 3 bis).

En terme d’isolats, si I'on soustrait les stocks de la souche RH, ainsi que PER
et GAY, le chiffre est de 84. Ces 84 isolats ont tous été typés préalablement par analyse
isoenzymatigue (sauf MEZ) par Dardé ML dans le laboratoire de Parasitologie et Mycologie
du CHU Dupuytren a Limoges, et par PCR-RFLP pour 33 d’entre elles (Howe et Sibley
1996; Howe et coll. 1997). Les zymodémes de nos 84 isolats sont reporiés dans ies
annexes 1, 2, 3 et 3bis.
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2- Extraction de ’ADN

Les differents stocks de toxoplasmes dont nous avons extrait FADN étaient
cryoconserves dans 'azote liquide (avec du milieu essentiel minimum de Eagle ou MEM,
serum de veau foetal 10% et du diméthylsuifoxyde 10%) sous forme de :

- bradyzoites contenus dans des kystes présents dans des cerveaux
de souris infectées.

-tachyzoites cuitivés en cultures cellulaires (CRFK, F2002, MDBK,
1.929 ou P388-D1) ou dans du liquide d’ascite de souris infectées.

Certains stocks étaient conservés a - 80°C sous forme d’aliquotes de 500 000
tachyzoites par pl (15 yl par aliquote). Ces tachyzoites ont été cultivés selon la méthode
décrite par Dardé et coll. (1988a) avec des celiules de sarcome de souris (TG180) dans
les cavités péritonéales de souris, puis purifiés de toute cellule hote. Ces aliquotes ont
servi a l'analyse isoenzymatique de ces isolats dans le laboratoire de Parasitologie et
Mycologie du CHU Dupuytren & Limoges. Certains isolats ont été clonés grace a
I'isolement de kystes tissulaires par micromanipulation (Dardé et coll. 1988b).

Quelle que soit origine du toxoplasme, 'extraction de 'ADN a été réalisée
grace au QIA amp DNA Mini Kit® (QIAGEN Courtaboeuf, France) selon la procédure du
fabricant. Les ADN une fois extraits furent stockés & +4°C en attendant d’étre amplifiés par
PCR.

3- Choix des microsatellites

La recherche des microsatellites dans le génome du toxoplasme a été effectuée
grace au BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) en bénéficiant du programme
d’étude du génome du toxoplasme. Actuelilement, dans GenBank®, on dispose de prés de
13 000 séquences de génes et EST de T. gondii (12 551 au 7 mai 2000).

Ces séquences sont identifiables par leurs numéros d’accession GenBank® et
sont répertoriées dans le serveur de ia National Library of Medecine ou NCBI
(http://www.nchi.nim.nih.gov/htbinpost/Entrez/query?db=n&form=4&dispmax=100&field=or
gn&term=Toxoplasma).
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Nous avons recherché avec le BLASTN 1.4.7 dans le Toxoplasma Genome
Web (http://www.ebi.ac.uk/parasites/toxo/toxpage.html = Blast TOXQO) les séquences de
T.gondii qui contenaient des microsatellites (TG)n, (CT)n, (TA)n, (GC)n, (AAC)n, (AAG)n,
(AAT)Nn, (ACC)n, (ACG)n, (ACT)n, (AGG)n, (AGC)n, (AGT)n, (ATT)n, (GCG)n avec un
nombre de répétitions en tandem supérieur ou égal a trois.

Parmi le grand nombre de microsatellites retrouvés (pius de 200 séquences), 8
microsatellites a 2 nucléotides ont été sélectionnés sur la base d'un nombre suffisant de
répétitions en tandem (au moins 7) et sur la possibilité de disposer d’amorces permettant
de realiser une PCR : deux (TG)n, un (CT)n et cing (TA)n. Parmi ces 8 microsatellites, 2
sont retrouvés dans des introns de génes dont ia fonction est connue : celui codant pour la
myosine A et celui codant pour la béta-tubuline. Les 6 autres proviennent d’EST
(Expressed Sequenced Tags).

Les numéros d’accession GenBank® des génes et EST utilisés, avec leurs
définitions ainsi que les motifs de base des microsatellites figurent dans le tableau 4. Les
séquences des deux génes sont dans les annexes 4 et 5, celles des EST dans les
annexes 6 et 6bis. Dans ces annexes, la partie en gras correspond aux microsateliites et le
nombre de répétitions en tandem du motif de base est caractéristique de la souche

étudiée.
> daccession | Définition | Mot de
l- GenBank® base
l M20025 Géne de la béta-tubuline du tachyzoite de ia souche RH | (TG)n
Y17507 Gene de la Myosine A du tachyzoite de la souche RH (TG)n
I"_N'sosos ] TQEST2y20b09.11 TgRH dADNC de tachyzotte | (TAN |
| AA519150 TgESTZzz34e04.r1 TgME49 d’ADNc de bradyzoite (TAn
I W35487 TgESTzy77d12.r1 TgRH d’ADNc de tachyzoite. (CTin
N61191 TgESTzy27104.r1 TgRH d’ADNC de tachyzoite. (TAN
NB82375 TgESTzy52d03.r1 TgRH d’ADNC de tachyzoite. (TA)n
N83021 TgESTzy58¢09.r1 TgRH d’ADNCc de tachyzoite. (TAN

Tableau 4 : Numéro d’accession GenBank®_ définition et motif de base des microsatellites

des EST et genes sélectionnés
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4- Choix des amorces

Mis a part TUB2 pour lequel nous avons utilisé les amorces décrites par Costa
et coll. (1997}, nous avons recherché des amorces a partir des séquences présentées
dans les annexes 4, 6 et 6bis (parties soulignées dans les annexes) dans le but d’encadrer
la région comprenant les microsatellites pour Famplifier par PCR. Cette région, amorces
comprises, ne devait pas dépasser 200 nucléotides.

Le logiciel Geneworks® nous a permis de valider théoriquement le choix de nos
couples d'amorces en nous indiquant pour chaque amorce le pourcentage de bases G et
C, le Tm et g'ils passaient individuellement le test d'autocomplémentarité, mais également,
un test de dimérisation et un test de complémentarité entre les deux amorces. Enfin, le
logiciel nous indiquait le Tm de Ia région amplifiée qui devait obligatoirement étre supérieur
ou égal a 70 °C pour qu'il y ait amplification.

Dans chaque couple d’amorce, une des deux amorces a été coupiée en 5’ 3 un
fluorochrome pour permettre de mesurer la taille du produit de PCR avec le séquenceur
automatique. Les amorces 15637 Y 17507*, 36 N60608*, 58 W35487*, 139 N61191* 5
N82375* et 120 N83021* ont été couplées avec le 6-FAM (fluorochrome bleu). Les
amorces 698 M20025* et 137 AA519150” ont été couplées avec 'HEX (fluorochrome vert).

Les amorces ont été synthétisées par GibcoBRL Life technologies (Cergy
Pontoise, France) ou Perkin Eimer (Courtaboeuf, France).

Les séquences de ces amorces ainsi que leurs caractéristiques figurent dans
Pannexe 7.

5- Conditions de PCR

Dans nos 8 PCR, les conditions sont globalement les mémes mis a part les
températures d’hybridation et les volumes des différentes amorces a ajouter (dus aux
concentrations différentes des solutions méres).
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Pour un volume final de 20 i, voici quelles sont les conditions optimales que

nous avons trouvées :

10 mM de Tris HCi (pH 8,3 a température ambiante)

50 mM de KC!

1,5 mM de MgClI2

0,6 Unités de Tag Polymérase (Amersham Pharmacia Biotech, Orsay,

3

France).

- 0,2 mM de dATP, dCTP et de dGTP (Roche Diagnostics, Meylan, France).

- 0,4 mM de dUTP (Roche Diagnostics, Meylan, France).

- 4 pmol de chaque amorce.

- 5% de diméthyisuifoxyde ou DMSO (Prolabo, Nogent sur Marne, France).

- 0,2 Unités d'Uracii DNA Glycosylase ou UDG (Roche Diagnostics, Meylan,
France).

Les références de chaque réactif figurent dans 'annexe 8, les conditions de
PCR dans les annexes 9.

Il a été décidé de ne pas quantifier 'ADN utilisé pour les PCR : en effet la
plupart de cet ADN provient de bradyzoites contenus dans des kystes dans des cerveaux
de souris ou de tachyzoites issus de cultures cellulaires. Si I'on mesurait la quantité ADN
extrait par spectrophotométrie a 260 et 280 nm, on ne mesurerait donc pas que de FADN
extrait de toxoplasmes. Le volume optimal d'ADN a rajouter aux 17,6 ul de mix a été
évalué a 2,4 i soit 12% du volume final,

Le tampon 10X de la Taq polymérase Amersham fournit le Tris HCI, le KCl et le
MgCl2. Les dATP, dCTP, dGTP et dUTP sont contenus dans un mélange appeié dNTP.
Le volume d'eau a utiliser est la quantité suffisante pour 20 .

Les tubes utilisés pour la PCR furent soit des thermotubes 0,5 ml avec bouchon
plat ABgene® (Epsom, Royaume uni), soit des microtubes 0,2 mi avec bouchon bombé
(PolyLabo, Strasbourg, France).
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Différents thermocyclers furent utilisés en fonction des disponibilités, mais

toujours avec le méme programme :

. le DNA thermalcycler 480 Perkin Elmer (Courtaboeuf, France),
qui fonctionne avec des tubes de 0,5 m! et nécessite de I'huile car it n'a pas de couvercle
chauffant (2 gouttes d’huile minérale (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) au
dessus des 20 ul de melange reactionnel).

o le Genecycler thermalcycler (Biorad, lvry sur seine, France)
avec des tubes 0,2 ml. Ce thermocycler ne nécessite pas d’huile.

Chaque microsatellite a été amplifie séparément. Dans chaque série, un
contrdle négatif (2,4 ul d'eau a la place de 'ADN) a été ajouté pour mettre en évidence les
contaminations de PCR. Une fois amplifie, 'ADN doit &tre mis le plus rapidement possibie
a -20°C. On peut e conserver a cette température en attendant de réaliser 'électrophorése
de 'ADN sur gel d’'agarose.

6- Electrophorése sur gel d’agarose des produits PCR

Dans le double but de vérifier gue 'amplification de notre ADN a bien eu lieu et
d'estimer lintensité de cette amplification, nous avons fait migrer nos produits
d'amplification sur gel d'agarose de haute résolution, qualité biologie moleculaire
RESOPHOR (Eurcbio, Les Ullis, France).

L'électrophorése a été effectuée en gel d'agarose 2% en tampon Tris-Borate-
EDTA ou TBE (Tris-base 45 mM, acide boriqgue 45 mM, EDTA 1,25 mM ; pH 8,6) 1X
(solution mére TBE 10X Biorad, lvry sur Seine), aprés avoir incorporé dans le gel 2 pl de
bromure d'éthidium ou BET a 10 mg/mi (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France)
qui est un agent intercalant et fluorescent, ce qui permet de visualiser I'ADN dans le gel
sous un éclairage d'ultraviolets.
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Le gel a ensuite été coulé dans une cuve d'électrophorése MINICELL® EC370M
(Electrophoretic Gel System, St Petersburg, Floride, USA) avec un maximum de 12 puits
par gel :

- 11 puits sont réservés aux échantiions (dont un contient un
témoin négatif) : 7,5 ul ADN amplifié + 3 pl de bleu de bromophénol! dilué (bromophénol
0,25%, xyléne-cyanol 0,25%, glycérol 30% et 100 pi de TBE 1X).

- 1 puit est réservé au margqueur de poids moléculaire : 1,5 pl de
marqueur de poids moléculaire V (Roche Diagnostics, Meylan, France) + 6 pl de TBE 1X +
3 i de bleu de bromophénol dilué.

Nous avons fait migrer YADN amplifie¢ 25 minutes a 120 volts & l'aide d'un
générateur de champ électrique modéle PS 250/2,5 AMP (Hoefer Scientific instruments,
San Francisco, Californie, USA). Puis nous avons photographié le gel avec un film
Seikosha VP-15052S8 110mm / 21m (Seiko precision Inc, Japon) sous éclairage par ultra-
violets avec I'appareil FluoLink {Céra.Labo, Aubervilliers, France). L.a présence d’ADN est
visualisée par une bande fluorescente d'intensité variable sur le gel, dont la taille peut étre
estimée par comparaison a la migration de marqueur de poids moléculaire (distance de
migration des fragments d’ADN inversement proportionnelie au Log10 de leur taille).

Nous donnons un exemple, avec la photo 1, d'une électrophorése sur gel
d'agarose de 'ADN amplifié contenant le microsatellite de 'lEST N83021 de 7 stocks de T.

gondii.
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—» 184 pb
—» 124pb

Photo 1 : élecirophorése sur gel d’agarose 2% de 'ADN
de 8 stocks aprés amplification du microsatellite de
TEST N83021

Puits N°1 : stock RH 88
Puits N°2 : stock ccRH
Puits N°3 : stock RH Lyon
Puits N°4 : stock RH THU
Puits N°5 : stock TS4
Puits N°6 : stock P80
Puits N°7 : stock DEGR
Puits N°8 : Témoin négatif

V : Margqueur de poids moléculaire
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7- Electrophoréese de ’ADN ampiifié sur séquenceur automatique

Elle a été réalisée sur séquenceur automatique Abiprism® 310 collection 1.0
{Perkin Elmer, Courtaboeuf, France).

7-1 Principe

L'électrophorése de 'ADN amplifié dénaturé couplé & un fluorochrome bieu (6-
FAM) ou vert (HEX) s'effectue sur gel de polyacrylamide POP4 (Perkin Elmer,
Courtaboeuf, France) dans un capillaire 47 cm / 50 um pour analyse génétique POP4
(Perkin Elmer, Courtaboeuf, France).

Conjointement, migre un marqueur de poids moléculaire le Genescan® 350 red
dye labelled ou Rox 350 (Perkin Elmer, Courtaboeuf, France). Ce marqueur contient des
fragments d’ADN dénaturés de 50, 75, 100, 139, 150, 160, 200, 250, 300 et 350 bases.
Ces fragments sont coupiés a un fluorochrome rouge (ROX).

La détection des fragments d’ADN amplifiés et du marqueur se fait par mesure
de fluorescence en continu. Chaque fois qu'un fragment d’ADN, lors de sa migration,
passe devant le détecteur de fluorescence, I'appareil enregistre et quantifie un signal de
fluorescence dans le bleu ou le vert (ADN amplifié) ou dans le rouge (marqueur de poids
moléculaire) a un temps T de la migration.

Puis cest le logiciel GeneScan® Software Analysis 2.1 qui analyse toutes les
données enregistrées lors de la migration et nous donne une taille de 'ADN amplifié a une
base prés en comparant le temps T de la détection de 'ADN amplifié aux temps de
deétection des divers fragments de taille connue du marqueur.

Par exemple, si le fragment de 100 bases du marqueur est détecté 17,20 minutes
aprés le début de la migration, celui de 139 & 18,86 minutes et celui de 150 a 19,28
minutes et si notre ADN amplifié, grace a son fluorochrome couplé, est detecté 18,77
minutes apres le début de la migration, ie logiciel en déduira que notre ADN amplifié a une
taille de 136,57 bases soit 137 bases.
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Le logiciel nous indique tous les signaux de fluorescence détectés, leur intensité
de fluorescence ainsi que le temps T de leur détection apres le début de la migration. Ces
données sont également disponibles dans un graphigue avec des pics correspondant a la
détection de 'ADN amplifie (bleu ou rouge) et des fragments du marqueur (rouge).

7-2 Utilisation

Avant de faire migrer notre ADN amplifié fluorescent sur le séquenceur
automatique, nous reéalisons des manipulations dont voici la procédure pour un
echantillon :

Dans un tube a échantillon de 0,5 mi (Perkin Elmer, Courtaboeuf, France), il faut
ajouter 24 pl de formamide (Perkin Elmer, Courtaboeuf, France) et 0,5 pl du marqueur de
poids moléculaire ROX 350.

Le volume dADN amplifié a ajouter varie en fonction de l'intensité de la bande
obtenue sur gel d’agarose. Ceci se fait & I'oeil et nécessite une certaine pratique acquise
avec le temps. Ne sont traités que les ADN pour lesquels une bande visible a I'oeil nu est
observee sur la photographie du gel :

. Pour des bandes tres intenses, nous diluons 'ADN au 1/10
voire au 1/15 dans du formamide (1 ul dADN + 9 ou 14 ul de formamide). 1 | de cette
dilution est a rajouter au mélange formamide + ROX 350.

. Pour des bandes moyennement intenses, la dilution n'est plus
que de 1/5 ou 1/2 {on rajoute également 1yl de cette dilution).

. On peut aussi rajouter de 'ADN amplifié pur si les bandes sont
peu intenses : 1 ou 2 pl. Quand les bandes sont a la limite de la visibilité on peut aller
jusqu'3 .

Cette étape acquise avec expérience est fondamentale . une quantité d’ADN
trop importante donnera un signal de fluorescence trop intense difficilement interprétable.
inversement, une quantité d’ADN trop faible risque de se tfraduire par une absence de
signal de fluorescence. Le mélange Formamide + ROX350 + ADN dilué ou non,
préailablement bouché avec les septa pour tube a échantillon de 0,5 ml (Perkin Elmer,
Courtaboeuf, France) devra ensuite subir une dénaturation par chauffage a 94°c pendant
4 minutes dans le thermocycler PE 480,
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Aprés la dénaturation, les tubes doivent étre mis immédiatement dans de la
glace. Nos échantillons sont alors préts pour Pélectrophorése sur le séquenceur
automatique.

8- Analyse statistique des données

Une analyse statistique de 'ensemble des données a été réalisée par analyse

factorielle des correspondances grace au logiciel Genetix®.

9- Mise en évidence expérimentale d’infections mixtes chez la

souris

Nous avons réalisé des infections par ingestion de kystes de 2 souches
différentes chez des souris Swiss pesant entre 20 et 30 g et 4gées de 4 semaines, soit
simultanément, soita 1 h, 24 h, 72 h et 7 jours d'intervalle.

Deux souris infectées respectivement par le stock DEG et le stock NED ont été
sacrifiées pour récupérer leur cerveau. Les deux cerveaux ont été broyés séparément
dans 1 ml d'eau physiologique et examinés au microscope au grossissement 40 afin de
compter les kystes. Des dilutions en eau physiologique de ces cerveaux ont été effectuées
afin de disposer de suspensions & 10 kystes / 100 ul de chacun des deux stocks. Ces
suspensions ont été conservés pendant les 7 jours & +4°C.

A JO, nous avons fait ingérer, per os avec une sonde de gavage, & une souris
un mélange a part égale de NED et de DEG (100 ui de chaque suspension) afin de réaliser
une infection mixte concomitante.

Toujours a JO, nous avons fait ingérer per 0s a 4 souris 100 yi de la suspension
NED et & 4 autres souris 100 Jl de la suspension DEG. Chacune de ces souris infectée a
JO par un stock va étre infectée par lautre stock (avec 100 ul de la suspension
correspondante per 0s) 1 heure, 1, 3 et 7 jours plus tard.

Un mois apreés ces coinfections réaliseées soit simultanément, soit & 1 heure, 1, 3
et 7 jours d'intervalle, nous avons sacrifié les souris, extrait IADN du cerveau pour

'amplifier par PCR avec le microsatellite N60608.

65



Il Résultats

1- Résultats de la PCR et de I'électrophorése des produits PCR

amplifiés sur séquenceur automatique

Nous avons pu ampilifier par PCR les 8 microsatellites pour chacun des 93
stocks et ce, quils aient pour origine des bradyzoites de kystes cérébraux chez des souris
infectees ou des tachyzoites dans des cultures cellulaires, liquides d'ascite ou purifiés.
Aprés électrophorése de 'ADN amplifié des 8 microsatellites des 93 stocks, nous avons
dans tous les cas détecté un signal de fluorescence permettant de mesurer en nombre de
bases la longueur ou taille de 'ADN amplifié dénaturé. Les résultats complets du typage de
nos 93 stocks avec les 8 microsatellites sont reportés dans 'annexe 10.

Pour ce qui est de notre mise en évidence expérimentale de linfection mixte
chez la souris, nous avons obtenu dans tous les cas une amplification positive & partir des
cerveaux, et des pics de fluorescence (1 ou 2) aprés passage sur séquenceur
automatique.

La reproductibilité de la technique a été évaluée a plusieurs niveaux. Nous
avons observé la méme taille du produit PCR pour un microsatellite donné d'un méme
stock :

¢ guand I'ADN amplifié était passé plusieurs fois sur le séquenceur
automatique dans la méme série d’électrophorése ou dans une série différente.

® 2 partir de plusieurs séries de PCR d'un méme ADN extrait.

® a partir dADN extraits & plusieurs reprises d’'une source unigue (soit
cerveaux, soit cultures soit ascites).

® 3 partir ’ADN du méme stock mais extrait de sources différentes (cerveaux,
cultures cellulaires et ascites).

e a partir ADN du méme stock, mais issus de stabilats différents
cryoconserves a des années d'intervalle.
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Dans les cas ou plusieurs pics de fluorescence étaient détectés, n'a été pris en
compte que le signal présentant l'intensité de fluorescence la plus élevée.

La plupart du temps, la longueur en base indiquée par le logiciel GeneScan®
était un nombre & virgule. Nous avons arrondi au nombre supérieur ou inférieur selon que
ce nombre était pair pour les microsatellites de la béta-tubuiine, N677191 et AA519150 et
impair pour les autres microsatellites.

Pour un stock donné, la longueur en bases obtenue pour un microsatellite est
un allele de ce microsatellite. Nous donnons un exemple d'analyse par le logiciel
GeneScan® dans la figure 2 pour le stock CHAMON, ol 3 pics de fluorescence bleus ont
ete observes avec le microsatellite N60608.

Les caractéristiques de ces trois pics sont reportés dans le tableau 5. On voit
que le pic dont l'intensité de fluorescence est la pius élevée a été détecté a 17,60 minutes.
Ce pic se détache nettement des deux autres pics parasites comme on peut le voir dans la
figure 2. C'est donc ce pic qui nous donne la longueur en bases du produit PCR obtenu
aprés amplification de I'ADN contenant le microsatellite de F'EST N60608 du stock
CHAMON. Il suffit ensuite d’arrondir au chiffre supérieur impair pour conclure que le stock
CHAMON possede 'aliele 135 dans le microsatellite N60608.

I Temps de détection (minutes) W Fluorescence (intensité)
17,52 132,39 23602
17,65 133,35 11720

I 17,60 134,51 67205

Tableau 5 : données GeneScan® du stock CHAMON pour le microsatellite N60608
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ABIL GeneScan Analysis 2.0.2 GeneScan™ Project-10/12/98 Display-46

l .80 .90 .100 ’110 .120 .1 30 .140 l1 50 .160 .170 .130 .190
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700_ J\[\
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[E][®] 43 R: ChamonNe11/12/98 43 B: ChamonNe11/12/98
Dye;;Sa:mple Minutes Size Peak Height Peak Area Data Point
ea

i 43R, 1 15.23 75.00 710 5571 4152
ij 43R, 2 16.23 100.00 730 5873 4424
i1 43R, 3 17.77 139.00 651 5382 4844
i 43R, 4 18.15 150.00 691 5408 4948
il 43R, 5 18.50 160.00 701 5773 5044
1 43B, 1 17.52 132.39 2751 23602 4776
1 43B,2 17.55 133.35 1629 11720 4786
1 43B,3 17.60 134.51 5597 67205 4798

Figure 2 : données analysées par le logiciel GeneScan® aprés

électrophorése sur séguenceur automatigue de ’ADN amplifié par PCR contenant le
microsatellite de 'EST N60608 du stock CHAMON
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2- Typage génétique de la population giobale

En fonction du polymorphisme aliélique (tableau 6), nous avons 3 sortes de

margqueurs :

L 3 microsatellites sont peu polymorphes : 2 a 4 ailléles pour TgM-
A, TUB2 et 'TEST W35487.

* 3 microsatellites sont moyennement polymorphes : 7 alléles
pour 'EST N60608 et 10 alleles pour les EST N82375 et N83021.

e 2 microsatellites sont trés polymorphes avec 16 alléles pour
'EST AA5719150 et 15 pour 'EST N67171917.

Microsateliite Nombre m-?;illes du produit ]
d'alleles PCR (extrémes)
— o Tuez | 3 | 1221%pb
waseer |2 | es-101pb
CTgMAL | 4 ;115-121 pb

T N60608 7| 131-145pb
N82375 10 107-131 pb
N83021 10 125-161 pb

AALT97150 134-170 pb

N671971 120-160 pb

Tableau 6 : polymorphisme alléligue des huit microsatellites

L'association des 8 marqueurs permet de différencier au sein des 93 stocks 77
génotypes différents démontrant le pouvoir discriminant élevé de cette technique. Mais,
cette technique permet malgré tout de déterminer au sein de la population étudiée des

groupes génotypiques particuliers.
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Avec les 3 microsatellites les moins polymorphes (respectivement TUB?2,
W35487 et TgM-A), on peut classer la majorité de nos isolats (85,7%) en 3 groupes
principaux, appelés génotypes ou groupes uSAT, corrélés étroitement avec ceux décrits
par PCR-RFLP ou par zymodémes (tableau 7) :
® Le groupe WSAT 1 est caractérisé par 'association des alléles
126 (TUBZ2), 101 (W35487) et 121 (TgM-A) et comprend 12 isolats soit 14,3%.

e Le groupe uSAT Il est caractérisé par Passociation des alléles
124 (TUBZ2), 95 (W35487) et 119 (TgM-A) et comprend 49 isolats soit 58.3%.

o Le groupe pSAT Il est caractérisé par 'association des alliéles
124 (TUBZ2), 95 (W35487) et 117 (TgM-A) et comprend 11 isolats soit 13,1%.

Zymodéme Groupe| TUB2 W35487 | TgM-A isolats
HSAT
21 I
Z2 et Z4 !
23,76 etZ8 iH
Z1 1Ny
Z25,79,Z10etZ111 WK
22
Z7
212

Alléle typique du groupe uSAT Il
Aliele typique du groupe pSAT il
Aliéle atypique

Tableau 7 : combinaison des alléles des 3 microsatellites les moins polymorphes en

groupes USAT et répartition dans ces groupes des 84 isolats
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Ainsi seul le géne de la myosine possede 3 alleles qui sont chacun spécifiques
d’'un des trois groupes principaux. Les deux alléles du géne de la béta-tubuline (126 et
124), ainsi que les deux alléles de 'EST W35487 (101 et 95) permettent de différencier
uniquement le groupe | des groupes |l et iil.

Il existe également des isolats pouvant correspondre a des recombinaisons
~ entre le groupe | et le groupe lli :

o dune part, un sous-groupe WSAT | / Il constitué de 5 isolats
classés par les méthodes usuelles en type | (PCR-RFLP) ou zymodéme 1 et qui présente
un profil 126-101-117, c’est a dire 2 alléles typiques du groupe | et un alléle typique du
groupe lll. Il s'agit des isolats DPHT, FOU, DUCH, GPHT et WIKTOR.

o d'autre part, un deuxiéme sous-groupe USAT Il / | présente un
profil plus proche du groupe Il : il est constitué de 4 isolats dont le profil (126-95-117)
comporte une majorité d'alléles du groupe lil. Ce sous-groupe correspond a des isolats
dont le zymodéme est atypique et unique : Z5 (MAS), Z9 (P89), Z10 (P80) et Z11
(SSI119).

o Un sous-groupe uSAT Il / | constitué d’un seul isolat de zymodéme

Il, présente deux alleles du groupe |l et un alléle typique du groupe I Il peut donc
correspondre a une recombinaison entre le groupe Il et le groupe {. Il s'agit de lisolat
GANGIL.

Deux autres groupes sont constitués par des isolats unigues aux profils
microsatellites atypiques et dont les zymodemes sont également atypiques :

e Un groupe WSAT IV constitue de lunique isolat CAST (Z7)
possede un alléle du géne de la béta-tubuline (122) uniquement rencontré chez cet isolat.

o Un groupe MSAT V constitué de l'unique isolat VAND (Z212)
posséde un allele du gene de la myosine (115) uniqguement rencontré chez cet isolat.
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Dans notre population de 84 isolats, on voit d’apres la figure 3, que le groupe I

est largement prépondérant (58,3%).

1001
90f
80
70F
60
50
40
30
20
10

0

Pourcentage

(=] mi Wi gi/m @/ |mn/1 mvo @mv

Groupe uSAT

Figure 3 : fréquence des groupes USAT dans notre population globale de 84 isolats

Ces séparations en difféerents groupes sont bien visualisées par l'analyse
factorielle des correspondances sur 'ensemble des huit microsatellites effectuée a l'aide
du logiciel Genetix® dont une représentation graphique de [l'analyse factorielle des

correspondances se trouve dans la figure 4.
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Les isolats de zymodéme 1 sont nettement différenciés de tous les autres
isolats. Au sein des isolats de zymodéme 1, on distingue aisément le groupe uSAT | du
sous groupe de 5 isolats correspondant a une recombinaison entre les groupes uSAT | et
lll. C’est la premiéere fois que I'on peut mettre en évidence deux sous-groupes parmi les
isolats de type | ou zymodéme 1. Les isolats des zymodémes 2 et 4 sont rassemblées au
sein du groupe PUSAT Il. Les isolats de zymodéme 3 sont réunis dans le groupe uSAT Il
situé entre les groupes pSAT | et Il.

Les isolats correspondant aux zymodémes atypiques apparaissent satellites du
groupe pSAT Il sauf RUB (Z6) apparenté au groupe uSAT Il. Les isolats VAND (Z12) et
surtout CAST (Z7) se distinguent nettement des trois groupes uSAT principaux.

P 3 (G EE Y

Figure 4 : représentation graphique de I'analyse factorielle des correspondances

réalisée par le logiciel Genetix® & partir des données du génotypage de huit microsatellites

pour 93 stocks de Toxoplasma gondii
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3-Typage genétique et répartition géographique

3-1 Pays d’origine

Nous avons pu avoir des renseignements sur le pays d’origine d’isolement pour 80 de nos
isolats (tableau 8)

Pays Toxoplasmose 'F-Toxopiasmoge Toxgﬁrgsmose Isolats
d’origine humaine humaine animale
congénitale autre
France T-“ 10 T 8 T 54 1
Belgique 1 3 4
Hollande 1 1
Angleterre 1 2 3
Allemagne 1 1
Danemark 1
. Argentine. 1
TUnguay | | % 2 T 3
?'Gi_tyai_ne:-Fr.'L " RTINS I 2 : o 2
I" Total 38 T 33 T @

Tableau 8: répartition des isolats en fonction des pays et de teur origine
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Comme on peut le voir sur la figure 5, la grande majorité de nos isolats proviennent
d’Europe (80%) et notamment de France (67,5%).

Le reste de nos isolats proviennent pour une part des USA (12,5%) et pour une autre part
d’Amérique du Sud (7,5%).

Pourcentage

Répartition glographique

Figure 5 : répartition des isolats entre I'Europe (dont la France), les USA et '’Amérigue

latine
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3-2 Répartition des génotypes dans les différents pays

On voit dans le tableau 9 que I'on trouve des isolats des trois groupes uSAT
principaux (1, Il et lll) aussi bien en Europe, gu’aux USA ou encore en Amérigue du Sud.

En revanche, les génotypes atypiques (groupe IV et V) proviennent uniquement
d'’Amérique du Sud pour ce qui est de notre échantillonnage de deux isolats.

Pays uSat | pSat uléat pSat | uSat | uSat | uSat | uSat
d'origine i il i Vi g n | v Vv
 France | 6 | 38 | 6 | 3 | 11 | |
Belgique 2 1 1
Hollande 1
Angleterre 3
I Allemagne 1
Danemark

~ Argentine ‘|

~Uruguay. | S [ Py
GuyaneF U £ 5 R e TR
~Total 10 48 | 11 4 2 | 1 1 1

Tableau 9 : répartition des génotypes USAT en fonction des pays
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On voit d’aprés la figure 6, que la répartition des groupes uSAT en France est a
peu de choses prés la méme que celle observée dans notre population globale de 84
isolats (figure 3).

La difference de pourcentage de type Il entre les isolats provenant de France
(70,4%) et les isolats de la population globale (58,3%) n'est pas significative (p = 0,15).

W pSat |

100 W pSat i
" M pSat il
o O pSat VIl
.‘? 60 H pSat VI
o
(&)
S5 40
o]
o.
20
0

France

Figure 6 : répartition des génotypes uSAT des isolats provenant de France
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4- Typage génétique et toxoplasmose

Nous avons réparti ies 59 isolats d'origine humaine (toxoplasmoses acquises et

congénitales) et les 23 d'origine animale en fonction de leur groupe USAT dans le tableau
10.

isolats | pSat | pSa-'t" .1 pSat | puSat | uSat | pSat | uSat | uSat
Cowe om | oma | oum | omjow | v
ToRoFASVOSES | T 36 | 6 | 1 ] 4 | 1 1
HUMAINES 100% | 17% 61% 101% | 1,7% | 6,8% | 1,7% 1,7%
congénitales 38 7 [ 2| 3 1 3 1
| 100% | 18,5% | 65,8% | 7,9% | 26% | 2,6% |26%
acquises 19 2 | 10 3 3 1
100% | 10,5% | 52:6% | 15,8% 15,8% 5,3%
h TOXOPLASMOSES | 23 | 1 | 13 ] 5 | 3 1
ANIMALES 100% | 4,3% 566% 21,8% | 13% 4,3%
i - S

Tableau 10 ; repartition en groupes USAT des isolats provenant de toxoplasmoses
humaines (congénitales et acquises) et animales,
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On voit dans la figure 7 que, la encore, le groupe PSAT Il est majoritaire, que
les isolats soient d’origine humaine ou d’origine animale (sans différence significative entre
les deux: p =0,7).

La plus grande fréquence d'isolats de groupe uSAT Il dans les toxoplasmoses
animales (21,8%) par rapport aux toxoplasmoses humaines (10,1%) n'est pas
statistiqguement significative (p = 0,15).

100;
] ml mil o mi gl miian
o &0
S
£ 60
8 f
5 40
8 i
20/
o

Toxoplasmoses humaines  Toxoplasmoses animales

Figure 7 : fréequence des groupes uSAT dans les isolats d’origine humaine et animales
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Nous avons comparé dans la figure 8 la fréquence des trois groupes uSAT
principaux dans les toxoplasmoses humaines acquises et congénitales versus
toxoplasmoses animales.

La plus grande fréquence d’isolats des groupes WSAT | et Il dans les
toxoplasmoses humaines congénitales (respectivement 18,5% et 65,8%) par rapport aux
toxoplasmoses humaines acquises (respectivement 10,5% et 52,6%) n'est pas
statistiquement significative (respectivement p = 0,36 et p = 0,33).

De méme la plus grande fréquence d'isolats de groupe Il dans les
toxoplasmoses animales (21,8%) par rapport aux toxoplasmoses humaines congénitales
(7,9%) ou acquises (15,8%) n'est pas statistiquement significative (respectivement p =
0,12 et p = 0,46).

100, B Toxo acquises
@ B Toxo congénitales
o 8o} !
= B Toxo animales
t 60}
&
= 40
S
a  20f
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I I i
Groupe uSAT

Figure 8 : fréquence des trois groupes uSAT principaux dans les toxoplasmoses humaines

acquises et congénitales versus toxoplasmoses animales.
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4-1 Typage génétique et toxoplasmoses congénitales

Parmi nos 38 cas de toxoplasmoses congénitales, nous avons différencié les 36
cas pour lesquels nous avions des renseignements cliniques, en fonction du devenir de
linfection : 5 isolats correspondent & des formes mortelles, 9 & des formes ayant entrainé
des interruptions medicales de grossesse ou IMG, 18 a des formes asymptomatiques ou
bénignes et 4 correspondent a des cas particuliers sans infection. L'inventaire de ces
isolats, la date et le pays d'isolement, les |ésions organiques associées, la date présumée
de I'infection maternelle, ainsi que leur appartenance a une de ces formes cliniques sont
reportées dans 'annexe 1.

Nous avons essayé de corréler les différentes formes de toxoplasmoses
congénitales aux génotypes définis par l'association des trois microsatellites les moins
polymorphes ou groupes SAT (tableau 11 et figure 9), mais aussi aux génotypes définis
par 'association des huit microsatellites (tableau 12).

Isolats

Toxoplasmoses 36

l congénitales (100%) (19.5%) (8,3%) (2,8%) (2,8%)
asymptomatiques 18 2 1 0
(100%) (11,1%) {5,6%)
mortelles 5 1 0 0 0
{100%) (20%)
Interruption Médicale 9 2 1 0 1
de Grossesse (IMG) § (100%) (22,2%) {11,1%) {11,1%)
pas d'infection 4 4 0 0 0
(100%}) (100)%

Tableau 11 : repartition des groupes uSAT en fonction des différentes formes de

toxoplasmoses congénitales humaines
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La plus grande fréquence d'isolats du groupe PSAT Il (Figure 9) dans la
population d'isolats ayant entrainé des formes asymptomatiques (83,3%) par rapport a
celle ayant entrainé des IMG (55,6%) n'est pas statistiquement significative (p= 0,13).

Il apparait nettement dans la figure 9 que les quatre isolats provenant de
placenta et n'ayant pas entrainé de toxoplasmose congénitale chez I'enfant appartiennent

tous au groupe uSAT |.

B Formes asymptomatiques
B Formes mortelles

B IMG

O Pas d'infection

100
80
60
40
20

0

Pourcentage

Groupes uSAT

Figure 9 : frégquence des principaux groupes USAT dans les différentes formes de
toxoplasmoses congénitales humaines.

Si on analyse dans le tableau 12, les génotypes obtenus avec les 8
microsatellites pour chaque isolat responsable de toxoplasmose congénitale, on s'apergoit
qu'il 'y a pas d'alléle spécifique de la toxoplasmose congénitale. De méme, dans chaque
forme clinique (asymptomatique, mortelle ou ayant entrainé une IMG), on constate que
pour chaque microsatellite, la majorité des alleles sont représentés : il n’y a pas la non
plus, d’alléles ou de génotypes spécifiques d’'une des formes cliniques de toxoplasmose
congénitale. En revanche, dans les 4 cas sans infection de groupe uSAT |, on remarque
une trés grande homogénéité génotypique. lls ont des alléles identiques dans 6
microsatellites sur 8. Les différences ne se situent qu’au niveau des microsatellites N82375
et N83021 ol le polymorphisme ne dépasse pas 2 alléles. Deux de ces quatre isolats ont

des génotypes strictement identiques : PIL et FAJL.
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W35487

N60608

N §£3 75

NB3021

AA518150 ] ESAT

135
133

109
109

133
133

146
138

135

LGE97-3
NED. - .
"CRO . -
DEG .
D SZY
GRE98-1 .
CHAMON-. -
. CAL
REN'
PSP1 :
. MEZ
- LGE9s-1 -
© PRE
- PON -
LGE94-2
- DAS -
ROD 7.
GPHT -
ENT
PiL

P

Sans renseignements cliniques
Formes mortelles

Formes ayant entrainé une IMG
Formes asymptomatiques ou bénignes

Pas d'infection

Tableau 12 ; répartition des génotypes issus de ia combinaison des 8 microsatellites dans

les isolats des différentes formes de toxoplasmose congénitale humaine.
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4-2 Typage génétique et toxoplasmoses acquises

Parmi nos 19 cas de toxoplasmose acquise humaine, nous connaissons le
statut immunitaire du patient dans 18 cas. Nous avons écarté la souche RH pour laquelle,
nous n'avons pas de renseignements sur le statut immunitaire de I'enfant chez qui a été
isolee cette souche.

Six isolats ont été obtenus chez des sujets & priori immunocompétents et 12
chez des immunodéprimés. Parmi les causes dimmunodépression, le SIDA est
responsable dans 7 cas. Linventaire de ces isolats, leur répartition selon le critére du
statut immun, leur clinigue prépondérante et la date et le lieu de leur isolement sont dans

fannexe 2.

Nous avons essayé de corréler les différentes formes de toxoplasmoses
acquises aux génotypes définis par l'association des trois microsatellites les moins
polymorphes ou groupes USAT (tableau 13 et figure 10), mais aussi aux génotypes
définis par 'association des huit microsatellites (tableau 14).

On voit dans le tableau 13 que le groupe uSAT il est prépondérant quelle que
soit la forme de toxoplasmose acquise (a part dans le groupe des immunodéprimés autres
que SIDA, mais I'échantillonnage est trop faible pour pouvoir tirer fa moindre conclusion).

- lsolatsmmmu—
I ] il
e
IMMUNOCOMPETENTS 6 3 1
100% 50% [16,7% | 16,7% 16,7%
IMMUNODEPRIMES 12 1 7 2 2
100% J 8,3% | 58,3% | 16,7% | 16,7%
SIDA 7 1 5 1
100% §14,3%{71,4% | 14,3%
AUTRES 5 2 1 2
100% 40% | 20% | 40%

Tableau 13 : répartition des isolats en groupes USAT dans les différentes formes de

foxoplasmoses acquises
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La plus grande fréquence du groupe uSAT Il (figure 10) dans la population
d’isolats provenant de patients atteints du SIDA (71,4%) par rapport aux
immunocompeétents (50%), a I'ensemble des patients ayant une toxoplasmose acquise
(562,6%), a 'ensemble des toxoplasmoses humaines (61%) ou animales (56,6%) n’est pas
statistiguement significative (p = 0,41; p = 0,34; p = 0,46; p = 0,40).

100, B Immunocompétents
l SIDA
8) 80r B Immunodéprimés
i autres
t 60
@
% 40}
o 20}
0

l ! i it

Groupes uSAT

Figure 10 : fréquence des principaux groupes USAT dans les différentes formes de
toxoplasmose acquise.
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On voit d’aprés le tableau 14 qu'il n'y a pas d'alléle spécifique d'une des formes

de toxoplasmose acquise en fonction du statut immunitaire dans aucun des huit

microsatellites.

STOCK | TUB2 | W35487 | TgM-A | N60G08 | N82375 | N83021 | N67191| AA519750 | iSAT
RUB 124 95 117 137 107 133 120 136 W
MILIS 124 95 119 135 107 133 132 136 i
JONES | 124 95 119 137 109 131 132 142 I
DEGR | 124 95 119 141 109 131 122 134 I
VAND | 126 95 145 137 109 129 126 154 Vv

2 SIDA

Immunocompétents

“f Autres causes d'immunodépression

Tableau 14 : répartition des génotypes issus de la combinaison des 8 microsatellites dans
les isolats des différentes formes de toxoplasmose acquise

4-3 Typage génétique et toxoplasmoses animales

Nous avons différencié notre population de 23 isolats d'origine animale en

fonction de espéce animale d'corigine : moutons (8 isolats), porcs (7 isolats), chats (3

isolats), un bovin, un lapin, un cobaye, un poulet et un singe.

L'inventaire de ces isolats, 'espéce animale chez laquelie ils ont été isolés, la

clinique ainsi que la date et lieu d'isolement sont reportés dans 'annexe 3.
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Nous avons essayé de corréler des génotypes définis par 'association des trois
microsatellites les moins polymorphes ou groupes pSAT (tableau 15 et figure 11), ou des
génotypes définis par l'association des huit microsatellites (tableau 16) a une espéce
animale donnee.

On voit, que d'aprés le tableau 15, nous n‘avons qu'un seul isolat de groupe
MSAT | dans nos cas de toxoplasmose animale. Cet isolat, CT1, a été isolé chez I'unique
bovin de notre population d’animaux.

Mis a part le groupe uSAT |, on trouve des isolats de groupe uSAT Il chez
différentes espéces animales, aussi bien chez le mouton, le porc, le chat, le lapin, le
cobaye ou encore le singe. De méme, on trouve des isolats de groupe puSAT Il chez le
mouton, le porc, le chat ou encore le poulet. Ainsi une espéce animale donné peut
héberger différents génotypes.

Parmi notre population globale de 84 isolats, 4 sont des recombinants de
groupe lll/l. On voit que la majorité (3 sur 4) ont été isolés chez le porc.

ANIMAUX Isolats uSat pSat pSat pSat pSat_
| i i HiA iv
MOUTONS 6 1 1
75% 12,5% 12,5%
I PORCS 7 3 1 3
100% 42,8 14,4% 42 8%
CHATS 3 1 2
I 100% 33,3% | 66,6%
LAPIN 1 1
COBAYE 1 1
] POULET 1 1
i SINGE 1 1
I BOVIN 1 I 1
L

Tableau 15 ; répartition des isolats en groupes uSAT dans ies toxoplasmoses animales
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La plus grande fréquence d'isolats de groupe uSAT Il (figure 11) chez les
moutons (75%) par rapport aux porcs (42,8%) n'est pas statistiquement significative (p =
0,23).

B Moutons
1°°F

80t
60
40¢
20

B Porcs

B Autres
animaux

Pourcentage

Il 1] /1 I

Groupes uSAT

Figure 11 : fréquence des principaux groupes uSAT en fonction de 'espéce animale
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On constate d'aprés le tableau 16, qu'il n'y a pas d'alléle spécifique d'une
espéce animale donnée dans aucun des huit microsatellites.

Mais le pouvoir discriminant élevé du typage par les huit microsatellites montre
que S1 et S1K isolés chez le méme animal ont deux génotypes différents, et détecte deux
alleles différents avec les microsatellites N60608, N82375, N83021, N61197 et AA519150
pour lisolat S3K. En fait l'isolat S3K est constitué de deux génotypes différents dont un
correspond au génotype de l'isolat S3. S3 et S3K ont, comme S1 et S1K, été isolés chez le
méme animal.

STOCK TUB2 | W35487 I.m']"g,?l/]-ﬁft N60608 | NB82375 | N83021 | N671191 | AA519150 | uSAT

L8819
2 P89
CHA1
CEP
CH2

Cb6 124 a5 117 141 108 133 124 142 i
SQM 124 95 119 135 109 133 130 170 |
76K 124 95 119 137 121 131 136 134 "
BEV 124 95 119 137 121 131 136 134
CT-1 126 101 121 139 117 127 122 142

§Moutons
B Porcs
N Chats
Autres animaux

Tableau 16 : répartition des génotypes issus de la combinaison des 8 microsatellites dans

les isolats d'origine animale
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5- Typage génétique des stocks de la souche RH

On voit dans le tableau 17 que les 3 microsatellites les moins polymorphes
donnent avec les 8 stocks les mémes alleles 126-101-121, ce qui les classe tous dans le
groupe uSAT |.

Le microsatellite N82375 moyennement polymorphe, mais surtout le
microsatellite pourtant trés polymorphe N67797 ne permettent pas de différencier les 8
stocks de la souche RH. En effet ils possédent tous pour ce dernier microsatellite I'alléle
122 (qui est d'aifleurs 'alléle le plus fréquemment rencontré au sein des stocks de groupe

.

Ce sont les microsatellites moyennement polymorphes N83021 et N60608 (3
alleles), mais surtout le microsatellite le plus polymorphe AA579150 avec 4 alléles qui
permettent d'individualiser parmi les 8 stocks de la souche RH 6 génotypes différents et
confirme donc la diversité génétique de la souche RH & travers ses différents stocks
entretenus dans des laboratoires divers.

Les stocks PER et GAY isolés a Lyon présentent exactement le méme
génotype avec les huit microsatellites que la souche RH entretenue a Lyon,

W_[TUBQ W35487 | TgM-A | N60608 Nazsrsﬂmwm
T RALm | 754 1128 | 101 | 121 | 138 | 117 | 127 | 122 142
RHLyon |RH Toul] 126 | 101 | 121 | 139 | 117 | 127 | 122 144
GAY, PER
ccRH 126 | 101 | 121 | 139 | 147 | 141 | 422 142
RHB8 126 | 101 | 121 | 141 | 147 | 127 | 122 142
RH THU 126 | 101 | 121 | 145 | 147 | 429 | 122 136
RH PSP 126 | 101 | 121 | 145 | 117 | 129 | 122 138
S— - N

Tableau 17 : génotypes des 8 stocks de la souche RH et des 2 isolats PER et GAY
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6- Génotypes identiques

On voit dans le tableau 18 que sur ies 93 stocks étudiés, seulement 11
genotypes sont communs & au moins deux stocks avec nos huit microsatellites.

Les stocks aux génotypes identiques ont pour origine aussi bien des cas de
toxoplasmoses humaines congénitales ou acquises que des toxoplasmoses animales. I} a
été mis en évidence également des génotypes communs a des stocks d’origine humaine et

animale.
STOCKS TUB |W35] Tg | NGO | N82 | N8 | N&T | AAST | udat
2 |487 | M-A | 608 | 375 | 021 | 191 | 9150
" s—
RHLyon RHTo 101] 121 | 139 | 117 | 127 | 122 | 144 | |

R 4 126 11014 121 {139 | 117 | 127 | 122 | 142 |
F Adi: 126 | 101 121 1139 117 | 129 | 122 | 144 f
126 | 1011 121 (141 | 117 | 127 | 122 | 142 !
124 | 95 | 119 | 1371 113 | 131 | 134 | 138 H
1241 97 | 119 | 135 111 ] 131 ] 134 | 136 il
1241 95 | 119 | 135 113 | 131 [ 124 | 140 i
124 | 956 | 119 | 135|121 | 131 | 134 | 136 I
124 | 95 | 119 | 137 | 121 | 131 | 136 | 134 H
: 124 | 95 | 117 | 141|109 | 133 | 126 | 144 |
1126 65 | 117 | 137 | 109 | 135 | 122 | 138 HIf

A

e
o0

Stocks de la souche RH

] Stocks isolés dans des toxoplasmoses humaines congénitales
ERNIEEEENNY Stocks isolés dans des toxoplasmoses humaines acquises

§ Stocks isolés dans des toxoplasmoses animales

Tableau 18 : stocks ayant des génotypes identiques avec les huit microsatellites.
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7- Mise en évidence expérimentale d’une infection mixte chez la

souris

Les deux isolats utilisés pour linfection mixte présentent des alliéles bien
différenciés avec le microsatellite N60608 :

e 133 paires de bases pour DEG.

® 141 paires de bases pour NED.

Les données analysées par le logiciel GeneScan® aprés électrophorése sur
sequenceur automatique de 'ADN amplifié par PCR contenant le microsatellite de 'EST
N60608 des stocks DEG et NED a partir de cerveaux de souris coinfectées par ces deux
stocks, nous ont permis de retrouver 2 pics de fluorescence a 133 et 141 pb correspondant
respectivement a la souche DEG et a la souche NED dans les cerveaux de souris
infectées simuitanément et 1 heure, 1 jour et jusqu’a 3 jours aprés linfection initiale (et ce,
que Finfection initiale ait été réalisée avec DEG ou avec NED).

En revanche nous n'avons détecté qu'un seul pic de fluorescence dans les
cerveaux de souris infectées 7 jours apres l'infection initiale :

e & 133 pb quand l'infection initiale a été faite par DEG.

*  a 141 pb quand Finfection initiale a été faite par NED.

Nous avons pu donc montrer la présence d'une infection mixte chez les souris
infectées simultanément, a une heure, un jour et au maximum a trois jours d'intervalie.

La figure 12 montre la présence des 2 stocks NED et DEG dans ie cerveau de
la souris coinfectee simultanément par ces deux stocks a JO.
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DEG a | NED
ww |
A M_MWMJL“J‘ tf‘i Jﬁ- .l
Temps de détection __m__- Intensité de 1
(minutes) (en nombre de bases) fluorescence
ROX 75 386
ROX 100 15,28 100,00 410
I ROX 139 16,71 139,00 446
ROX 150 17,06 150,00 448
ROX 160 160,00 455
[ 132,40 —m__l
140,57 3895 I

Figure 12 : données analysées par le logiciel GeneScan® apres électrophorese

sur seéquenceur automatique de 'ADN amplifié par PCR contenant le microsatellite de
TEST N60608 des stocks DEG et NED a partir d’'un cerveau d’'une souris coinfectée

simultanément par ces deux stocks a JO
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V- Discussion

1) Choix de la technique d’analyse du polymorphisme par les

microsatellites

Dans le but de trouver de nouveaux marqueurs qui pourraient apporter plus de
polymorphisme dans le typage des isolats de toxoplasmes par rapport aux typages
classiques, nous nous sommes intéressés aux microsatellites. En effet, parmi les
techniques utilisées dans I'étude du polymorphisme de FADN, RFLP ou PCR-RFLP, RAPD
ou minisatellites, les microsatellites sont considérés & I'heure actuelle comme étant les plus
informatifs, car ils ont un polymorphisme allélique des plus élevés (Kaplan et Delpech
1993); de plus, le polymorphisme observé avec les microsatellites est basé sur un
mécanisme radicalement différent des autres techniques.

¢ Choix des microsatellites

Pour gu'un microsatellite soit vraiment polymorphe, il faut que le nombre de
répétitions en tandem du motif de base soit supérieur a 12 (plus ce chiffre augmente plus il
est polymorphe) et qu'il soit plutét parfait quimparfait (Weber 1990). Parmi le grand
nombre de microsatellites retrouvés dans les EST du génome du toxoplasme grace au
BLAST, certains comprenaient des motifs de base trinucléotidiques, mais dont le nombre
de repétitions wexcédait pas 6. D'aprés les criteres précédents, les plus probablement
polymorphes n'étaient constitués que de microsatellites & dinucléotides comme motif de
bases, car ces demiers étaient parfaits et le nombre de répétitions compris entre 10 et 13.

Nous en avons retenu 6 essentiellement quand nous avons pu discerner dans
les séquences des couples d’amorces optimaux selon le logiciel GeneWorks®. Mais bien
d'autres EST contenant des microsatellites polymorphes restent & explorer.

Nous avons voulu également utiliser pour notre typage 2 génes dont la fonction
était connue : ceux de la myosine A et de la béta-tubuline (pour ce dernier nous avons
utilisé les amorces décrites par Costa et coll. 1997).

94



Les microsatellites contenus dans les génes de la myosine A et de la béta-
tubuline que nous avons amplifiés par PCR sont des dinucléotides dont la répétition est
inférieure a 10 mais qui se trouvent dans des introns de ces génes. Les introns sont des
séquences d’ADN non codantes. Ces introns subissent un processus d’excision avant que
ARN ne sorte du noyau conduisant a la formation ’ARNm fonctionnel qui pourra étre
traduit en protéines. Ces introns ont des séquences généralement moins conservées entre
les organismes que les exons associés (Binas et Johnson 1998). Ainsi dans un géne
donné, I'on s’attend & trouver une variabilité génétique plus importante dans les introns que
dans les exons.

En fait, avec les huit microsatellites, le crittre majeur de polymorphisme
allélique est bien le nombre de répétitions en tandem du motif de base, puisque les trois
microsateliites les moins polymorphes sont ceux qui en comportaient moins de 11 dans la
séquence publiée dans GenBank® : TUB2 (8), TgM-A (9) et FEST W35487 (10). On peut
aussi noter que les microsateliites les moins polymorphes sont ceux dont le motif de base
n'est pas (TA)n.

L'avantage d'avoir 3 marqueurs peu polymorphes et 5 plus polymorphes est que
Fon peut avec les 3 premiers regrouper la population d'isolats en 3 groupes principaux
comme la PCR-RFLP ou I'analyse isoenzymatique, tout en pouvant également avec les 5
autres faire du DNA-Fingerprinting comme avec la sonde BS.

e Avantages techniques de la méthode

Par ailleurs, I'analyse du polymorphisme des microsatellites présente plusieurs
avantages technigues. Ce sont ceux d’'une PCR, avec les précautions nécessaires, et en
cela, ils sont partagés avec ceux de la PCR-RFLP de Howe et Sibley (1995)

« la facilité : c'est une simpie réaction de PCR suivie d'une

électrophorese de 'ADN amplifié qui, elle, est automatisée.

o la rapidité : en fonction de la disponibilité du séquenceur

automatigue, on peut en théorie avoir un resultat de typage dans la journée.
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o la sensibilité : seulement quelques tachyzoites ou bradyzoites
sont en théorie necessaires pour extraire 'ADN destiné a étre amplifié par PCR. Bien que
ne ayant pas réalisé, nous savons par Costa et coll. (1997) que Fon peut utiliser cette
technique directement a partir de preélévements pathologiques.

Elie reste toutefois moins sensible que la technique de PCR nichée développée
par Howe et coll. (1997) qui peut amplifier de 'ADN & partir de seulement 5 tachyzoites.

+ la reproductibilité : nous avons vu que la reproductibilité de notre
technigue est elevée. Ceci parce que, d'une part, les conditions de PCR pour chaque
microsatellite ont été optimisées jusqu’a l'obtention d'une stringence maximale pour
fampiification. En effet pour chaque ampiification, nous avons réalisé une gamme de
température d’hybridation et sélectionné la température la plus haute possible de fixation
des amorces. D'autre part, la mesure de la taille est faite de maniére automatique avec un
marqueur de poids moléculaire interne systématiquement chargé avec 'ADN amplifié.

» la spécificité de la PCR était indispensable, puisque la plupart de
nos extractions par Qiagen pour exiraire FADN de toxoplasmes étaient réalisées a partir de
cerveaux et de liquides d'ascite de souris ou de cultures cellulaires d'origine humaine ou
féline. L'extraction étant globale, de nombreux ADN autres que ceux du toxoplasme étaient
présents lors de I'amplification. A chaque PCR, nous n’avons obtenu qu’une bande en
agarose témoignant de 'amplification spécifique de FADN de toxoplasme.

Ces avantages confrastent avec la technique isoenzymatique dont la
reproductibilité et la spécificité sont bonnes mais qui nécessite des millions de tachyzoites
et qui est longue.

De méme, la RAPD, méme si elle bénéficie des avantages d'une technique de
PCR, n'est pas satisfaisante quant a la reproductibilité (bandes d'intensité variable, voire
nouvelles pour des échantillons identiques) et donc a l'interprétation des resultats.
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¢ [nconvénients de la méthode

Cependant quelgues problémes techniques peuvent survenir en amplifiant par
PCR des séquences contenant des microsatellites.

* | es contaminations, inconvénients de toute PCR, sont évitées
par femploi de I'UDG qui détruit a 50°C tout ADN amplifié contenant du dUTP avant d'étre
elle méme détruite 4 94°C au moment de la dénaturation, et contrélées par Pamplification
d’'un témoin négatif contenant de 'eau au lieu d’ADN.

o L'amplification de dinucléotides répétés en tandem comme
TATATATATATATATATATA peut donner des artefacts de PCR, avec plusieurs pics
seépares par intervalle de deux nucléotides, apres passage sur séquenceur automatique.

Ces pics parasites sont la conséquence du dérapage de la Taq polymérase
sur ces structures répétees : la Taqg polymérase, lors de I’'élongation, de temps en temps,
oublie ou moins souvent rajoute un TA voire deux ou trois. Ceci se traduit autour du pic
principal correspondant a la taille exacte du produit PCR par la présence de ces pics
parasites. Ce phénomeéne, inévitable quand on amplifie par PCR des microsatellites (c'est
d'ailleurs ce qui se passe in vivo avec la DNA polymérase et qui est a lorigine du
polymorphisme des microsatellites) peut étre minimisé dans des conditions de stringence
maximales, avec notamment du DMSO 5% et en utilisant une Taq de haute fidélité.

Plus le nombre de répétitions du dinucléotide est important, plus ces pics
parasites sont fréquents : c'est le cas avec les EST N67797 ou AAS79750 pour lesquels
ce nombre peut dépasser 20. En revanche, ces pics parasites sont quasiment inexistants
avec la béta-tubuline ou la myosine-A chez lesquels ce nombre n‘excéde pas 9.

En fait, nous ne retenions que le pic dont ia fluorescence était la pius intense
pour déterminer la taille de notre produit PCR. La plupart du temps, ce pic se détache
nettement des pics parasites.

s Un autre probléme plus fondamental est de prouver que pour
chaque microsatellite la variation de taille des différents alléles est bien due a des
variations dans le nombre de dinuciéotides répétés dans le microsatellite méme et non a
I'addition ou délétion de nucléotides dans les régions flanquant le microsateliite. En théorie,
il faudrait séquencer a chaque fois que 'on amplifie un microsatellite de 'ADN d'un stock

de T.gondii, ce qui rendrait évidemment inutile notre technigue.
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En fait, ayant choisi des amorces générant des produits PCR inférieurs & 200
nucléotides, nous partons du principe comme Bart-Delabesse et coll. (1998) que, dans ce
cas, la probabilité gue des mutations survenant en dehors de la séquence du microsatellite
puissent jouer un rdle dans le polymorphisme de longueur est negligeable.

¢ Enfin, la différence de taille (trois nucieotides) observée entre nos
produits PCR et les séquences disponibles sur GenBank® ou ceux de Costa et coll. (1997)
qui ont également amplifié le microsatellite de la béta-tubuline avec les mémes amorces
est due au fait que nous utilisons dans la PCR du dUTP et non du dTTP (nous avons
constaté une augmentation de deux nucléotides dans la taille du produit PCR chaque fois
que nous avons utilisé du dTTP au lieu d'UTP).

La différence restante d'un nucléotide est la marge derreur entre les différents
séquenceurs automatiques utilisés. Le plus important est que pour un appareil donné, la
taille de 'TADN ampilifié soit reproductible pour le méme stock dans un microsatellite donné.

2- Analyse de la population d’isolats a I'aide des 3 microsatellites

les moins polymorphes

Les trois microsatellites les moins polymorphes, ceux du géne de ia béta-
tubuline ou TUB2 (3 alléles), de 'EST W35487 (2 aliéles) et du géne de la myosine A ou
TgM-A (4 alléles) nous ont permis de classer la majorité de nos isolats en trois groupes
principaux : les groupes uSAT |, I et lll,

Dans le but de réaliser un typage simplifié a partir d’'un seul marqueur au lieu de
six, Howe et coll. (1997) proposent de n'utiliser qu'un seul marqueur en PCR-RFLP : le
locus SAG2. Le microsatellite du géne de la myosine A et le géne SAG2 avec amorces et
enzymes de restriction décrites par Howe et Sibley (1995) ont en commun d'avoir 3 alléles
caractéristiques de chaque lignée clonale. D’ailleurs le typage simplifié des isolats en types
I, Il et Il ne fait plus appel qu'a SAGZ2 seul depuis 1995 (Howe et coll. 1987, Owen et trees
1999).
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En théorie, un génotypage avec un seul marqueur n'est pas possible, mais avec
un parasite comme 7. gondii dont la multiplication est clonale comme nous F'avons vu, on
peut regrouper la grande majorité des isolats dans 3 groupes principaux. Si un seul
marqueur a des alleles spécifiques de chaque groupe, on peut se permetire de l'utiliser
dans le génotypage (Howe et coll. 1997). On peut imaginer un typage simplifié de notre
technique par microsatellites permettant de classer un stock dans un des trois groupes
principaux avec une seule PCR sur le géne de la myosine A : un alléle 121 classerait le
stock dans le groupe uSAT |, 119 dans le groupe uSAT il et I'aliéle 117 dans le groupe
pHSAT lll. L'avantage est un gain de temps et d’argent certain, mais le probléme est que
Fon n’identifie pas avec un seul marqueur les recombinants, notamment entre les groupes |
et lll (inconvénient identique quand on n'utilise que SAG2 en PCR-RFLP).

Nous pensons qu'it serait préférable pour I'avenir de simplifier la technigue en
réalisant une PCR MULTIPLEX permettant d’amplifier a la fois les microsatellites TUB2,
W35487 et TgM-A en faisant un mix avec les 6 amorces correspondantes. Les alleles 95
et 101 de W35487 seraient bien différenciés au niveau de la taille des alléles de TUB2 et
TgM-A (115, 117, 119, 121, 124 et 128) aprés passage sur séquenceur automatique. La
différence de fluorescence entre TUB2 (verte) et TgM-A (bleue) doit permettre d'attribuer
un alléle a 'un ou & lautre sans ambiguité.

o Critéres de clonalité

Nous avons, comme Howe et Sibley (1995) et Dardé (1996, 1997), montré qu'il
y a sur-représentation d'un génotype multilocus particulier dans notre population
globale : le groupe PSAT Il. Sur les 84 isolats, 49 appartiennent au groupe uSAT Il
(568,3%). Ce chiffre est trés proche de ceux de Howe et Sibley(1995) et de Dardé (1996,
1997), respectivement 54 et 60%.

Nous avons également montré une stabilité des génotypes multi-locus dans
Pespace et le temps : un méme génotype qu’il soit de groupe puSAT I, Il ou tli peut étre
isolé a des années d'intervalle, dans des endroits éloignés et méme chez des hbtes trés

différents.
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Nos 84 isolats ayant presque tous été typés par analyse isoenzymatique, nos
reésultats montrent une corrélation étroite entre zymodémes et groupes uSAT principaux, et
donc, de fait, aux types |, I et Il PCR-RFLP de Howe et Sibley (1995). Le groupe puSAT |
équivaut au zymodéme 1. Notre typage par microsateliites nous a en plus permis de mettre
en évidence deux sous groupes dans les isolats de zymodéme 1, correspondant & des
recombinaisons entre les types | et ill. Le groupe puSAT Il équivaut au zymodeme 2 et 4
(sauf CH1 de zymodéme 2 classé en groupe uSAT lil). Le groupe pSAT Il équivaut au
zymodéme 3. Les zymodémes atypiques correspondent soit a8 des recombinaisons entre
les groupes Ill et I, soit & des groupes uSAT atypiques et uniques (IV et V), sauf les
zymodeémes 6 et 8 classés dans le groupe I

Il y a donc corrélation entre marqueurs génétiques a priori indépendants.
Pour s’assurer du caractére indépendant de ces marqueurs, il faudrait localiser nos
microsatellites sur les chromosomes de T. gondii par hybridation avec des sondes
specifiques de ces microsatellites sur les chromosomes séparés par électrophorése en
champ pulsé (Sibley et Boothroyd 1992b).

Avec les trois microsatellites les moins polymorphes TUB2, W35487 et TgM-A,
le nombre de combinaisons différentes possibles des alléles de ces 3 loci (c'est a dire le
nombre de genotypes) est de 24. Sur ces 24 génotypes possibles, seuls 8 sont
représentés, dont 3 trés rares correspondant a des stocks uniques, ce qui montre une
absence de nhombreux génotypes recombinants possibles. De plus, la grande majorité
des 84 isolats (72, soit 86%) appartiennent & seulement trois génotypes ou groupes uSAT
[, It et lll. Tout ceci concorde avec les résultats obtenus par PCR-RFLP sur 6 loci (Howe et
Sibley 1995) ou par analyse isoenzymatique de 6 systémes enzymatiques (Dardé 1996,
1997).

On voit donc que nos resultats du typage par microsatellite de nos 84 isolats
repondent bien aux critéres de multiplication clonale définis par Tibayrenc et coll. (1991).
Mais la démonstration que nos trois groupes USAT |, Il et il correspondent a des lignées
clonales ne pourra étre validée qu’aprés traitement statistique de nos données (Tibayrenc
1993, 1998). Nous avons transmis tous nos résultats dans ce but a Michel Tibayrenc au
Centre d'Etude sur le Polymorphisme des Micro-organismes (CEPM), UMR
CNRS/ORSTOM.

100



Nous avons comme Howe et Sibley (1995) mis en évidence des
recombinaisons génétiques, témoins de la multiplication sexuée de T. gondii. Elles
restent rares. i s'agit essentiellement de recombinaisons entre tes groupes | et I}, avec un
groupe de 5 isclats présentant 2 alléles sur 3 typiques du groupe uSAT | {1/ Ill) donc tres
proche du groupe WSAT | comme on peut le voir dans lanalyse factorielle des
correspondances et un groupe de 4 isolats plus proche du groupe uSAT Ili (Il /1) avec un
seul aliele typique du groupe pSAT L Ces rares recombinaisons confirment donc que le
mode de multiplication de T. gondii est essentiellement clonal, mais pas exclusivement.
L'existence de ces isolats recombinants entre les 3 types démontre également que les 3
lignées clonales de 7. gondii ne sont pas des especes séparées. l'existence de deux
sous-groupes nettement différenciés par 'analyse factorielle des correspondances dans
les isolats de zymodéme 1, dont 'un correspond a une recombinaison génétique, apporte
la preuve formelle que les isolats de zymodéme 1 n’appartiennent pas a une espéce
sépareée.

Nous avons également pu mettre en évidence des différences génétiques dans
un méme groupe WSAT, ce qui est compatible avec la théorie clonale (Sibley et Howe
1996) gréce a nos cing autres marqueurs microsatellites plus polymorphes.

e Conséquences biologigues et épidémiologiques de la clonalité

Pour ce qui est de la corrélation avec la virulence chez la souris, une des
conséquences biologiques de la clonalité, nous avons montré qu'un des 3 margueurs les
moins polymorphes, FEST W35487, posséde un allele parfaitement corrélé a la virulence
chez la souris des stocks de zymodéme 1 {aliele 121), mais pas & la virulence des stocks
de zymodemes 5, 6, 8 et 12 (allele 95). L'association de plusieurs de nos marqueurs ne
permet pas non plus d'identifier un genotype spécifique des isolats virulents pour la souris.

L'échantillonnage d'isolats ayant dgja été testé par technique iscenzymatique, et
les groupes uSAT |, Il et Ill étant corrélés aux zymodemes, il est logique que nous
retrouvions les mémes conclusions guant aux aspects épidémiologiques. Ainsi, le typage
des isolats en 3 groupes uSAT nous a permis de confirmer les données de la
littérature concernant typage et répartition géographique, toxoplasmoses animales

et humaines.
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Malgré le biais d'échantilionnage de notre popuiation d'isolats (80% proviennent
d’Europe, dont 67,5% de France, le reste se partage entre les USA et I'Amérique du sud),
on trouve des isolats de groupe uSAT |, {I et lll dans ces trois régions du globe, avec une
prédominance du groupe uSAT Hl en France (67,56%). Ceci confirme qu’il n'y a pas de
spécificité géographique d'un des trois groupes uSAT.

L'on sait aussi avec Dardé et coll. (1998) et Bossi et coll. (1998) qu'il existe
certainement des génotypes atypiques, ne pouvant étre classés dans une des trois lignées
clonales, dans des régions isolées de toute influence humaine, ou au contraire dans des
régions a forte densité humaine mais pour lesquelles nous ne disposons pas d'isolats
(Afrique, Inde, Chine). Nous avons ainsi montré que deux groupes USAT atypigues ne
proviennent que d’Amérique du sud, 'un chez 'animal en Uruguay (groupe V) et l'autre en
Guyane francgaise chez 'homme (groupe V). On peut supposer que e typage de nombreux
isolats provenant de ces régions permettra de mettre en évidence d'autres genotypes soit
egalement atypiques, soit constituant de nouvelles lignees clonales,

Chez [Ilanimal, notre population d’isolats subit 1a aussi un biais
d’échantilionnage puisque les animaux étudiés ne représentent absolument pas la
circulation du toxoplasme dans la nature (18 isolats sur 23 ont été isolés de seulement
trois animaux . moutons, porcs et chats). De plus la majorité de nos cas proviennent
d’infections asymptomatiques chroniques (15 sur 23).

On trouve comme Mondragon et coll. (1998) ou Owen et Trees (1999) une
majorité de groupe USAT I (56,6%) dans les toxoplasmoses animales, avec cependant
une fréquence inférieure (respectivement 100% et 83,7%). Nous avons en effet une
proportion de groupe SAT HI non négligeable (21,8%) comme dans I'étude de Howe et
Sibley (1995) avec 47% de type ili : la raison en est [a méme, notre population est biaisée
par I'accumutation d’isolats pour typage génétique de groupe Il et | plus virulents pour la
souris, donc « plus intéressants » a typer que ceux plus fréquemment isolés et avirulents
de groupe uSAT Il. Ce biais est absent dans I'étude de Mondragon et coll. (1998) ou
d’Owen et Trees (1999).
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Nous avons montré que les deux espéces animales les plus représentées
(moutons et porcs) peuvent héberger différents génotypes et qu'il n'y avait pas de
génotype USAT spécifique d’espéce (sauf ie génotype USAT | représenté par Pisolat
CT1 isolé par Dubey (19982) chez un animal plutdt résistant a la toxoplasmose : ie boeuf).
En effet, aucun isolat de groupe uSAT | n’a été isolé chez les animaux les plus étudiés
(moutons et porcs). L'on sait que les isolats de groupe uSAT | sont trés rares dans la
nature, et sont notamment exceptionneliement isolés de cas de toxoplasmoses humaines,

Cette absence de groupe puSAT I dans notre étude ou I'équivalent (type !) dans
les études de Mondragon et coll. (1998) et d'Owen et Trees (1999) chez ces deux animaux
est & confirmer sur un plus grand nombre d'isolats. Mais on peut imaginer que cela est d
& une élimination plus importante de ce génotype par le systéme immunitaire de ces deux
espéces animales par rapport au groupe pSAT Il Ainsi sl 'y a pas de génotype
spécifique d'espéce, il peut y avoir des génotypes absents chez certaines espéces.
Moutons et porcs étant a l'origine de la majorité des toxoplasmoses humaines du moins
aux USA et en Europe par ingestion de leur viande contaminée, cela pourrait tout
simplement expliquer la rareté de ce groupe uSAT | dans les toxoplasmoses humaines
dans cette partie du globe.

On peut imaginer qu'il existe d’autres espéces animales n'éliminant pas aussi
facilement le génotype uSAT ! que les moutons et porcs et qui soient consommées de
fagon culturelle par 'homme en dehors de 'Europe ou des USA. Il serait alors intéressant
de voir si ce génotype reste rare chez 'homme.

En ce qui concerne la toxoplasmose humaine, la encore notre échantillonnage
est biaisé d’abord de fagon inévitable parce que nos isolats ne proviennent que de cas de
toxoplasmoses symptomatiques, mais surtout parce que les isolats d’origine humaine de
zymodéme 1 sont sur-représentés dans notre population globale (14 sur 84). Du fait de
leur rareté, ils nous sont envoyés en priorité pour analyse génétique.

Globalement, la répartition en groupes pSAT ne déroge pas a la régle et montre
une majorité d’isolats du groupe uSAT 1l dans les toxoplasmoses humaines (61%) que ce
soit dans les toxoplasmoses acquises (52,6%) dont les toxoplasmoses dues au SIDA
(71,4%) ou dans les toxoplasmoses congénitales {65,8%) et ce gquelle que soit la forme
clinique.
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Pour ce qui est de la toxoplasmose congénitale, on peut rapprocher nos
résuitats de ceux de Howe et Sibley (1995) qui trouvent prés de 60% de type |l dans leurs
isolats provenant de toxoplasmose congénitale. La plus grande fréquence disolats de
groupe MSAT | dans les toxoplasmoses congénitales (18,5%) par rapport aux
toxoplasmoses acquises (10,5%) ou animales (4,3%) est également un point commun
avec Howe et Sibley (1995), mais cela est dii au méme biais d’échantillonnage visant a
sélectionner les isolats de type | ou groupe uSAT | pour {'analyse génétique. Ainsi, Costa
et coll. (1997) qui evitent ce biais en partant directement de 37 liquides amniotiques ne
trouvent aucun allele (TG)8 de la béta-tubuline (équivalent au type | ou au groupe uSAT )
parmi les 37 isolats étudiés. Ceci sous-entend que la proportion d'isolats de groupe uSAT
Il doit étre plus importante encore dans les toxoplasmoses congénitales. Ainsi Howe et
coll. (1997) par PCR-RFLP avec le seul marqueur SAG2 étudié directement sur 13 liquides
amniotiques retrouvent également 100% de type Il

Dans les toxoplasmoses au cours du SIDA, notre fréquence de groupe uSAT |l
est la aussi proche des résultats de Howe et Sibley (1995) qui trouvent 65% de type Il
L'étude de Howe et coll. (1997) qui évite notre biais d'échantilonnage en ne partant que de
prélevements pathologiques (liquide de lavages bronchoalvéolaires, sang ou biopsies)
pour typer par PCR nichée et RFLP le seul géne SAG2 de 45 isolats des toxoplasmes
présents dans ces échantillons biologiques, retrouve 76% de type Ii.

Nous avons trouvé des isolats des 3 groupes principaux dans notre
echantillonnage de patients sidéens, comme Howe et Sibley (1995) ou encore Howe et
coll. (1997) avec leurs types PCR-RFLP, ceci indiquant que la réactivation d'infections
toxoplasmiques chez les sidéens est possible avec chacun des trois groupes uSAT
principaux. !l est intéressant de noter que malgré notre biais d'échantillonnage et notre
faible nombre d’isolats, notre répartition chez les sidéens des 3 principaux groupes uSAT I-
-1 (14,3%-71,4%-14,3%) est quasiment identigue a celle de Howe et coll. (1997) en
types PCR-RFLP (13%-76%-11%) sans biais d’échantillonage.

Ainsi, si nos fréquences de groupes | et lil sembient surestimées dans nofre
population de toxoplasmoses congénitales du fait du biais d'échantillonnage, elles ne le
sont pas dans les toxoplasmoses dues au SIDA. On peut donc penser que des isolats de
type { ou Il sont exceptionnellement retrouvés dans les toxoplasmoses congénitales, alors
gu’ils semblent moins rares dans les toxoplasmoses developpées au cours du SIDA.
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On voit que le regroupement en groupes uSAT ne fait que confirmer les
données déja obtenues avec les types PCR-RFLP ou les zymodémes. Toxoplasma
gondii appartient a trois lignées clonales, le groupe PSAT Hl ou type H ou
zymodémes 2 et 4 est sur-représenté dans la nature et est a Porigine de la majorité

des toxoplasmoses animales et humaines et ce quelle que soit la forme clinique.

3- Apport du typage par les 8 microsatellites : un polymorphisme
plus élevé

En revanche 'association des huit microsatellites nous a permis d'envisager des
applications supplémentaires. Le typage génétique avec les huit microsatellites a un
pouvoir discriminant elevé permettant de différencier des isolats appartenant a un méme
groupe puSAT, mais aussi de mettre en évidence des différences génétiques chez plusieurs
stocks d’'une méme souche.

Nous avons pu ainsi confirmer Phétérogénéité génétique de stocks de la
souche RH.

La souche RH, si elle est la souche de référence de Toxopfasma gondii dans les
laboratoires du monde entier, la plus utilisée, la plus étudiée, est aussi la plus historique.
Elle a été en effet isolée par Sabin, en 1939, a Cincinnati (USA) d'un enfant de six ans
mort d’encéphalite toxoplasmique (Sabin 1941). Depuis 1939, la souche RH est entretenue
continuellement en cuiture cellulaire ou par passages intra-péritonéaux de tachyzoites
chez la souris, tous les 3 & 4 jours, dans de trés nombreux iaboratoires du monde entier.
C'est la souche utilisée dans le Dye-test décrit par Sabin et Feldman (1948), considéré
comme la technigue de référence dans le diagnostic sérologique de la toxoplasmose pour
sa sensibilité et sa spécificité. C'est aussi la souche de choix dans toute approche
expérimentale de la toxoplasmose notamment chez la souris (on peut méme dire que nos
connaissances sur la biologie de T.gondii reposent en grande partie sur la caractérisation
de la souche RH), et bien sir, elle est incontournable dans les études portant sur la

diversité génétique de T. gondii.
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Genetiquement, la souche RH appartient au type | défini par l'aliéle 1 obtenu
aprés PCR-RFLP sur les loci SAG7, SAG2, 850, ROP1, L328 et 62 par Howe et Sibley
(1995). L'étude isoenzymatique a montré qu'elle appartient au zymodéme 1 défini par le
profil électrophorétique de type | dans chacun des 6 systémes enzymatiques décrit par
Dardé et coll. (1992).

La multiplication intensive et continue depuis 60 ans dans de nombreux
laboratoires dans le monde entier par passages répétés de tachyzoites chez la souris ou
en culture cellulaire peut avoir eu pour conséquence de changer les propriétés biologiques
ou les caracteéristiques génétiques de la souche RH.

Ces lignees ou stocks de la méme souche RH entretenus dans des laboratoires
différents ne sont pas identiques génétiquement, comme l'ont montré Howe et Sibley
(1994). Ces derniers ont analysé 7 lignées différentes de la souche RH, dont TS4 qui est
un mutant thermosensible obtenu par Pfefferkorn et Pfefferkorn {(1976), par :

e« RFLP avec une sonde spécifique du géne a copies multiples BS :
5 génotypes différents sont individualisés.

¢ PCR-RFLP a partir de 3 loci & copies uniques (SAGT, SAGZ et
ROPT) . c’est le locus ROPT qui montre un polymorphisme allélique avec 2 génotypes
observés.

Luton et coll. (1995) ont moniré des variations comprises entre 0,17% et 0,52%
parmi les séguences du géne codant pour FARN des petites sous-unités ribosomales de 4
stocks de la souche RH provenant d'Australie, d’'Europe, du Canada et des USA. lis ont
également montré, toujours en comparant ces séquences, une difference nette entre les 4
stocks de la souche RH et TS4 au moins aussi grande qu'entre les souches RH de
T.gondii et une espéce de coccidie proche, Neospora caninum.

Notre typage génétique avec huit microsatellites a également retrouvé une
diversité génétique de la souche RH. En effet, parmi nos 8 stocks de souche RH, 6
génotypes différents sont représentés. Ces 8 stocks dérivent & priori de la souche RH de
Sabin criginale.
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Cette variabilité génetigue de la souche RH pourrait s’expliquer par la
multiplication continue de cette souche depuis 60 ans en laboratoire. C'est en effet au
moment de la réplication que peuvent se produire des erreurs par dérapage intra-
chromatidien de I'ADN polymérase conduisant a un nombre variable de répétitions en
tandem des microsatellites (Kaplan et Delpech 1993). Plus le nombre de réplications est
important, comme dans le cas de la souche RH, plus ce risque d'erreurs est grand
expliquant le polymorphisme géneétique observe avec les huit microsatellites.

La capacité du typage par huit microsatellites a discerner des génotypes
differents chez des stocks de la souche RH entretenus dans des laboratoires differents,
permet de mettre en évidence des contaminations de prélévements par la souche RH
entretenue dans un laboratoire en comparant le génotype de « l'isolat » et celui de la
souche RH.

A l'occasion de 'analyse de 2 « isolats » de toxoplasmes virulents pour la souris
(PER et GAY) isolés de cas de suspicions de toxoplasmoses humaines, il 2 été possible
grace au pouvoir discriminant du typage par les 8 microsatellites, de mettre en évidence
des contaminations par la souche RH entretenue dans le laboratoire d'isclement.

Cest le cas pour «lisolat » PER obtenu par cuiture cellulaire a partir d'un
liquide céphalo-rachidien chez une femme de 20 ans séronégative ViH ayant une leucémie
aigué réfractaire aux traitements. La recherche de toxopiasmes avait été justifiée par la
présence de céphalées importantes chez cette femme, malgré un scanner normal et
Fabsence de fiévre.

De méme pour « I'isolat » GAY obtenu egalement par culture ceilulaire, mais a
partir d'un placenta lors d’'une suspicion de toxoplasmose congénitale. L'enfant sain a la
naissance, ne présentait aucun signe clinique, ni sérologique pouvant témoigner d'une
infection. Le probléme d'une contamination s'est réellement posé car l'inoculation a ia
souris du placenta s'est avérée négative.

Ces «isolats » nous ont été envoyés pour étre typés : leur appartenance au
zymodéme 1 ne permet pas de conclure, mais leur génotype avec les huit microsateliites
s'avére étre le méme que celui de fa souche RH entretenue au laboratoire d'ol
proviennent ces « isolats ». Etant donné le pouvoir discriminant élevé de la technique,
cette identité génotypigue est en faveur d'une contamination par la souche RH.
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Le pouvoir discriminant de notre technique avec huit marqueurs
difféerents est important . sur 93 stocks étudiés, 77 ont des génotypes uniques. Il est
méme possible de démontrer, comme nous l'avons vu, une hétérogénéité génétique au
sein d’'une méme souche, comme la souche RH.

Ainsi, il est raisonnable de penser que, quand deux stocks partagent le méme
génotype, la probabilité qu'ils soient identiques est grande, méme si elle n'est pas absolue
. en effet, deux stocks un peu atypiques P89 et SS1119 ont des génotypes identiques avec
nos huit microsateliites, alors que 'analyse isoenzymatique avait révélé des différences sur
deux systemes enzymatiques.

Ce pouvoir discriminant élevé du typage avec huit microsatellites permet de
discerner des genotypes differents chez des isolats classés dans le méme zymodéme ou
type ou groupe PSAT comme on I'a vu avec la souche RH de groupe uSAT |. Mais cela est
valable également avec les isolats de groupe uSAT Il. L'on sait que ce groupe uSAT Ii est
majoritaire dans la nature, notamment chez l'animal. Quand on détecte un isolat de
zymodéme 2 ou de type Il chez un animal, il se peut qu'il y ait en fait deux isolats de
genotypes différents mais appartenant tous les deux au zymodéme 2 ou type Il, c’est & dire

une infection mixte.

La technique de typage par huit microsatellites peut détecter des

infections mixtes naturelles.

Nous avons eu a typer deux isolats provenant d'une épidémie d’avortements
dans un troupeau de mouton, la premiére (S1) en 1977 dans I'Aveyron, la seconde (S3) en
1980 en Haute-Vienne. Les deux isolats ont en commun d'étre avirulents pour la souris a
I'isolement, avec présence de kystes dans les cerveaux. Mais aprés plusieurs passages
par inoculation intra-péritonéale de kystes a la souris, certaines souris développent une
ascite avec présence de rares tachyzoites, ce qui témoigne d’'un changement de la
viruience,

Avant d'étre cryoconservés et récupérés pour notre analyse génétique, ces
deux isolats étaient donc maintenus soit sous forme de tachyzoites (lignée aigué) par
inoculation intrapéritonéale de tachyzoites 2 fois par semaine (81 et $3) soit sous forme
de kystes (lignée chronique) par inoculation intra-péritonéale de kystes tous les 6 mois
(S1K et S3K).
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Le typage par les huit microsatellites de S3K avec les marqueurs les plus
polymorphes N60608, N82375, N83021, N61191 et AA519150 montre la présence de
deux pics de fluorescence bien séparés aprés passage sur le séquenceur automatique. Le
genome du toxoplasme, du moins aux stades tachyzoites et bradyzoites étant haploide,
cela ne peut correspondre qu'a deux produits PCR de tailles différentes ou alléles
témoignant de la présence de deux stocks dans 'échantillon, et non de deux alléles d’un
méme stock.

Pour éliminer une contamination toujours possible en PCR, nous avons refait
une PCR avec les huit microsateflites en n'amplifiant dans la série que 'ADN du stock
83K, réextrait par Qiagen®. Les résultats furent identiques.

En fait, il y a bien 2 isolats dans S3K détectés grace au pouvoir discriminant de
nos microsatellites les plus polymorphes. En effet, avec les 3 microsatellites les moins
polymorphes un seul pic de fluorescence a été détecté avec S3K, le classant en groupe
MSAT li. Les deux isolats de S3K appartiennent au groupe PSAT I, mais le faible
polymorphisme de ces 3 microsatellites ne permet pas de les différencier, ce qui est
également le cas avec un typage classique par zymodémes ou PCR-RFLP qui les aurait
classés respectivement en Z2 et type .

Les lignees aigués S3 et S1 a lorigine mélangées dans linfection mixte
respectivement avec les lignées chroniques S3K et S1K ont donc été sélectionnées par
passages repétés chez la souris. S3K est le seul témoin de cette infection mixte par la
présence de deux génotypes différents dans le cerveau de souris, dont un correspond
exactement a la lignée aigué S3.

On ne connait pas la fréquence de ces infections mixtes simuitanées dans la
nature, mais elles semblent rares (Howe et Sibley 1995). Notre technique de typage avec
huit microsatellites a permis de mettre en évidence une infection mixte chez deux moutons.
Ceci a été possible grace a son fort pouvoir discriminant supérieur a celui des techniques
classigues (PCR-RFLP ou zymodémes). Ainsi, la rareté de ces infections mixtes tient peut-
étre simplement au fait que I'on ne sait pas les détecter.
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Il est admis que les animaux infectés par une souche de toxoplasme acquiérent
une immunité solide empéchant toute nouvelle infection. Pour qu'il y ait infection mixte, il
faut donc que la coinfection par deux souches différentes soit simultanée ou ait lieu a trés
peu de temps d'intervalle avant que cette immunité solide ne se soit mise en place. Nous
avons ainsi voulu savoir de fagon pius expérimentale, chez la souris une fois
infectée par une souche, quel était le délai maximal de contamination par une autre
souche pour qu’il y ait infection mixte. Nous avons conclu que, pour gu'il y ait infection
mixte, la coinfection doit étre simultanée ou au maximum avoir lieu entre 3 et 7 jours
d’intervalie.

Au dela, Fimmunité locale intestinale mise en place empéche toute nouvelle
réinfection. il semblerait qu'il y ait lors d’'une nouvelle infection par voir orale, afflux au
niveau intestinal de lymphocytes intragépithéliaux intestinaux, TCD8 pour la plupart,
élaborés lors de la premiére infection. Cet afflux empécherait alors toute nouvelle infection
par voie orale (Buzoni-Gatel et coll. 1999).

Quelques essais de ré-infection ont été tentés dans la littérature, mais leur but
était différent : if s'agissait de savoir si I'immunité acquise a plus long terme avec l'infection
d'une souche empéchait réellement, comme cela est admis, une nouvelle infection avec
une autre souche deux mois aprés linfection initiale (et non plus quelques jours aprés). Si
les résultats sont discordants (Araujo et coll. 1997; Dao et coll. 2000), il est intéressant de
comparer leurs moyens de détection de 'infection mixte avec les nétres.

Araujo et coll. (1997), 2 mois aprés avoir infecté oralement des souris avec des
kystes de la souche ME49S avirulente pour la souris, ont réinfecté toujours oralement ces
souris avec des kystes des souches C56 ou RC56 virulentes pour la souris. La détection
de linfection mixte est basée sur des différences de sensibilité a 'atovaquone : C56 est
sensible, RC56 est résistant. Ces auteurs ont montré que des cerveaux de souris
chroniquement infectés par une souche (kystes de ME49) peuvent contenir des kystes
d’une autre souche aprés réinfection et que la réponse immune engendrée par la premiére
infection n'est pas suffisante pour prévenir la maladie voire la mortalité suivant la
réinfection par une souche virulente (C56) remettant ainsi en cause le dogme défini plus
haut.
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On peut objecter que le moyen utilisé pour détecter l'infection mixte par Araujo
et coll. (1997), bien qu'ingénieux, ne permet pas de mettre en évidence directement la
présence de kystes appartenant aux deux souches dans le méme cerveau.

Dans une communication recente, Dao et coll. (2000) remettent en cause ce
mode de détection d’Araujo et coll, (1997) et proposent d'utiliser pour la réinfection la
souche PRU exprimant le géne de la béta-galactosidase bactérienne (kystes de cette
souche colorés en bleu). lls ont réinfecté par voie orale des souris avec des kystes de
PRU-béta-gal, un, deux et quatre mois aprés une primo-infection par la souche 76K. Seuls
des kystes incolores furent retrouvés (76K). ils concluent que 'immunité acquise lors de la
premiére infection par 76 K protége d'une ré-infection par PRU en accord avec le dogme
défini plus haut.

Si le mode de détection d'une infection mixte décrit par Dao et colt. (2000) est
séduisant et indiscutable quand il est positif, on peut se poser des questions quant a sa
sensibilité : avant de conclure a I'absence de kystes « bleus » témoignant de linfection
mixte, il faudrait, en théorie, examiner au microscope le cerveau entier des souris.

Si les conclusions des deux travaux sont radicalement différents, cela peut
éventuellement provenir du fait que Araujo et coll. {1997) utilisent une souche virulente et
une avirulente alors que Dao et coll. (2000) utilisent deux souches avirulentes pour la
souris.

On voit que le facteur limitant pour détecter une infection mixte chez un animal
est bien le manque de moyens techniques appropriés qui peut étre comblé par notre
technique de typage par microsatellites, comme nous I'avons démontreé.

Aprés la mise en évidence d'infections mixtes naturelles ou expérimentales avec
des isolats aux génotypes différents, nous nous sommes intéressés aux isolats ayant

des génotypes identiques qui pouvaient étre liés épidémiologiquement entre eux.
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En ce qui concerne les toxoplasmoses animales, nous avons eu a typer les
isolats S2K et S3K obtenus tous les deux lors d'épidémies d'avortements dans un
troupeau de brebis en Haute-Vienne en 1979 pour la premiére, et en 1980 pour la
deuxiéme. |l est remarquable de noter que ces deux isolats particulierement pathogénes
pour Fanimal et isolés dans la méme région a un an d’intervalle partagent exactement le
méme génotype pour les huit microsatellites, ce qui, avec les réserves déja évoquées
quant au pouvoir discriminant de la technique, laisse penser qu'ils sont identiques et donc
qu’une seule et méme souche peut étre a l'origine des deux épidémies.

Dans les épidémies de toxoplasmoses humaines décrites dans la littérature
(Benenson et coll. 1982; Debord et coll. 1996; Choi et coll. 1997; mais surtout Bowie et
coll. 1997), les différents auteurs ont bien montré l'existence d'épidémies de
toxoplasmoses en incriminant soit la viande de porc ou de sanglier crue, soit 'eau de
boisson municipale ou issue d’une source, mais, dans I'absolu, ils n'ont pas prouvé gu'une
seule et méme souche était a I'origine de chaque épidémie. Pour cela, il aurait faliu d’abord
isoler les toxoplasmes chez chague patient, ainsi que ceux contenus dans les kystes
présents chez le porc et dans les ococystes présents dans I'eau de boisson. Ensuite, i}
aurait fallu prouver que les différents isolats aussi bien chez les patients que ceux obtenus
dans les sources d’infection incriminées étaient identiques. Si la premiére condition est
particulierement difficile a réaliser, la seconde peut en revanche étre résolue grace a notre
technique de typage génétique par microsatellites.

Nous avons eu a typer 2 isolats GIL et MOR isolés & une semaine d'intervalle
en novembre 1988 dans le laboratoire de Parasitologie du Professeur Marjolet du CHU de
Nantes et 2 autres isolats CHAT et FOUA isolés a 2 semaines d'intervalle en octobre 1988
au laboratoire du Professeur Garin a Lyon.

Comme on peut le voir dans 'annexe 1, ces isolats ont en commun d'étre isolés
de toxoplasmoses congeénitales chez des femmes dont linfection a été précoce pendant ia
grossesse {10 semaines pour Git. et MOR, 15 pour CHAT et FOUA) et qui ont entrainé
des interruptions médicales de grossesse avec lésions anatomopathologiques foetaies
objectivées au niveau du foie pour GIL et MOR, du cerveau pour FOUA et du foie, rein,
cerveau et yeux pour CHAT.
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GIL et MOR ont été isolés par inoculation a Ia souris de foie foetal, tandis que
CHAT et FOUA l'ont été a partir des liquides amniotiques. A lisolement, GIL et MOR
montrent une haute virulence pour la souris, alors que CHAT et FOUA entrainent une
toxopiasmose latente.

L'analyse isoenzymatique classe GIL et MOR en zymodéme 1 (trés rarement
isolé dans la nature) et CHAT et FOUA en zymodéme 2 (le plus fréquemment rencontré
notamment dans les toxoplasmoses congénitales). Mais le faible polymorphisme détecté
par le typage isoenzymatique ne permet pas de conclure & un quelconque lien
epidémiologique entre MOR et GIL d’une part et FOUA et CHAT d'autre part, alors que le
typage par les 8 microsatellites montre une identité parfaite entre MOR et GIL et entre
CHAT et FOUA.

Le probleme d'une éventuelle contamination par une souche RH en c¢e qui
concerne les isolats Gl et MOR virulents pour [a souris ne s'est pas posé car ils ont été
mis en évidence lors de 'examen anatomopathologique des deux foies foetaux.

On peut donc supposer que les isolats aux profils microsatellites identiques GIL
et MOR sont en fait une seule et méme souche de 7. gondii qui a contaminé a trés peu de
temps d’intervalles deux femmes enceintes vivant dans la région urbaine de Nantes et
entrainé dans les deux cas une toxoplasmose congénitale. De méme pour CHAT et FOUA
a Lyon.

Nous pouvons également remarquer que ces deux souches isolées l'une a
Nantes et Pautre a Lyon ont en commun d’avoir donné un tableau clinique identique avec
des lésions organiques lors de I'examen anatomo-pathologique (dans le foie pour GIL et
MOR, dans le cerveau pour FOUA et dans le foie, cerveau, rein et yeux pour CHAT).

Le fait que, dans deux villes, Lyon et Nantes, il y ait ey des cas de
toxoplasmoses congénitales & une ou deux semaines d'intervalle présentant le méme
tableau clinique avec des souches de génotype identique dans chaque ville peut faire
penser que ces toxoplasmoses congénitales surviennent dans un contexte d’épidémie.
Nous ne savons pas si 'on peut parler d'épidémie de toxoplasmose avec seulement deux
cas repertoriés dans chaque ville. Mais on sait que la majorité des toxoplasmoses sont
asymptomatiques, et que 'on ne peut isoler des souches que lors de cas symptomatiques
comme, par exemple, la toxoplasmose congénitale.
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Les cas de toxoplasmoses congénitales que nous décrivons ne sont peut étre
que la partie immergée de « liceberg » de toxoplasmoses asymptomatiques dans ia
population des deux villes. Ainsi pour estimer Fampleur réelle de cette épidémie, il aurait
fallu entreprendre des sérologies systématiques chez tous ies habitants de Lyon et de
Nantes, qui auraient peut étre montré une augmentation significative des séroconversions
dans la population. I! aurait fallu également identifier par une enquéte épidémiologique trés
poussée la source de contamination de ces femmes, isoler la souche et comparer son
génotype avec les huit microsateliites aux souches isolées lors des toxoplasmoses
congénitales.

Un des buts de I'étude était de mettre en évidence grace au
polymorphisme important détecté par cette technique, une relation entre un
génotype particulier et une manifestation clinique chez 'homme. Les seul cas pour
lesquels nous avons trouvé une relation concernaient des cas de toxoplasmoses
atypiques.

e C'est le cas de lisolat VAND dont le génotype est atypique et unique
(zymodéme 12 ou groupe uSAT V). l est & I'origine d’une forme particuliérement sévere de
toxoplasmose acquise en forét de Guyane frangaise chez un sujet parfaitement
immunocompétent. On peut penser dans ce cas qu’il y a une inadaptation entre 'homme et
ces génotypes atypiques, le rendant hautement sensible & ce genre d'isolats entretenu lors
d’un cycle sauvage dans un environnement ot Fhomme est habituellement absent. En
revanche, des génotypes plus classiques qui ont coévolué avec 'homme via un cycle
domestique sont mieux adaptés a leur hote et ne donnent pas lieu & des manifestations
cliniques séveres.

e C'est aussi le cas de quatre isolats ayant un génotype original et provenant
de toxoplasmoses avec isolement & partir du placenta et aucun signe d’'infection
chez 'enfant. Ces quatre isolats (annexe 11) ont été obtenus dans trois villes différentes
par inoculation & la souris de placentas provenant de méres ayant fait une séroconversion
toxoplasmique pendant la grossesse (pour trois d'entre elles, relativement t6t). Les meres
ont été traitées par spiramycine dans le but d'éviter un passage transplacentaire du

toxoplasme.
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A la naissance les enfants ne montrent aucun des signes cliniques ou
sérologigues témoignant d’une infection.

Du fait de lisolement a partir du placenta, ils ont été traités pour toxoplasmose
congenitale. Mais leurs sérologies sont devenues negatives 9 mois aprés la naissance et
V'étaient encore plusieurs annees apres, ce qui montre qu'ils n‘ont jamais été infecteés.

L'on sait que linfection du placenta n'implique pas forcément l'infection du
foetus. Mais dans la pratique, quand on isole des toxoplasmes d'un placenta, on met
toujours en evidence une infection congénitale. Dans le cas contraire il peut s'agir d’'une
contamination par une souche RH comme on I'a vu avec l'isolat GAY.

Les quatre isolats que nous décrivons ont une haute virulence pour la souris a
lisolement et donc se posait le probiéme d’'une éventuelle contamination par la souche RH
entretenue dans les laboratoires d'isolement. lis appartiennent d’ailleurs au groupe uSAT |
comme la souche RH. Le probleme peut se poser pour ENT pour lequel nous ne
disposons pas du stock de la souche RH entretenue au laboratoire de Strasbourg en 1984
et qui a un génotype identique avec deux stocks de la souche RH entretenus dans des
laboratoires frangais (Toulouse et Lyon). Mais pour P, PIL et FAJI leur génotype trés
particulier avec les huit microsatellites les différencie des stocks de la souche RH
entretenue dans les laboratoires d’'ou proviennent ces isolats (souche RH de Toulouse, et
les deux stocks de la souche RH de Paris : RH THU et RH PSP) ce qui permet d'exclure
une contamination par RH.

Ces 4 isoiats ont une trés grande homogénéité génotypique. Les différences ne
se situent qu'au niveau de deux microsatellites sur huit. PiL. et FAJ] isoles dans le méme
hopital & Paris a 3 ans d'intervalle ont exactement le méme genotype. Mis a part ENT, les
trois autres isolats ont donc un génotype original qui les différencie de tous les autres
isolats de groupe WUSAT | que nous avons typés, ce qui est remarquable vu le nombre
d'isolats de groupes uSAT | dans notre population étudiée.
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Une des hypothéses permettant d’expliquer cette absence de toxoplasmose
congénitale est que ces souches, au profil microsatellite particulier, ne peuvent pas franchir
la barriere placentaire et donc, ne peuvent pas infecter le foetus. On peut aussi penser que
ces souches, si elles ont franchi le placenta et ont infecté le foetus, ont été éliminées
entiérement et rapidement par le systéme immunitaire, contrairement aux souches qui
n’‘ont pas ce génotype particulier.

Ces hypothéses pourraient également expliquer le fait que I'on isole rarement
dans la nature, et en particulier dans les cas de toxoplasmose humaine congénitaie, des
souches du groupe uSAT .
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CONCLUSION

Le typage des isolats de Toxoplasma gondii peut désormais faire appel a la
technique des microsatellites. Cette technique de PCR, associée & Panalyse sur
sequenceur automatique de la longueur en nombre de bases des produits PCR, amplifie
dans notre étude 8 microsatellites contenus dans le génome du toxoplasme. Si elle garde
les avantages de la PCR au point de vue technique, elle permet de détecter un degré de
polymorphisme different en fonction du choix des marqueurs microsatellites. En effet, en
fonction du nombre de répétitions du motif de base du microsatellite, on peut disposer de
marqueurs peu polymorphes si ce nombre est faible ou au contraire de marqueurs trés
polymorphes si ce nombre est important.

Nous avons utilisé 3 marqueurs peu polymorphes permettant de regrouper une
population de 84 isolats en trois groupes USAT principaux étroitement corrélés avec les
types PCR-RFLP ou zymodémes déja décrits. Les conclusions de nos travaux confirment
celles de la littérature. C'est pourquoi, i semble inutle de rechercher dautres
microsateliites peu polymorphes.

En revanche avec des marqueurs plus polymorphes nous avons obtenu un
pouvoir discriminant élevé permettant de discerner 77 génotypes différents et notamment
des stocks différents de la méme souche RH. De plus, gréce & la facilité d’'emploi, la
sensibilité, la spécificité et la reproductibilité de notre technique, nous avons pu futiliser
dans des applications nouvelies comme la détection de contaminations de laboratoire par
la souche RH, la détection d’infections mixtes naturelles ou expérimentales ou encore la
mise en évidence d'un génotype responsable d'épidémies de toxoplasmoses. Mais c'est
bien le plus grand polymorphisme apporté par la technique, qui nous a permis de montrer
I'existence de génotypes particuliers isolés de placentas sans signes d'infection chez
'enfant. Ceci laisse supposer qu'il existe certainement d'autres génotypes corrélés aux
differentes formes de toxoplasmoses humaines. C'est la recherche de nouveaux
marqueurs polymorphes contenant des microsateliites et, en particulier, I'identification d'un
marqueur correle a la pathogénicité chez 'Homme qui doit étre Fambition des travaux
ulterieurs.
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_ANNEXE 1 : TOXOPLASI\';I-(-)-SE_? CONGENITALES

Devenir de
'infection

infection
materneile
SG

Lésions
organiques

isolat

PSP 19
GANGI

Z2
22

I
/1

1997

1984

Origine

Fr (Amiens)
Belgique

Mort a2 1,5 mois ? Cerveau, yeux BK 1948 Hollande
Mort & 7 jours 5 | Cerveau, yeux CHAM zZ21 | 1983 Fr (Limoges) |
Mort & 9 jours ? ] Foie, rate, rein PRU Z2) 1l 1964 Fr (Limoges)

Mort in utéro 6 | LGE96-1 Jza] 1 | 1996 | Fr(Limoges)
Mort in utéro 23 1 C Z4y 1981 Fr (Paris
10 Foie GIL Z1 | 1988 Fr (Nantes)
10 Foie MOR Z1 i 1988 Fr {(Nantes)
interruption ? ? AUD zZ21 |l 1988 France
15 Foie, rein, CHAT Z2) 1988 Fr (Lyon)
cerveau, yeux
médicale 15 I Cerveau FOUA {z2F 1 § 1988 Fr (Lyon)
13 Foie FAR Z2 ] 1981 Fr {Limoges)
13 non PSP2 22 (] 1994 Fr (Paris)
de grossesse 11 Foie, cerveau, TONT Zsy N 1992 Fr(Lyon)
16 Foie, cerveau MAS Z5p /g 1991 Fr (Nice

m Semaines de grossesse.

127



[

ANNEXE 2 : TOXOPLASMOSES ACQUISES

STATUT IMMUN | CLINIQUE | ISOLAT 1 Z "[?éATlDATE ORIGINE
Inconnu ?ncéphalite RH Z1 i 1939 USA
e ——

Lymphadénopathie}] DUCH {Z1 f 1/l ] 1971 Belgique

Méningite DEGR { Z2 i 1996 Belgique
Immunocompétent} Lymphadénopathie § JONES } Z2 il 1986 Angleterre
Lymphadénopathie | MILIS | z4 | 11| 1962 Belgique
Toxo pulmonaire RUB Z6 H 1992 | Guyane Fr
Toxo disséminée VAND }2z212}y V 1997 Guyane Fr

Toxoplasmoses survenant chez des sujets immunodéprimés

I STOCKS DE LA SOUCHE RH

1

Stock | RH88 | ccRH  |RHLyon| RHToul |[RHPSP| RHTHU | RHLim TS4
Origine | USA | Allemagne Lyon | Toulouse| Paris Paris Limoges Mutant
(Wurtzbirg) Strashourg RH
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ANNEXE 3 : TOXOPLASMOSES ANIMALES

[ ISOLAT | ANIMAL CLINIQUE Z [HuSAT] ORIGINE ] DATE
CT1 mn asymptommu —Z-T- ml U%T 1 989_

ME48 Mouton asymptomatique Z2 f USA 1965
 STeISTK | Wouton | o6 congéniale moriele | 72 | | Fraveyon) | 1977

3K [ Wouion | Toxo congénile morele |22 | | FriHieVierne) | 1560 |

S2 Mouton { Toxo congénitale mortelle Z2 i Fr (Hte-Vienne) 1979

PIG3 Porc asymptomatique z2 f! Argentine 1993

P100 Porc asymptomatique 22 li USA (lowa) 1991

H P101 Porc asymptomatique Z2 il USA (lowa) 1991

76K Cobaye encéphalite mortelle 22 J France 1963

BEV Lapin asymptomatique Z2 il Angleterre 1959

SQM Singe Toxo disséminée mortelie 24 I Angleterre 1990

CH2 Chat oocystes/selles 22 Il Fr {Hte-Vienne) 1987

CH1 Chat oocystes/selles Z2 i Fr (Hte-Vienne) 1986

CEP Chat cocystes/selles 23 ] USA 1977

C56 Poulet asymptomatique Z3 i USA 1961

M7741 Mouton asymptomatique Z3 il USA 1958

OPA-OPA Porc asymptomatique Z3 W Uruguay 1993

| SSi11¢9 Porc asymptomatique Z9 W71 Danemark 1968

PBo Porc asymptomatique Zio | /1 | USA {lowa) 1991

P80 Porc asymptomatique Z11 M7l USA (lowa) 1991

CAST -i\f?uton Toxo congénitale n:ortelie z7 v mUruguay 1983

< =" finfections mixtes

[

NNEXE 3 BIS :

ISOLATS SANS RENS

EIGNEMENTS I

MARTIN de zymodéme 1 et groupe uSAT |l isolé d’'un cas de toxoplasmose humaine.
TG96 de zymodéme 4 et groupe uSAT il isolé d’'un cas de toxoplasmose humaine.

PMR de zymodéme 1 et groupe uSAT .
WIKTOR de zymodéme 1et groupe uSAT 1/l
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ANNEXE 4 : SEQUENCE DE Y 17507 OU GENE DE LA
MYOSINE A (1960 pb) DU TACHYZOITE DE RH

1 atggcgagea agaccacgtc tgaggagetyg aaaacggccea cggegetgaa gaagaggicg
81 tcegatgtec acgeggtcga ceacteegge aatgtgtaca aagtgegtet ttctcgettt

121 tetgaaagte gtttattttg ttccacagtg gatgtcgega aaaccgetgg aaaaccacte

181 tetgectetg cecaggtgea geoteggegt tteccacgeg cacegeggeg acacgttaac

241 aggtcgcaga ggacgegeceg ctttgagetg tgtaaagege gttcctgeat cgttitticg

301 aggaaaccgg agagctctaa cgttgcagag gggataaata tttcgggtag acgegettce

361 gegtttegtt gecgteggaa ggegtatgty cegtgoacte ccgagcagcec ctigtgtetg

421 ggotctggge tgcgtgacte agegaagact caagttigag aaacatcgea {ttteteegg

481 ttccceagec geageatagg gtegeacteg ctgtgggtte aatatttega ggtetcgotg

941 tcgtetetge tgttcacgga ttgtgtgege togtegtite ticaccacct tgaactgtgt

601 gtcgecccte ggecegagaa goacatecct ctetetetet ctotgteteg gtttttgcee

661 gcttttcgaa tcgitcacce cgactgtgea ceatttttte tettgecgaa aaaggccegte

721 gtgcttctee ttgeecgeagt geacttgtgg ttecgaggte gtttectgge ttccgaceee

781 ggtgtegeee gegagteace acgctgtttc tegtgetttt gtgtatttge atagggattt

841 caaatctgga cggacttgge gecgteggty aaggaggage cggacctgat gtttgccaag

901 tgcatcgtge aggegaggac agacaagggg aacttgacct gcgtecagat cgatecaccg

961 ggcticgacg aaccgticga agtcccgeag gegaatgegt ggaacgtaaa cagcctgatc
1021 gaccecatga cgtacggaga catcggeatg ttgectcaca cgaacattce ttgcgtecte
1081 gacttcctca aggtgegett catgaagaat caaatctaca cgactgegga cecgetegte
1141 gtcgecatea atcecticeg cgaccteggg aacaccacge tegactggat tottcgatac
1201 agagacactt tcgacctcte caaactcgeg ceccatgttt tetacacege ccgacgcgcy
1261 ctegacaacc tccacgecgt caacaagteg caaacgatea tegtgtcegg taaaaacteg
1321 ggotictecg taaaaaagta acgtgtgtcg aagttccace tgttcaatce gatctcgtca
1381 gaticaagtg tgtcagttga atgctigaat gettgaacgt gtgtatatgt ggctgtatga
1441 tgtgtatgga tattictatt gcogeatget teteggttic cgtegatggg cgtcgacatg

1501 agttictetg tetetetett tetetotgta tgcatgeatg tocctgteag tticteegtg
15637

1561 titccaTGTG TGTGTGTGTG TGTGitgta agtcgaagaa gttcegattt atgeatctge

1621 acgtggactt ttttatgtgg tagittccat ccgceatttac ggagetetat ttacatctct

1661
1681 acatttacat gccoatatct atatatatat gttcatacge atatatatat ttatgtattt
1741 acatatgcat tigcatatgt atatgtataa atgggtatgt atgtatattt acgtttgagt
1801 ctgtggatat atttggatgc gtagccacag cgtictttgg acagtgegta aacggtgett
1861 gttegtttce aggtgagtcet ggcgegggea agacggagge gacgaageag attatgaggt
1921 attttgcggce ggcgaagacy gggtegatgg atttgeggat

130



AN‘NEXE 5 : SEQUENCE DE M 20025 OU GENE DE LA BETA-
TUBULINE (2534 pb) DU TACHYZOITE DE RH

1 agcectteet catttgegeg ccgeagecac cagtitgiac aacggeeggt ttggtggtgt

61 tgcgectice gaccecaggt geteceggeag aacgeteeey tgegttgatg ttaggattct
121 Htecteccee cegggacage cgtttttgte gactitttte cttetgegeg ctetggtice
181 ttittttctg catcttccaa aatgagagaa ategtecacg ttcaggotgg ceagtgegge
241 aaccaaattg gcgccaagtt ttgggaggtc atctcggacg aacacggaat tgatccggtg
301 agggagaacg ggttcegeag tgegggttee cggacgetgt cttigtect gtattetgeg
361 tgacagcttc gecagigtaa atcgagecegt titecetgtg gagaatcgeg gagaatggac
421 gagttttccg agetcgeagg tgecaccete cacctegacg caaccaagtg cacgeacatt
481 tgcegggotag tgaccectaag acaccgeagg tetacetgeg cgttttitte agtetitgea
541 cacagttgca ccgaaagtca tgttttttge gaagacateg gttgttetgg tgggggaata
601 cttcacteet gticgegect atgtgegeag acaggtgtee acectecgea tacgggegte

661 cgggtgtice tacaaaatge aggegeggeg acategaccea agttetteeq teatticaat
698

721 tigttetgeg aTGTGTGTGT GTGTGTGgtt tectetettc agaceggtac ctactgtgga

781 gacagtgact tgcagctgga gagaatcaat gtgtictaca atgaggecac cggtggacge
826
841 ttcgtcocge gtgegatect catggatetg gagecggoca ctatggacag cgttcgegey
901 ggtcegtttg gecagcetctt cocgeectgac aacttegtet ttggecaaac tggagegggce
961 aacaactggg ccaagggtca ctacactgag ggtgcggage tgatcgacte tgtectegac
1021 gtegtecgea aggaggcetga aggctgegac tgecttcagg gtttccagat cacccacagt
1081 cttggagggg gtaccggtic gggtatgggt acgttgttga tcagcaaggt ccgegaggag
1141 tacccecgacce geatcatgga gacttictce gtgticcegt ccecccaaggt ctetgacace
1201 gtigtcgage cgtacaacge aacgcetetee gttcaccage tggttgagaa cgeggacgaa
1261 gtccaggtga tcgacaacga ggecctatac gacattiget tccgaacact gaagetgace
1321 acgecgacgt atggegacct gaaccatttg gtetccgeag ccatgagegg tgtgacctge
1381 tgtctceget tecceggtca getaaacage gaccetgegea aacttgeggt caacctegte
1441 ccgttcecte gictecactt cticcteatt gggtitgete cgctecacgag ccgeggeage
1501 cagcagtace gegetctecag cgtcecegag ctcacccage agatgttcga cgcaaagaac
1561 atgatgtgeg cctececgaccee gegecacggce cgetacetga ctgectececge catgticegt
1621 ggtcgeatgt cgaccaagga agtcgacgag cagatgcetca acgtccagaa caagaacicyg
1681 tcctacticg ttgagtggat tcecaacaac atgaagtcca gegtctgtga catceecceeg
1741 aagggectca agatgtcegt cacctitgtc gggaactcca cegecatcca ggagatgtic
1801 aagegtgtgt ccgaccaatt cacagctatg ttcaggegea aggcttictt gcactggtaa
1861 gttgtacaga gtgtgcegeg cagtetggtt geagtgtgeg tctagagatg geacatttag
1921 tgtotctggg ggtacagcetg tgtictcgaa gtetgtgtgg geatgaatac igtitttttg
1881 cctecttgat cetataggta cacgggtgaa ggtatggacg agatggaatt caccgaggee
2041 gagtcgaaca tgaacgacct ggtgtccgag tatcagcagt accaggtacg cittcgetct
2101 tcggtgtotg gottagtige getgttctgt atacgtitcg taatcticat caatacticg
2161 aatgtcttat gtgtgttcte ttcaggacge caccgcagag gaagagggag aattcgacga
2221 ggaagagggc gagatgggtg cagaggaagg cgcgtagtgg ctittctcat {ctaatgtca
2281 cgtctgttac atcegtcteg ageagtigte ctggggateg gacaagtiat gtcactgtce
2341 taaacactcg atatacattg tcaaaaaaaa agaaaaaaac ggtctittcg tetetgtggg
2401 attatctgtt titgctegtg ttcatggtat ctegagtgtg taaaagtacg titttgaata
2461 cgctgtecage tecggagtgga ctecaggacte cgtetigttg caacaagtgt getgaatagg
2521 agctgeccaa geeg
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ANNEXE 6 : SEQUENCES DES EST

W 35487 (332 pb)

1 getegeagag gaggticact ggatcttctc caaaactaga aaattegtcg cecgtectge
58
61 tgcgatcttt tetettcttc ttiggettCT CTCTCTCTCT CTCTCTCT gt gtegetgtgn

121 gagtaaaaca gcgegegtcet ttgtgggaag ggaacggeat gttecticgt ttaangtnna
163

181 tetgeactct cttegeattt gogaactcga ggttttccag atatctegga gtecgctgte

241 ggaaacaagc gacgttcatt ctggaccgcet ccacgetaac geacggatga ctetgnagte

301 gaaggacagg cctgtcgatt tetgtcteta at

IN 60608 (444pb)

1 tcaaacggta tgtgaaatcce tctatacage ggatggaate ategaggtac tatccatgee
36

61 gacatataca ttatatattt ATATATATAT ATATATATAT ATATATcinc ctagtegtac

121 cgcagagagt tgctctetgt aatngetatt ntgticatca ctcgcacagg tcaaccgttc

179
181 cggtgtacgt acattgcgeg tagtggacag tecgatggtag tgaccegage goaggtgeat
241 tictcagtga cgegacttag ggtagagagt gatttgeatt ganagegata tagtgaaaca
301 tatgcegegt tetgetegen cttacneggt tgagtageag ttgeatttet tegegtggga
361 acacaatgtc tggcaactgce atagtatatt atcgacaget gggggggottt gteccgagance
421 acacggccga gtnaacggtn ctca

AA 519150 (650 pb)

1 tgtggctgte gattgecttt tcaatgcata gaaaaaggat gtceggtcaa ttitgetttt
61 ggtttcccat cgaccgtgag tanncgegtt ggacattcge gaaggcegtat caaatacgtt

121 tatttactct atatatgitg tctatactgt catacgcATA TATATATATA TATATATATA
137

181 TATgcgtgga cgatggcage aagtgcaggt tgattgagy gacgagaact cegtitctta

241 atcagttttt tctggetaag accagtaacce gtttatggat agtgtttetgt cetteeegte
281

301 gagacttttc gtagttcgaa ggcagagitt catticcegg tagaagaata ctgccaaatt
361 gatattactc ggtttcgacc tggacgaacc tgaaccattt tgctcaattt tctactcata
421 aaaatgcggc agtgttttac tcaaggeegt agtggatttt cgtgttcget catectetee
481 gagaaatata tgttggttca gtccaagata ccgagctatt teectectyt ceattettge
541 ggtctgaatg tattgggttc ccggctaaac ataagicacg ttcctgtica tcggaaaaaa
601 aaaaaactgc aaaaaaaaaa aaagcggggce cgccaceggg tgggaacget
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ANNEXE 6 BIS : SEQUENCES DES EST (SUITE)

IN 82375 (316 pb)

1 cttatgcatg cttgtcagag ticgcaganc geacgactty actgcagaag actatttgte
5
61 atacgtatct acATATATAT ATATATATAT ATATATATgt ctgtatatgt gcatgtcaag

121 gacgeanaca tgtgtagatc tctaaatgeg tteentcact gagegtegec tttncgacta
125

181 tggaaaggaa gaggcagaga ntctcgaaag tcgagactcg cacatgetea caagtttttg

241 ctgagtcgct tttcttgaat tictctgaga gaagttntca aaatgtntca accttcegtg

301 ctcgggagtg tggget

IN 83021 (330 pb)

1 gaagaccgge nggngcatct ctgtggggac gattattttc ttcgeticte tetttetteg

61 ctggtanact ggcgggagtt agageaccct tegacgeaga gettectege gcctcgggac
120

121 acaacgacac cactatcice ctgtctgtAT ATATATATAT ATATATATAT gtacgtatat
181 ntatgtgtgc acgattcatg cgtatctata gatctgeatg tntatacace aatcagtctg
241 gtatagaga gatagctaga aaaatancta tgntctacge tgttcaccea tgtatnctat

251
301 ctatctatat atatgatgta ttcaaacctc

IN 61191 (370 pb)|

1 ngengenttg tttggtgagg aaggtggcaa gegtacacaa tigecatett caaaaggett
61 tagaatgcag tcaccgegtc ggcagntitg ccacgtgaaa geagtgacaa aagttgttot
121 gggactgtgc gactcatcee gtatcaccag atcatgttat tgctgttcga tegneggtgg
139
181 ttgtagatgt acacatagat atctttacaa gcgcTATATA TATATATATA TATATA tgca

241 tcc ttacate aacatcagat gagagacaac gatcgggagg cgtagttggt cgctgtggag
265

301 gctaccgggt gnagettgic gaatactcga tntgagnctt gtgttegttt tcacteecaa
361 cggagtttaa
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ANNEXE 7 : AMORCES UTILISEES

]

NOM SEQUENCE TN T % | Tm
5 3 _I ac | o)
1537 Y17507 CATGTCCCTGTCGGTTTCTC 20 | 55 | 61
1661 Y17507 CGTAAATGCGGATGGAAACT 20 | 45 | 60
698 M20025* CCAAGTTCTTCCGTCATITC 20
826 M20025 CCTCATTGTAGAACACATTGAT | 22
36 N60608" GAATCGTCGAGGTGCTATCC 20 | 55 | 60
179 N60608 AACGGTTGACCTGTGGCGAGT | 20 | 55 | 63
137 AA519150" GTTGTCTATGCTGTCGTGCG 20 | 55 | 60
281 AA519150 | CACCCATAAACGGITACTGGTC | 22 | 50 | &1
58 W35487" TGCTGCGGTCTTTICTCTTC 20 | 50 | 61
163 W35487 AACATGCCGTTCCGTTCE 18 | 56 | 61
139 N671197% CCGTATCACCAGATCATGTT 20 | 45 | 56
265 N671191 CTCTCACCTGATGTTGATGTAA | 22 | 41 | 55
5 N§2375" TGCGTGCTTGTCAGAGTTC 19 | 53 | 59
125 N82375 GCGTCCTTGACATGCACAT 19 | 53 | 61
120 N83027* CACAACGACACCGCTATCTC 20 | 55 | 59
251 N83021 | CTCTCTATACACAGACCGATTGG | 23 | 48 | 58

Amorce™ . amorce couplée avec un fluorochrome

134



[[ANNEXE 8 : REFERENCES DES REACTIFS ET CONSOMMABLES

Qiagen Courtaboeuf, France :
réference 51304 : QIA amp DNA Mini Kit (50).

Amersham Pharmacia Biotech, Orsay, France :

référence T0303Y : Tag DNA polymerase cloned (50 unités) fournie avec le
tampon de réaction 10X (100 mM de Tris HCI, 500 mM de KCI, 15 mM de MgCI2 et 1% de
triton X-100).

Roche Diagnostics, Meylan, France :

réference 1834511 : dATP, PCR-Grade (250u1).

référence 1934520 : dCTP, PCR-Grade (250ul).

référence 1934538 : dGTP, PCR-Grade (250ul).

réference 1934546 : dTTP, PCR-Grade (250pl).

reférence 1934554 : dUTP, PCR-Grade (250ui).

réference 1269062 : UDG (25 unités).

reférence 821705 : marqueur de poids moléculaire V de 8 & 587 bp (250 pg/mi).

Prolabo, Nogent sur Marne, France :
référence 23 486-297 : DMSO 99% min (1litre).

Polylabo, Strashourg, France :
réference 69744 : microtubes 0,2 ml en barreties de 8.

Eurobio, Les Ullis, France :

référence 018648 . gel d'agarose de haute résolution, qualité biologie
moléculaire Résophor (100g).

Perkin Elmer, Courtaboeuf, France :
référence 402838 : polymere analyse génétique POP4 (5ml).
référence 402839 : capillaire 47 cm / 50 ym pour analyse génétique POP4 (5).
référence 401735 : Genescan 350 red dye labelled ou Rox 350 (400 pl).
référence 401957 : tubes a échantilion de 0,5 ml (500 tubes).
reférence 401956 septa pour tubes a échantillon de 0,5 ml (500 septa).
reférence 400596: formamide désionisé.
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ANNEXE 9 : CONDITIONS DE PCR

TUB2 | N AA W N N N TgMA |
60608 | 619150 | 35487 | 61191 | 82375 | 83021
Tampon 10X | 2l | 2l 2l 24l o0l 2ul 24l 20
dNTP 21 2u 2i4 2ui 2ul 2ul 244 2ui
DMSO 1l 1l v 1l v 1ul 1l 144
Amorce* 0.2u0 | 0.2ul 0.2ul 0.4 ul | 0.52pi 0.8ul 0.62.4 0.25u
Amorce 0.2ul | 0.2ul 0.2l 0.244 0.2ui c.2ul 0.2ul 0.45ul
TAQ 0.12ut | 0.12pt [ 0.42p1 | 0.12u1 | 0124 | 0.12pl | 01241 | O.12u
UDG 0.2ul | 0.2ul 0.2ul 0.2ul 0.2u 0.2t 0.2ul 0.2ul
H20 11.88l| 11.88ul | 11.88ul | 11.68ul | 11.56u1 | 11.28u1 | 11.46p1 | 11.58p
Vol MiX 17.6ul | 17.6ul | 17.6u0 | 17.6pl | 17.6ul | 1764l | 17.6u 17.6ut
ADN 2400 24 ) 240 | 24 | 244 | 24y | 244 2.4l
Vol total 20yl 201 20l 204l 20l 20ut 204l 20ul

Cycles réactionnels

2 minutes a 50°C (action de 'UDG).

3 minutes a 94°C (dénaturation de FADN).

35 cycles de

» 30 secondes & 94°C (dénaturation de 'ADN).
o 30 secondes d’hybridation a :
e 52 °C pour Y17507.
e 55 °C pour N60608.
» 54°C pour AA519150, TUB2, W35487, N61191, N82375, et N83021.
+ 30 secondes a 72°C (élongation).

10 minutes a 72°C pour 'élongation finale.

136



ANNEXE 10 : TYPAGE PAR LES HUIT MICROSATELLITES

DES 93 STOCKS
| _stock | TuB2 | w 35487 ToM-A| N60GO8 | N82375] N83021 | N61197] AA519150| SAT
PMR .| -126 | 101 ] 129-] 139 115 129 122 144 i
o 1101 et 189 117 127 122 142 I
401121 139 117 127 122 142 1
101 ] 121 | 130 117 127 122 144 I
101} 139 117 127 122 144 I
S 101 139 117 127 122 144 I
o1 139 117 127 122 144 I
{101 139 117 127 122 142 |
i 139 117 127 122 144 !
139 117 129 122 144 I
139 117 129 122 144 I
139 117 137 122 142 |
139 117 141 122 142 I
139 119 125 122 142 i
139 119 129 122 144 i
139 123 127 124 142 i
141 117 127 122 142 }
141 117 127 122 142 i
141 117 127 122 142 i
145 117 129 122 144 I
145 117 129 122 146 I

108 127 124 148 i
108 127 124 168 i
109 127 124 164 nn
109 127 126 152 v
109 129 126 146 i

109 131 122 138 A

$S1 119 109 135 122 138 A
P89 - 109 135 122 138 A
MAS o 1052_ 161 130 134 IHA

G e 109 129 132 134 n
107 133 120 136 In
109 133 122 158 ]|
107 133 124 146 i
109 133 122 140 I
109 133 122 148 i
109 133 124 142 i
109 133 126 144 i
109 133 128 144 10
109 133 126 144 H
109 135 126 144 i
107 145 122 160 W
109 129 126 154 \'j

c= Alléle typique du groupe uSAT |
Alléle typique du groupe USAT il
Alliele typique du groupe uSAT i
Allgle atypique
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ANNEXE 10 : SUITE

STOCK [ TuB2 | w3s487 | Tg
GANGI 124 95
76K 124 95
AUD 124 g5
BEV 124 95
BOU 124 95
CAL 124 95
CH2 124 95
CHAM 124 95
CHAT 124 95
CRO 124 95
DAM 124 95
DEGR 124 95
FAR 124 95
FOUA 124 95
JONES 124 95
LGE95-1 124 95
ME 49 124 a5
MEZ 124 95
NTE 124 95
P100 124 g5
P101 124 a5
PIG 3 124 95
PON 124 95
PRE 124 95
PRU 124 95
PSP19 124 95
PSP2 124 95
REN ] 124 95
ROD 124 95
S1 124 95
S1K 124 95
S2K 124 95
s3 124 95
S3K 124 95
SUR 124 95
sZY 124 95
BRE 97 124 95
c 124 95
CHAMON | 124 g5
DAS 124 95
DEG 124 95
ELG 124 95
GRE98-1 124 95
LGE96-1 124 95
LGE94-2 § 124 95
MAN-NJA | 124 95
MILIS 124 95
PSP12 124 85
sQm 124 95
__TG9s 124 95

M-A N69608 NB2375 &3021 N671791 | AA5719150 uSA-L
133 108 133 138 138 W
137 121 131 136 134
133 121 131 144 148
137 121 131 136 134
136 111 131 134 136
135 108 136 122 162
137 111 131 138 136
137 115 131 150 142
137 113 131 134 138
131 121 133 124 136
137 119 131 120 140
141 109 131 122 134
139 109 135 142 146
137 113 131 134 138
137 108 131 132 142
137 109 135 138 142
137 109 131 126 142
137 109 133 132 144
135 111 131 138 146
137 109 131 130 142
137 109 131 130 136
137 109 131 134 146
137 113 131 136 146
137 111 13 138 138
137 115 131 160 142
135 109 133 122 146
137 109 135 132 140
135 113 131 124 140
135 111 131 134 136
137 109 131 136 146
135 113 131 124 140
135 121 131 134 136
135 121 131 134 136

135/139 | 109/121 | 131135 | 134/144 | 136/144
135 107 135 124 156
135 107 131 128 146
135 108 133 134 148
145 108 133 124 140
135 108 131 126 136
139 117 131 128 138
133 111 131 134 142
137 131 131 142 144
135 107 133 140 154
135 109 133 122 150
139 109 131 122 136
137 119 133 134 142
135 107 133 132 136
135 117 133 122 142
135 109 133 130 170
133 109 133 1%2__ 144
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" ANNEXE 11 : P, ENT, FAJI ET PIL

]

[ P ENT FAJI ~ PIL
Date 1984 1984 1991 1994
Lieu Toulouse Strasbourg Paris pitié Paris pitié
d’isolement Pr Séguéla Pr Kien salpétriere salpétriére
Séroconversion| 12 semaines 18 semaines 16 semaines Toxoplasmose
maternelle Grossesse ancienne
(semaines de gémellaire réactivée ?
grossesse) Tuberculose
Traitement de | Spiramycine | Spiramycine ? ?
la mere
Origine de Placenta Placenta Placenta Placenta
P’isolement unique
Mode Souris Souris Souris Souris
d’isolement
Sérologie de IgM négatif IgM négatif IgM négatif
Penfant a la IgA négatif IgA négatif
naissance tdem a 10 jours | idem & 10 jours
Traitement de Adiazine -+ Adiazine + Adiazine + Adiazine +
I’enfant Malocide Malocide Malocide Malocide
Suivi Sérologie Sérologie Sérologies Sérologie
sérologique de | négative a 1 an fnégative a 9 et} négatives a9 | négative 4 7, 10
I’enfant 12 mois mois et 14 mois
Suivi clinique Aucun signe a 9 f Aucun signe a 14
de 'enfant mois mois
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Résumé

Le typage des isolats de toxoplasmes est basé essentiellement sur
I'analyse isoenzymatique de 6 systémes enzymatiques et sur des techniques de
PCR-RFLP a partir de 6 loci a copies uniques qui permettent de regrouper les isolats
typés en 3 grands groupes considérés comme des lignées clonales. Le degré de
polymorphisme apporté par ces deux techniques est cependant trop faible, ce qui
limite les applications du typage génétique. En particulier, on ne peut pas établir de
corrélations avec les différentes manifestations cliniques chez 'homme.

Dans le but de trouver de nouveaux marqueurs qui pourraient apporter
plus de polymorphisme dans le typage des isolats de toxoplasmes, nous nous
sommes intéressés aux microsatellites. Ces derniers largement utilisés dans I'étude
du polymorphisme de 'ADN ont jusqu’ici été peu employés chez le toxoplasme. La
recherche des microsatellites dans le génome du toxoplasme a été effectuée grace
au BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Parmi le grand nombre de
microsatellites retrouvés dans GenBank®, 8 microsatellites a 2 nucléotides ont été
sélectionnés : deux (TG),, un (CT), et cing (TA),. Parmi ces 8 microsatellites, 2
appartiennent a des génes dont la fonction est connue (béta-tubuline et myosine), les
6 autres proviennent d’'EST (Expressed Sequenced Tags). Des séquences d’ADN
inférieures & 200 nucléotides, comprenant les microsatellites, ont été amplifiées
separément par PCR avec des amorces fluorescentes pour 93 stocks.
L'électrophorése des séquences amplifié¢es a été réalisée sur séquenceur
automatique et les données analysées par Genescan® software afin de déterminer la
longueur de chaque séquence a un nucléotide prés.

Le polymorphisme allélique retrouvé va de 2 a 16 alleles selon les
microsatellites. L'analyse de la totalité des résultats retrouve les 3 grands groupes
decrits plus haut. En fait, lassociation des 3 microsatellites les meins polymorphes
(béta-tubuline, myosine, et 'TEST W35487) permet aisément a elle seule de distinguer
les 3 groupes principaux ou lignées clonales. Elle permet également d’envisager des
recombinaisons génétiques entre ces différents groupes.

Avec les 8 microsatellites, le degré de polymorphisme plus important
permet quasiment d'individualiser les isolats, voire de mettre en évidence une
hétérogénéité génétique de la souche RH a travers ses différents stocks. Dans les
limites du pouvoir discriminant de la technique, il est possible de détecter des
contaminations de laboratoire, la responsabilité d'une souche particuliére dans une
éepidéemie de toxoplasmose et les infections mixtes aussi bien naturelles
qu'expérimentales chez l'animal. Concernant les relations avec la pathologie
humaine, certains isolats au profil microsatellite particulier proviennent de cas
atypiques de toxoplasmose.

MOTS-CLES : Toxoplasma gondii, typage génétique, microsateliites,
polymorphisme.



