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Introduction

N

La toxoplasmose est une zoonose due a un eucaryote unicellulaire ubiquitaire et
obligatoire, Toxoplasma gondii. Aujourd’hui, il est considéré que pres d’un tiers de la
population mondiale est infecté par ce parasite cosmopolite (1). Dans la majorité des cas, cette
parasitose revét un caractere bénin chez I’homme. 1l existe cependant trois situations ou la
transmission a I’homme peut entrainer un tableau clinique grave. Ces situations cliniques sont
fonction du contexte clinique, du statut immunitaire du patient et de la souche parasitaire

impliquée.

1) Chez la femme enceinte, la primo-infection par 7. gondii en cours de grossesse peut
étre a l'origine d’une contamination du feetus (Toxoplasmose congénitale) et
conduire a des séquelles plus ou moins graves chez le feetus ou le nouveau-né (2)
(3).

2) Chez les patients immunodéprimés (patients au stade SIDA, patients greffés...) une
réactivation d’une infection par 7. gondii acquise antérieurement peut parfois se
traduire par un tableau clinique sévere mettant en jeu le pronostic vital en I’absence
de prise en charge thérapeutique (4).

3) Chez le patient immunocompétent, des formes graves peuvent étre observées lors

d’infection par des souches parasitaires ayant un génotype particulier (5)

Dans ce travail de theése, nous nous sommes intéressés a la réponse immunitaire et aux
marqueurs épidémiologiques dans le cadre de la toxoplasmose congénitale. Seule cette situation

clinique sera donc détaillée dans ce manuscrit.

Une primo-infection toxoplasmique acquise en cours de grossesse ou en période péri-
conceptionnelle peut s’accompagner d’un passage transplacentaire du parasite vers le
compartiment foetal. Cette transmission verticale est alors a 1’origine d’une toxoplasmose
congénitale qui dans certains cas peut entrainer une interruption médicale de grossesse ou de
graves séquelles chez I’enfant. Aujourd’hui, grace a une prévention efficace menée en France,
les formes inapparentes sont fort heureusement majoritaires avec cependant un risque
d’évolution ultérieure vers des choriorétinites (6). En effet, au méme titre que la rubéole, la
syphilis et I’hépatite B, la toxoplasmose appartient aux pathologies infectieuses qui font 1’objet

de programmes de dépistage prénatal obligatoire depuis la fin des années 1970 (7).
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La création du Centre National de Référence (CNR) de la Toxoplasmose en 2006 permet
de recueillir, depuis 2007, les données des cas de toxoplasmoses congénitales dans le cadre de
ses missions de contribution a la surveillance, en s’appuyant sur les Laboratoires de
Parasitologie des CHU et les centres agréés pour le diagnostic prénatal. En effet, 1’ Institut de
Veille Sanitaire (InVS) puis aujourd’hui Santé Publique France en lien avec le Pdle
Epidémiologie du CNR souhaite recenser les cas de toxoplasmoses congénitales afin d’évaluer
la pertinence du programme national de prévention de la toxoplasmose instauré depuis 1978.
Voici en quelques chiffres, les dernieres données obtenues sur la toxoplasmose congénitale et
extraites du rapport annuel d’activité 2018 du CNR de la Toxoplasmose, année d’exercice 2017.
En 2017, 153 cas de toxoplasmose congénitale ont été diagnostiqués et recensés. Deux
interruptions médicales de grossesses ont été réalisées apres diagnostic prénatal (anomalies
échographiques) d’une infection toxoplasmique et deux morts in utero ont eu lieu. La létalité
ainsi que la morbidité liée a la toxoplasmose congénitale est stable depuis 2007, 2,6 % et 8.6%
respectivement. Parmi les 128 enfants nés vivants pour lesquels I’information était disponible,
117 étaient asymptomatiques a la naissance et 11 présentaient des atteintes cliniques allant de
formes modérées a graves (choriorétinites maculaires +/- calcifications intracraniennes). Les
taux de toxoplasmoses graves a la naissance et de choriorétinites sont en légere augmentation

par rapport a ceux de 2016, 1,2% et 6,3% respectivement (8).

N

Mon travail de theése a consisté a répertorier tous les cas de séroconversion
toxoplasmique chez la femme enceinte entre 2010 et 2015 dont I’enfant a été suivi au CHU de
Rennes. Nous avons ainsi collecté sur les meres et leurs enfants plusieurs informations telles
que la date de séroconversion, la durée du traitement, le profil immunitaire IgG anti-
toxoplasmiques ... A partir de ce recueil de données, une analyse multifactorielle a été conduite

afin de déterminer d’éventuelles corrélations entre les parametres étudiés.
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Partie I : Toxoplasmose : revue bibliographique

1.  Toxoplasma gondii : généralités

A. L’agent parasitaire

T. gondii est un parasite eucaryote unicellulaire a développement intracellulaire
obligatoire, responsable d’une zoonose : la toxoplasmose. Initialement décrit en 1908 par
Nicolle et Manceaux (9), T. gondii peut se présenter sous trois formes infectieuses, selon 1’hote

et le stade du cycle :

- La forme tachyzoite ou trophozoite est la forme de multiplication asexuée rapide capable
d’envahir tous les types cellulaires nucléés, chez les hotes intermédiaires que sont les
homéothermes. C’est la forme de dissémination du parasite qui est retrouvée dans le flux
sanguin en cas de primo-infection. Cette forme est notamment responsable de la
transmission materno-feetale. De par la réponse immunitaire de type inflammatoire et la
destruction cellulaire qu’elle induit, cette forme parasitaire est responsable des symptomes
de la toxoplasmose, lorsqu’ils sont présents.

- La forme kyste ou bradyzoite est la forme de latence du parasite faisant suite a la phase
aigué de I’infection. Les kystes peuvent contenir des centaines de bradyzoites de 7. gondii
et se localisent dans tous les tissus, en particulier dans les muscles striés, la rétine et le
cerveau de 1’hote intermédiaire. Cette forme persiste tout au long de la vie, stimulant a bas
bruit le systéme immunitaire de 1’hdte, expliquant ainsi I’immunité protectrice induite apres
une primo-infection. En cas d’immunodépression (patient sidéen, patients greffés), le kyste
peut se réactiver et se retransformer en tachyzoites, conduisant a des cas de toxoplasmoses
séveres chez ces patients (4).

- La forme oocyste est issue de la reproduction sexuée du parasite dans 1’épithélium
intestinal de I’hote définitif (les félidés). Cette forme est libérée dans les feces des félidés
et représente la forme de dissémination du parasite dans 1’environnement. Cette forme ne
devient infestante pour I’hote intermédiaire qu’apres une période de maturation dans le

milieu extérieur (10).

Il existe une certaine variabilité génétique chez T. gondii. En effet, les premicres études
sur le génotypage des souches de 7. gondii réalisées sur des isolats en France et aux Etats-Unis

ont mis en évidence trois lignées clonales différentes avec peu de variations génétiques (lignées
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nommées type I, [l et I (11). Sur les autres continents, d’autres génotypes, nommés atypiques,
recombinants ou non-classiques, ont été mis en évidence avec un taux de variations génétiques
plus important (12). Sur les continents européen et américain, c’est la lignée II qui est

majoritaire. Selon le génotype impliqué, les conséquences cliniques ne seront pas les mémes.

B. Le cycle parasitaire

T. gondii présente un cycle biologique dixéne comportant une phase sexuée qui se
déroule chez les hotes définitifs que sont les félidés (le chat en France) et une phase de
multiplication asexuée qui se déroule chez les hotes intermédiaires que sont les homéothermes

(oiseaux, mammiferes), dont I’Homme (Figure 1) (13).

- Phase sexuée : les félidés peuvent s’infecter en ingérant des proies présentant des Kystes
tissulaires de 7. gondii. Les bradyzoites contenus dans ces kystes se retrouvent libérés dans la
lumiere intestinale ou ils subissent une transformation pour devenir des tachyzoites. Ces
derniers vont infecter et se multiplier dans les cellules de 1’épithélium intestinal. Ils vont ensuite
subir une transformation pour donner des gametes males et femelles. Apres fécondation, des
oocystes sont générés et peuvent étre retrouvés dans les feces des félidés. Selon les conditions
présentes dans le milieu extérieur, ces oocystes deviennent infestants en deux a cinq jours et

persistent plusieurs semaines dans I’environnement tout en préservant leur pourvoir infestant.

- Phase de multiplication asexuée : les hotes intermédiaires peuvent se contaminer selon deux
modes principaux : (A) par I'ingestion de viande insuffisamment cuite ou crue contenant des
kystes parasitaires ou (B) par I'ingestion d’aliments ou eau souillés par des oocystes. Quel que
soit le mode de contamination, apres franchissement de 1’épithélium intestinal, la forme
parasitaire évolue en tachyzoite qui se dissémine trés rapidement dans tout 1’organisme, par le
biais des cellules dendritiques puis des monocytes, induisant une infection aigue avec
réplication active des tachyzoites dans toutes les cellules. Chez la personne immunocompétente,
le systtme immunitaire contrdle la multiplication des parasites en mettant en jeu une réponse
immunitaire innée et adaptative, mais est toutefois incapable d’éliminer totalement les parasites.
Dans certains organes (cceur, cerveau, rétine, ...), le parasite entre en latence (transformation
en bradyzoites) et persiste a vie sous forme kystique. Lors de la primo-infection, I’immunité
cellulaire et humorale qui se met progressivement en place permet a I’organisme de se protéger

vis-a-vis d’une nouvelle infection.
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En dehors de ce cycle parasitaire, ’Homme peut également se contaminer par d’autres

voies :

Via la transfusion sanguine ou la greffe de cellules souches hématopoiétiques si le donneur
est en phase aigiie de toxoplasmose (14)

Via la transplantation d’organe s’il provient d’un donneur séropositif pour la toxoplasmose
et qu’il contient des kystes (15,16)

Via la transmission verticale mere-enfant lors d’une primo infection par 7. gondii en cours

de grossesse entrainant une toxoplasmose congénitale.

Nous allons nous interesser plus particulicrement a ce dernier mode de contamination

puisque ce travail concerne 1’étude de la réponse immunitaire et des marqueurs

épidémiologiques dans le cadre de la toxoplasmose congénitale.

Hote intermédiaire :
les homéothermes

Hote définitif : les félidés, le
chat en particulier

Hote
intermédiaire
I’Homme

Trends in Parasitology

Figure 1 : Cycle parasitaire de Toxoplasma gondii. Les félidés sont les hotes définitifs
permettant la phase de multiplication sexuée du parasite. L hote intermédiaire se contamine
principalement soit (A) par ingestion de viande contenant des kystes parasitaires soit (B) par

ingestion d’aliments/eau souillés par des oocystes. Se déroule ensuite la phase de
multiplication asexuée du parasite chez 1’hdte intermédiaire (d’apres (17))
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C. Immunité anti-toxoplasmique
C’est une orchestration finement régulée du systéme immunitaire qui permettra 8 ’Homme de
prendre en charge, sans effets déléteres, I'infection par 7. gondii afin d’aboutir a une protection

a long terme contre une éventuelle réinfection.
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Figure 2: Réponse immunitaire innée et adaptative lors d’une infection par le parasite
Toxoplasma gondii (18).

a. Réponse immunitaire innée
Chez ’Homme, ’infection aigué par 7. gondii (kystes ou oocystes) induit dans un
premier temps une réponse immunitaire précoce, non spécifique (Figure 2). En effet, les
chimiokines libérées par les cellules infectées permettent de recruter localement les cellules de
I’immunité innée que sont les dendritiques (CDs), les macrophages, les neutrophiles et les
natural killer (NKs). Les CDs représentent les cellules clés dans I’initiation de la réponse

immunitaire innée. Apres reconnaissance de diverses molécules parasitaires, via les récepteurs



18

Toll-like (TLR) ou via le récepteur CCRS, les CDs secretent de I’interleukine 12 (IL-12) et I'IL-
18 permettant d’activer les NK et NKT (19-22). En réponse, ces deux types cellulaires
produisent de grandes quantités d’interféron-y (IFN-Y), cytokine majeure de la réponse
immunitaire anti-toxoplasmique qui permet l'initiation de la réponse immunitaire protective de
type I (20). L’IFN-y est responsable d’une boucle d’amplification conduisant a I’exacerbation
des activités microbicides et microbiostatiques des macrophages qui vont produire des dérivés
nitrés oxygénés (NO) et des especes réactives de 1’oxygene. Le NO inhibe les enzymes
mitochondriales et nucléaires du parasite conduisant a la destruction de celui-ci ou a sa
conversion en bradyzoites (23-25). Secondairement, le tryptophane disponible pour le parasite
est restreint, suite a sa dégradation par I’indoleamine 2-3 dioxygénase, concourant ainsi au
contrdle de la croissance parasitaire (26). Le recrutement des neutrophiles et le contrdle de la
parasitémie au cours des premieres étapes de I'infection ont ét€ montrés comme dépendants

également de la cytokine IL-17 (27).

b. Réponse immunitaire adaptative

ii. Réponse immunitaire humorale systémique
Lors d’une primo-infection a 7. gondii, la réponse humorale repose sur la production
d’anticorps anti-Toxoplasma sériques de type IgM, IgA, IgG et IgE. Les anticorps anti-
Toxoplasma, seuls ou en coopération avec I’'immunité cellulaire, n’ont jamais montré une
efficacité totale contre le parasite. Leur role semble étre de limiter la propagation du parasite
selon trois modes : la lyse des tachyzoites présents dans le compartiment extracellulaire (26),
la neutralisation de la pénétration des tachyzoites dans les cellules (28) et le blocage de la

multiplication intracellulaire du parasite (29).

La cinétique d’apparition de ces anticorps est a la base du diagnostic de la

toxoxoplasmose (Figure 3) (26).
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IgG titer reaches a
plateau within 2-3 months
IgM titer in the absence of treatment
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Figure 3 : Cinétique des anticorps anti-Toxoplasma lors d’une primo-infection et tests
permettant leur détection, figure issue de (3). La précocité de détection des anticorps anti-
Toxoplasma dépend de la technique utilisée.

Les anticorps anti-Toxoplasma, IgM et IgA, apparaissent au cours de la semaine suivant
I’infection par le parasite. Leur titre augmente jusqu’a un pic vers un mois apres 1’infection.
Une lente diminution du taux des IgM s’effectue dans les mois suivants jusqu’a négativation
chez environ 25 % des patients en moins de sept mois, cependant grace aux techniques actuelles
d’immunocapture (Technique Immunosorbent Agglutination Assay ou ISAGA) ces anticorps
sont souvent toujours détectables un an ou plus apres ’infection (30). Les IgA anti-Toxoplasma
sont des anticorps qui disparaissent plus rapidement que les IgM mais qui peuvent, selon la
technique, étre détectées jusqu’a neuf mois apres I’infection (31).

Les anticorps anti-Toxoplasma IgG, sont généralement détectées environ deux-trois
semaines apres I’infection aigué€ (mais parfois différées de 6 a 7 semaines), et atteignent un pic
apres deux a trois mois. Leur titre diminue progressivement sur les deux années suivant
I’infection avec un niveau résiduel qui persiste toute la vie de I’individu.

Les anticorps anti-Toxoplasma IgE sont détectés avec des titres élevés durant les deux
premiers mois et ne sont plus retrouvés apres quatre mois (32). L’évolution du titre en IgE n’est
pas représentée sur la figure. En effet, cet isotype n’est jamais recherché dans le cadre du

diagnostic de primo-infection a 7. gondii (aucun kit commercial).

iii. = Réponse immunitaire cellulaire
Chez I’'individu immunocompétent, les CDs et les macrophages, cellules présentatrices
d’antigénes professionnelles, phagocytent les parasites et induisent une réponse immunitaire

cellulaire en activant les lymphocytes T (LT) non éduqués (Figure 2) (33). Les CDs présentent
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I’antigene aux LT CD4+ via les molécules du CMH 1I et aux LT CD8+ via les molécules du
CMH I. Les lymphocytes T CD8+ exercent ainsi leur activité cytotoxique. Les LT CD4+ activés
maintiennent I’activation des LT CD8+ par leur sécrétion d’IL-2. Les CDs et les macrophages
ayant phagocyté les parasites secretent de 1’IL-12 et du Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-)
qui interviennent dans I’activation des LT CD4+, LT CD8+ et NK (34,35). En réponse, ces
cellules secretent de I'IFN-y et agissent alors en synergie avec le TNF-a pour contrdler
I’infection via 1’exacerbation des activités microbicides des macrophages qui s’orientent vers
un profil M1 (36). Cette réponse immunitaire anti-toxoplasmique orientée vers un profil de type
Thl doit cependant €tre limitée car une production excessive d’IFN-y peut entrainer des
dommages tissulaires, mais aussi étre a 1’origine d’une fausse couche chez la femme enceinte.
Ainsi en plus du profil Thl indispensable a la lutte contre le parasite, les LT CD4+ se
différencient également en Th2 qui sécretent des cytokines antiinflammatoires, telles que 1’IL-
10 et I’IL-4, capables de contrer les effets déléteres d’une surproduction d’IFN-y (37). Pour la
majorité des souches de T. gondii retrouvées en France (souches dites de type II), cette réponse
immunitaire se met rapidement en place limitant ainsi la croissance du parasite et permettant la
survie de I’hote et un enkystement du parasite (38). Pour les autres souches, dites de type I et
III, les interactions moléculaires du parasite avec les cellules de I’hote et en particulier les
macrophages induisent 1’inhibition de la production d’IL-12 et la diminution de la production
d’IFN-y, permettant d'expliquer que ces souches soient plus virulentes chez I'homme (39,40).
Chez la femme enceinte, le systtme immunitaire subit de nombreux changements afin
de faciliter le développement placentaire et éviter le rejet du feetus. L’environnement
immunitaire est ainsi dominé par des cellules de type Th2 et Treg. En effet, le placenta
synthétise de I'IL-10 et du transforming growth factor-beta qui modulent 1’activation des
macrophages vers un profil M2. Cet environnement cytokinique et immunitaire permet au
parasite d’échapper au systeme immunitaire induisant une toxoplasmose chez la femme
enceinte avec un tableau clinique plus marqué que chez I’immunocompétent et augmente la

probabilité d’une transmission congénitale (41).
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2. Toxoplasmose chez la femme enceinte

A Epidémiologie

Plusieurs facteurs entrent en jeu dans la séroprévalence de la toxoplasmose (age, zone
géographique, habitudes alimentaires, ...). En France comme dans les autres pays développés,
le mode de contamination par 7. gondii est principalement li€¢ a la consommation de viande
infectée par le parasite. Sur notre territoire, beaucoup de viandes sont consommées saignantes
ou fumées, expliquant une prévalence élevée pour la toxoplasmose (de 22 a plus de 55 % en
fonction des régions (3). En effet, le parasite n’est détruit qu’apres une cuisson a cceeur a 67°C
ou apres une congélation a -20°C pendant 15 jours (42). Les études épidémiologiques menées
sur la toxoplasmose en France, mettent en évidence que depuis les années 60, cette
séroprévalence est en constante baisse (Figure 4). Ainsi, la séroprévalence chez les femmes
enceintes est passée de 84 % en 1960, a 44 % en 2003 puis a 37 % en 2010 (43,44). Cette
diminution s’explique par I’élévation du niveau général d’hygiene et des nouvelles habitudes

alimentaires (congélation des aliments).
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Figure 4 : Evolution de la séroprévalence pour la Toxoplasmose en France entre 1960 et
2010. Figure issue de (41)

B. Tableau clinique

L’infection primaire a 7. gondii chez la femme enceinte induit un tableau clinique
identique a celui observé chez les personnes immunocompétentes, soit un tableau clinique
asymptomatique dans 80 a 90 % des cas. Lors de formes apparentes, un tableau bénin de type

syndrome pseudo-grippal, est observé (2). Sont ainsi décrits des symptomes non spécifiques de
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type état fébrile, asthénie, adénopathie cervicale ou occipitale, syndrome mononucléosique,
pouvant ainsi évoquer d’autres types de pathologies pour lesquelles un diagnostic différentiel

sera nécessaire (Virus de la grippe, virus Epstein-Barr, le cytomégalovirus, ...).

Comme évoqué dans la partie introductive de ce travail, il ne faut pas oublier que
certains génotypes de 7. gondii, notamment en Guyane, peuvent donner des formes séveres
associant fievre et atteintes multiviscérales (poumon, coeur, cerveau, peau, ceil...). Dans ces cas

qui restent rares, le pronostic est parfois engagé (5)

Lors d’une primo-infection en cours de grossesse, il n’y a donc pas d’incidence tres
grave pour la femme enceinte. Le risque encouru concerne en fait le feetus/enfant qu’elle porte.
En effet, T. gondii a la capacité de passer la barriere placentaire et d’infecter le foetus avant qu’il
n’acquiere une immunité (45). Le passage du parasite de la mere a I’enfant signe une
toxoplasmose congénitale. Cette derniere est d’autant plus grave que 1’infestation du foetus a
lieu précocement. En effet, le risque de transmission est de I’ordre de 10% au premier semestre,
30% au second semestre, 60-70% au troisicme semestre et atteint 80% dans les dernieres
semaines de grossesse (46). D’ou la nécessité de suivre le statut immunitaire de la femme
enceinte vis-a-vis de la toxoplasmose afin de mettre en place une prise en charge thérapeutique

adaptée.

C. Diagnostic sérologique de la toxoplasmose chez la femme enceinte

Dans le cas du programme de suivi de la femme enceinte pour la toxoplasmose, lors du
premier examen prénatal, en 1’absence de résultats antérieurs a la grossesse clairement
documentés, le statut immunitaire de la femme enceinte vis-a-vis de la toxoplasmose doit étre
déterminé par sérologie. Le résultat obtenu déterminera la prise en charge de la femme enceinte

pour cette infection tout au long de sa grossesse.

Le diagnostic et le suivi sérologique de la femme enceinte pour la toxoplasmose répondent
a deux objectifs principaux :

1) Etre en mesure d’identifier les femmes enceintes séronégatives pour la toxoplasmose en
début de grossesse afin de limiter le risque de contamination par des mesures d’hygiene
alimentaire a suivre au cours de la grossesse.

2) Diagnostiquer le plus précocement possible une séroconversion maternelle en cours de

grossesse afin de proposer une prise en charge adaptée. En effet, il a été montré que la
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prescription d’un traitement antibiotique spécifique dans un délai de 4 semaines apres
séroconversion diminue la fréquence de transmission du parasite au foetus et réduit le
risque de séquelles graves en cas de toxoplasmose congénitale (47). Ainsi le nombre de
cas séveres et de cas totaux a diminué en France depuis I’instauration du programme

national de dépistage des femmes enceintes (48).

Le diagnostic biologique de la toxoplasmose chez la femme enceinte tout comme chez
le sujet immunocompétent repose sur la sérologie. En effet, la recherche d’anticorps spécifiques
anti-Toxoplasma va permettre de déterminer le statut immunitaire vis-a-vis du pathogene ainsi

que de dater I'infection an cas de positivité permettant une prise en charge rapide et adaptée.

a. Techniques sérologiques utilisées pour le diagnostic de la primo-
infection

Plusieurs techniques sérologiques existent pour mettre en évidence les anticorps dirigés
contre T. gondii. Ces techniques utilisent soit des antigenes de membrane ou le parasite entier,
soit des mélanges d’antigénes cytosoliques ou métaboliques. Selon la technique utilisée, les
anticorps sont détectés plus ou moins précocement (3). L’objectif de ce manuscrit n’étant pas
de détailler les différentes techniques permettant le diagnostic de la primo-infection en cours
de grossesse, seule une liste est donnée a titre informatif (Tableau I). Seule la technique
d’immunoblot sera détaillée dans la partie Matériel et Méthodes puisque les données
immunologiques exploitées dans ce travail de these ont été générées par cette technique.

C’est la mise en évidence des anticorps spécifiques IgM et/ou IgG anti-Toxoplasma qui
va permettre de statuer sur le statut immunitaire de la femme enceinte vis-a-vis de 1’infection
parasitaire (3,49). En effet, la recherche des anticorps sériques anti-7Toxoplasma d’isotypes IgA
et IgE n’est pas pertinente dans ce contexte particulier.

Tableau I: les différentes techniques utilisées en tests sérologiques pour la recherche
d’anticorps anti-Toxoplasma

Techniques utilisant des antigénes Techniques utilisant des antigénes
figurés* solubles**
* Sabin-Feldman dye-test * Agglutination indirecte
e Immunofluorescence indirecte * Technique d’immunoanalyse :
e Technique d’agglutination : agglutination Enzyme linked immunosorbent
directe, agglutination  directe  haute (ELISA)
sensibilité, agglutination différentielle * Immunoblot (Western blot)
* Technique d’Immunosorbent Agglutination | * Technique Enzyme-Linked
Assay (ISAGA) Immunofiltration Assay (ELIFA)

* Les antigenes figurés correspondent au parasite entier (vivant ou fixé)
** Les antigénes solubles correspondent aux macromolécules antigéniques extraites du parasite
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b. Diagnostic et suivi biologiques de la femme enceinte pour la
toxoplasmose

Voici résumés dans le tableau II, les différents résultats sérologiques pouvant étre

obtenus avec I’interprétation et le suivi biologique qui en résultent .

Tableau Il : Résultats possibles des sérologies anti-Toxoplasmiques chez I’individu
immunocompétent, en particulier la femme enceinte avec leurs interprétations et suivis
biologiques.
Résultat
sérologique

Interprétations Suivi biologique et commentaires

* IgM non spécifiques »  Spécificité des IgM par une deuxieme
technique sérologique

= IgM+ faire d’autres prélevements
(J15/330) pour voir apparition des IgG

Si IgG + = séroconversion

IgM +
IgG - * Possibilit4t  d’une infection | ¢« Prélevements a J15 et J30 pour voir si
récente (1°° jours de I’infection apparition d’IgG
= IgM+ et IgG+
= séroconversion en cours de grossesse
= IgM+ et IgG-
= faux-positif en IgM ( a suivre)
* Infection récente possible, pas | ¢ Test d’avidité des IgG pour dater la
d’indication sur 1’évolutivité de séroconversion
I’infection = Avidité élevée = infection ancienne >
4 mois
= Avidité faible/intermédiaire :
IgM + Controle sérologique a J15/J30 pour
IgG + évaluer la cinétique des IgG
Si titre en IgG doublé = infection
récente 2-3 mois
Si titre en IgG identique = infection
ancienne > 3mois

*  Possibilité d’ IgM persistantes

* Infection ancienne e Prélevement a J15/J30 pour confirmer
stabilit¢ du titre en IgG (rares cas
d’infections aigues IgG+/IgM-)

* Pas de suivi mensuel de la femme
enceinte

* Absence d’infection Dans les deux cas, suivi sérologique

mensuel de I'infection toxoplasmique

e Infection trés récente (non chez la patiente
détectable au  moment du
prélevement)

Légende : + = détection positive et - = détection négative

IgM -
IgG +

IgM -
IgG -

En cas d’absence d’immunisation contre 7. gondii avant le début de la grossesse, la femme
enceinte sera suivie mensuellement jusqu’a I’accouchement. Un dernier préleévement aura lieu

deux a quatre semaines apres 1’accouchement afin d’évaluer une contamination tardive.
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D. Accompagnement de la femme enceinte en fonction de son statut immunitaire
pour la toxoplasmose

Selon les résultats biologiques de la sérologie anti-toxoplasmique :

D

2)

La femme enceinte immunisée contre la toxoplasmose avant sa grossesse. [.a grossesse
de cette patiente ne présente pas de risque vis-a-vis de la toxoplasmose. Cette femme ne
sera donc pas suivie mensuellement pour la sérologie anti-toxoplasmique. Les regles
hygiéno-diététiques qui lui seront délivrées ne seront pas spécifiquement adaptées aux

différents modes de contamination pour ce parasite.

La femme enceinte séronégative pour la toxoplasmose. Il y a donc un risque d’acquisition
de la toxoplasmose en cours de grossesse. L’objectif du suivi biologique de cette patiente
sera de détecter le plus rapidement une primo-infection a 7. gondii en cours de grossesse.
Cette patiente sera donc suivie mensuellement pour la toxoplasmose. De plus, des regles
hygiéno-diététiques spécifiques couvrant les différents modes de contamination pour ce

parasite vont lui étre données afin d’éviter une primo-infection.

Les principales regles hygiéno diététiques mises en place dépendent du stade infectieux

considéré. Ces mesures font partie du programme national nutrition santé (50).

Ainsi afin d’éviter une infection par les kystes, il faut :

Ne pas consommer de viande mal cuite (notamment du porc, du mouton et de 1’agneau) ;
La viande doit €tre cuite a cceur a 67°C (pas au micro-ondes) ou avoir été congelée (-20°C
pendant 15 jours), la salaison et le fumage ne sont pas de méthodes permettant de détruire
le parasite ;

Se laver les mains ainsi que nettoyer les surfaces et ustensiles ayant été en contact avec de

la viande crue (prévention des contaminations croisées).

Afin d’éviter I’infection par les oocystes, il faut :

En cas de possession d’un chat : 1) changer tous les 2 jours sa litiere, a condition de porter
des gants, sinon la faire changer par quelqu’un d’autre et 2) réduire le risque d’exposition
des chats domestiques en ne leur donnant que des aliments cuits, en conserve ou secs ;

Porter des gants au moment de manipuler de la terre, du sable ou des éléments de jardinage

qui peuvent avoir été souillés par des feces de chats contaminés.
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- Bien peler ou laver les fruits et Iégumes consommés crus ;
- Ne pas consommer de lait de chevre cru ;
- Consommer de I’eau commercialisée ;

- REyviter les fruits de mer.

a. Prise en charge d’une séroconversion toxoplasmique en cours de
grossesse

Lors d’une primo-infection a 7. gondii en cours de grossesse, une évaluation du risque
de transmission du parasite au feetus va devoir €tre mise en place (Diagnostic prénatal). Cette
évaluation permettra d’adapter la prise en charge thérapeutique de la mere pour la fin de la
grossesse. L’Haute Agence de Sécurité (HAS) préconise une conduite a tenir en quatre

étapes qui peut €tre résumée dans la figure 5 (51).

| Primo-infection a T. gondii en cours de grossesse

Datation de l'infection par analyse sérologique | Informations des futurs parents sur Proposer un Prescription d’un traitement
- Lamaladie diagnostic prénatal anti-toxoplasmique

Les conséquences

Les traitements

Les examens complémentaires

Figure 5 : Conduite a tenir en cas de primo-infection en cours de grossesse selon les
recommandations de ’HAS (51)

i.  Diagnostic prénatal (DPN) de toxoplasmose congénitale

Ce diagnostic est réalisé pour les foetus/enfants portés par des femmes avec un
diagnostic de primo-infection a 7. gondii en cours de grossesse posé ou fortement suspecté. Le

DPN repose sur deux examens :

* Un suivi échographique mensuel est systématiquement mis en place a la suite du

diagnostic de toxoplasmose chez la mere afin de détecter des signes évocateurs de toxoplasmose
congénitale : dilatation ventriculaire, calcifications cérébrales, épaississement du placenta,

hépatomégalie, ascite ou péricardite (52).

e La recherche de I’ADN dans le liquide amniotique (LA). Cette recherche se fait

désormais par PCR en temps réel principalement sur une séquence répétitive d’ADN de 529

paires de bases (REP-529, séquence spécifique répétée 200 a 300 fois dans le génome du
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toxoplasme). Cette derniere séquence semble fournir de meilleures performances par rapport
au gene B1 (répliqué 35 fois dans le génome du parasite et absent dans les cellules des
mammifeéres) qui servait initialement de cible. L’amniocentese en vue de cette recherche ne
sera proposée a la patiente qu’apres au moins 18 semaines de grossesse, et pas moins de quatre
semaines depuis la manifestation de I’infection maternelle aigué suspectée (délai minimum
théorique de transmission du parasite de la mere a son feetus). L’amniocentese ne sera proposée
qu’apres avoir évalué le risque de perte feetale liée a I’examen en lui-méme par rapport au risque
de survenue de toxoplasmose congénitale (53). Le rendu du DPN par PCR sur LA reste
qualitatif. Si un DPN positif signe une toxoplasmose congénitale, un DPN négatif n’exclut pas
totalement la possibilité d’une toxoplasmose congénitale. En effet, 10 a 12% des cas de
toxoplasmose congénitale ne sont pas diagnostiquées par le DPN d’ou la surveillance
échographique mensuelle et la poursuite du traitement jusqu’a 1I’accouchement ainsi que la mise
en place du diagnostic post-natal (54). En effet, méme si la PCR en temps réel est considérée
comme étant la méthode de choix pour le DPN en raison de sa spécificité (estimée a 100%), sa
sensibilité élevée (supérieure a celles des techniques d’isolement) mais également de sa
rapidité, robustesse et reproductibilité (5), il subsiste des résultats faussement négatifs. Robert-
Gangneux et collaborateurs ont démontré que ces faux négatifs sont probablement le résultat
de tres faibles concentrations de parasites dans le LA ou d’un passage placentaire du parasite

postérieur a la date de I’amniocentese (17).
ii.  Prise en charge thérapeutique

En cas de primo-infection a 7. gondii chez la femme enceinte, un traitement par
spiramycine doit étre mis en place immédiatement et un DPN doit étre proposé pour objectiver
le passage du parasite au feetus. La spiramycine, antibiotique de la famille des macrolides, est
non tératogene. Il est utilisé afin de prévenir la transmission verticale du parasite au foetus.

En cas d’infection du feetus diagnostiquée, le traitement anti-toxoplasmique repose alors
sur D’association de la pyriméthamine et d’un sulfamide (sulfadiazine) avec une
supplémentation en acide folinique afin de limiter les effets secondaires hématologiques des
deux principes actifs. Tératogene, ce traitement n’est pas utilisé au 1* trimestre de grossesse
(54). Les adaptations thérapeutiques en cas de primo-infection a 7. gondii chez la femme
enceinte sont présentées dans le tableau III.

Une récente étude multicentrique (protocole TOXOGEST) montre qu’un traitement

prénatal par pyriméthamine/sulfamide réduit le risque de transmission du parasite au bébé par
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rapport a un traitement par spiramycine (55). De plus, en cas de transmission du parasite au
bébé, cette étude montre qu’aucune lésion cérébrale n’est observée pour les enfants nés de
femmes ayant recu de la pyriméthamine/sulfamide versus les bébés nés de meres ayant recu de

la spiramycine.

Si des lésions séveres sont observées par échographie, une IMG sera proposée au couple

(49).

Tableau III: Adaptation thérapeutique chez la femme enceinte primo-infectée par 7.
gondii en fonction du résultat positif lors du diagnostic prénatal (DPN) sur liquide
amniotique (LA)

Age gestationnel au Thérapeutique mise en
moment de la primo- place lors de la DPN sur LA positif
infection séroconversion
Trimestre 1 Spiramicyne Spiramycine
Trimestre 2 Spiramicyne Pyriméthamine/sulfamide
Spiramicyne
Trimestre 3 ou Pyriméthamine/sulfamide
Pyriméthamine/sulfamide
d’emblée

Enfin, quel que soit le résultat du DPN, I’enfant devra faire 1'objet d'un bilan biologique
et clinique post-natal spécifique et sera ainsi suivi jusqu’a 1’obtention formelle de la preuve

qu’il a ou n’a pas été infecté.

Dans le cadre du suivi épidémiologique des souches de 7. gondii circulantes sur notre
territoire, les LA positifs en PCR toxoplasmose sont inoculés a la souris afin de déterminer le

génotype de la souche impliquée par le CNR (8).

3. Toxoplasmose congénitale

A. Epidémiologie

L’incidence de la toxoplasmose congénitale varie fortement selon la région
géographique considérée (56). En effet, I’incidence est estimée de 5,5/10 000 naissances en
Belgique (57) alors qu’elle est estimée a 3,3/10 000 en France (58). Comme discuté dans la
partie précédente, en France, la séroprévalence chez les femmes enceintes est en diminution
constante depuis 1960 (84 % en 1960, 37 % en 2010). Cela pourrait se traduire par une
augmentation du nombre de cas de toxoplasmose congénitale. Hors si depuis 2006, date de mise

en place d'un systeme spécifique de surveillance de la toxoplasmose congénitale, 180 a 250 cas
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de toxoplasmose congénitale étaient signalés, depuis 2016, une baisse du nombre de cas est
observée (Tableau IV). En effet, le dernier rapport du CNR de la Toxoplasmose indique qu’en
2017, 153 cas de toxoplasmose congénitale ont été diagnostiqués et recensés (8). Cette
diminution pourrait s’expliquer par un suivi de la femme enceinte pour ce pathogeéne tout au
long de la grossesse depuis la fin des années 1970 avec notamment des conseils de prévention
adaptés et relayés par les différents professionnels de santé (médecins, pharmaciens, sages-

femmes).

Le tableau IV, résume I’évolution du nombre de cas de toxoplasmose congénitale depuis
la mise en place de la surveillance par le CNR jusqu’a aujourd’hui mettant ainsi en évidence la
diminution du nombre de cas. Dans le cadre de ce travail de these, nous nous sommes plus
particulierement intéressés aux femmes enceintes infectées en cours de grossesse entre 2010 et

2015 (données cumulées du CNR Toxoplasmose).

Tableau IV : Effectifs des cas de toxoplasmose congénitale diagnostiquées depuis la mise
en place de la surveillance par le CNR (2007) jusqu’a aujourd’hui (2017).

2007 | 2008 | 2009 | 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

Nombre de cas
272 | 268 | 266 244 186 204 179 216 246 192 153
diagnostiqués

Prévalence des
cas de 0.31 ] 031|032 0.29 | 0.226 | 0.258 | 0.221 | 0.264 | 0.308 | 0.245 | 0.195

diagnostiqués

La figure 6 permet d’apprécier de fagon visuelle, I’évolution a la diminution du nombre de cas
de toxoplasmose congénitale en France entre les années 2008 (La distribution régionale en

format carte n’a pas été réalisée pour 1I’année 2007) a aujourd’hui.

A. 2008 B. 2017

Figure 6: Distribution régionale du nombre de cas de toxoplasmose congénitale diagnostiqués en
France en 2008 (A) et 2017 (B) pour 1000 naissances (Données issues du CNR Toxoplasmose).
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B. Les différents tableaux cliniques de toxoplasmose congénitale

La majorité des cas de toxoplasmose congénitale surviennent chez les meres primo-
infectées par le parasite au cours de la grossesse et chez qui le pathogene traverse la barriere
placentaire puis infecte le feetus. Cependant, il est important de garder a I’esprit que dans trois
autres situations, tres rares, une transmission verticale a été décrite dans la littérature : 1) chez
des femmes primo-infectées avant la grossesse (deux mois avant voire siX mois, tres
exceptionnel (59), 2) chez des femmes chroniquement infectées mais qui se (ré)-infectent en
cours de grossesse par une souche plus virulente (60) et 3) chez des femmes infectées
chroniquement et qui sont immunodéprimées (infection VIH par exemple) chez qui une

réactivation du parasite est observée (61).

En 2017, sur les 153 cas de toxoplasmose congénitale ont été diagnostiqués et recensés.
Deux IMG ont été réalisées apres diagnostic prénatal (anomalies échographiques) d’une
infection toxoplasmique et deux morts in utero ont eu lieu. Parmi les 128 enfants nés vivants
pour lesquels les informations sont disponibles, 117 étaient asymptomatiques a la naissance et

11 présentaient des atteintes cliniques allant de formes modérées a graves (choriorétinites

maculaires +/- calcifications intracraniennes) (8).

La toxoplasmose congénitale est classiquement caractérisée par la tétrade décrite par
Sabin en 1942 : choriorétinite, hydrocéphalie, calcification intracranienne et convulsion (62).
Lorsque la grossesse est menée jusqu’a son terme, trois présentations cliniques sont

traditionnellement décrites :
a. La toxoplasmose congénitale grave

Cette forme s’observe a la naissance et revét la forme d’une encéphalo-méningo-myélite
(63). Elle correspond a une contamination au cours du premier semestre de grossesse . Deux
tableaux sont décrits :

1) Une macrocéphalie associée avec une hydrocéphalie, des calcifications
intracraniennes et une atteinte oculaire sous la forme de rétinochoroidite
pigmentaire;

2) Un tableau d’infection néonatale grave (fievre, ictere, hépatosplénomégalie...) au
pronostic péjoratif.

De par les modalités actuelles de dépistage et de prise en charge des séroconversions chez la

femme enceinte, ces formes sont rarement observées en France (3% des enfants nés vivants).
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b. La toxoplasmose congénitale bénigne (dégradée ou retardée)

Cette forme est diagnostiquée des la naissance ou au cours de la petite enfance et
correspond a une contamination plus tardive au cours de la grossesse. L’observation d’une
rétinochoroidite pigmentaire permet habituellement de poser le diagnostic. Des calcifications
intracraniennes (CIC) sans retentissement clinique immédiat peuvent €tre également détectées.
Ces CIC sont cependant associées a un risque augmenté de développement de rétinochoroidite

(64).

En France, ces formes représentent environ 8% des enfants nés vivants. De plus, de par
les conditions de prise en charge actuelle dans notre pays, il est rare d’observer 1’installation

progressive d’un retard psychomoteur, d’une hydrocéphalie et de convulsions (63).
c. La toxoplasmose congénitale latente

Cette forme représente entre 80 et 90 % des toxoplasmoses congénitales en France et
concerne tous les nouveau-nés cliniquement normaux a la naissance et ce malgré un diagnostic
biologique de toxoplasmose congénitale (58). Ces nouveau-nés sont mis sous traitement tres
rapidement afin de limiter une évolution possible vers une forme oculaire ou neurologique
retardée. Ces nouveau-nés restent néanmoins exposés a un risque de présenter ultérieurement

une choriorétinite (25%).
d. Facteurs influencant le tableau clinique

Les études épidémiologiques chez I’homme et les travaux sur modeles murins ont
permis d’identifier plusieurs facteurs entrant en jeu dans le tableau clinique induit chez le foetus
lors d’une toxoplasmose congénitale : 1I’age gestationnel au moment de 1’infection, la génétique
de I’hdte et du parasite, la taille de I’inoculum, la forme infectieuse du parasite (oocystes, kystes

tissulaires) et le traitement maternel anti-toxoplasmique mis en place (3,65).

En pratique, chez ’homme, les trois parametres suivants : age gestationnel, virulence

du parasite et traitement maternel sont bien connus, contrairement aux autres facteurs.

i.  Age gestationnel au moment de I’infection
Concernant I’age gestationnel, il est clairement établi que plus 1’age gestationnel au
moment ou la mere s’infecte est élevé, plus I’incidence de la transmission materno-foetale est
élevée (66,67) (Figure 7). En effet, si la transmission materno-foetale globale en cas de

toxoplasmose maternelle aigué est approximativement de 20 a 33 %, il varie d’environ 1 % en
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tout début de grossesse a presque 70 % au cours des dernieres semaines de grossesse lorsque la
barriere placentaire est tres fine (46). A I’inverse, les conséquences sont d’autant plus graves
que le feetus est jeune et ne dispose pas d’un systtme immunitaire mature. La probabilité
d’observer une forme grave de toxoplasmose congénitale est donc maximale pour les
séroconversions en début de grossesse (allant jusqu’a la mort in utero), alors que le risque de
forme grave diminue au profit des formes bénignes ou latentes lorsque le terme de la

contamination maternelle avance (68,69).

I Trimester of Maternal Acquisition | I l (]

l Incidence of Transmission | 17% | 25%

I Relative Severity of Congenital Disease T | Intermediate

Consequences for foetus and
disease manifestations in newborn
Clinical manifestations
High risk of abartion, stillbirth Intermediate risk of abortion, still High risk of congenital infection
or premature birth birth, premature birth, blindness, Low risk of overt clinical

chorioretinitis, mental retardation manifestations in newborn
neurclogical alterations or death

Figure 7 : Impact et conséquences cliniques de I’infection a 7. gondii pour le feetus ou pour le nouveau-né
en fonction de I’Age gestationnel d’infection (D’apres Borges et al 2019 (66)).

ii. Génétique du parasite

Sur les typages réalisés et documentés sur des cas de toxoplasmoses congénitales
humaines, environ 60% des isolats sont des souches de type II quel que soit le continent (70).
En France, Ajzenberg et collaborateurs ont montré qu’environ 80% des souches retrouvées en
toxoplasmose congénitale sont de type II (71). Donnée toujours d’actualité, puisque le dernier
compte-rendu du CNR toxoplasmose indique que sur les 56 cas de toxoplasmoses congénitales
qui ont été envoyés pour séquencage en 2018, environ 90% sont des souches de type II (8).

Le role des génotypes dans la toxoplasmose congénitale fait toujours I’objet de
discussions. En effet, les souches de type II sont retrouvées aussi bien dans les formes
infracliniques ou les rétinochoroidites isolées que dans les toxoplasmoses a I’origine de mort
foetale ou d’atteintes disséminées ou neuro-oculaires graves suggérant que 1’élément
déterminant majeur de la gravité de I’atteinte reste 1’age gestationnel au moment de 1’infection
(72). Cependant une étude menée par Huston et collaborateurs en 2015 indique une corrélation
entre la souche de type II et I’hydrocéphalie retrouvée dans certains cas de toxoplasmose
congénitale (73). Pour les quelques souches de type I, deux situations trés contrastées sont
observées : soit des toxoplasmoses congénitales graves, soit des cas ol I’isolement de la souche

du placenta n’est pas accompagné d’une infection congénitale de I’enfant (74). Enfin, les
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typages multilocus font apparaitre un petit nombre d’isolats au génotype atypique, toujours a
I’origine de toxoplasmoses congénitales graves, et le plus souvent importés d’ Amérique latine

(74).

C. Diagnostic biologique post-natal de toxoplasmose congénitale
Ce diagnostic est indiqué chez tout nouveau-né dont la mere a eu un diagnostic de
primo-infection a 7. gondii en cours de grossesse. Il permet notamment de détecter les faux-
négatifs du DPN et les cas de contamination de la mere en fin de grossesse. Ce diagnostic est

réalis€ quel que soit le résultat du DPN. 11 fait appel a deux stratégies

complémentaires associées a un bilan clinique :

- La recherche de I’ADN du toxoplasme par PCR en temps réel dans différents
prélevements néo et post-nataux
- Larecherche des anticorps sériques anti-Toxoplasma chez le nouveau-né

- Bilan clinique
a. Recherche de ’ADN du parasite par PCR en temps réel

Tout comme la PCR en temps réel sur LA pour le DPN, la PCR dans le cadre du diagnostic
post-natal apporte un résultat qualitatif. L’interprétation du résultat sera fonction du
prélevement considéré. En effet, une PCR positive sur le placenta ne signifie pas toujours qu’il
y ait eu transmission au feetus (ADN résiduel de parasites morts ou persistance placentaire sans
transmission), mais elle apporte une forte suspicion (45). A contrario, une PCR positive a la
naissance sur le sang de cordon ou sur le LA est considérée comme une preuve d’atteinte du
foetus. Le CNR Toxoplasmose indique que la recherche du parasite dans le sang périphérique
de I'enfant, quelques jours apres la naissance, est informatif en cas de contamination maternelle
tardive (voire séroconversion maternelle constatée en post-partum), d’absence de bilan néonatal

ou de signes d’infection chez 1’enfant né apres une grossesse non ou mal suivie (75).

Dans le cadre du suivi épidémiologique des souches de 7. gondii circulantes sur notre
territoire, les placentas positifs en PCR toxoplasmose sont inoculés a la souris afin de

déterminer le génotype de la souche impliquée.
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b. Recherche des anticorps sériques anti-Toxoplasma

Au cours de la grossesse, une certaine quantit¢ d’IgG maternelles sont transférées
passivement a travers le placenta, et parfois des IgM et IgA maternels peuvent également passer
au moment de I’accouchement par effraction placentaire. Ces anticorps maternels disparaissent
apres la naissance selon des demi-vies de I’ordre de trois-quatre semaines, cinq jours et dix
jours pour les IgG, IgM et IgA respectivement. La difficulté du diagnostic post-natal de
toxoplasmose congénitale repose donc sur la mise en évidence spécifique des anticorps anti-
Toxoplasma néosynthétisés par 1’enfant (IgM, IgA et IgG) sur le sang de cordon et le sang

périphérique.

L’ objectif étant de poser le plus tot possible le diagnostic de toxoplasmose congénitale afin

de mettre rapidement en place une prise en charge thérapeutique adaptée de I’enfant.

Le diagnostic va donc consister a détecter :

o Des IgM ou IgA anti-Toxoplasma sur sang de cordon ou sang périphérique des la
naissance (JO) et les jours qui suivent (J3/J5). La présence d'IgM ou d'IgA spécifiques permet
d'affirmer la toxoplasmose congénitale, car ces isotypes d'immunoglobulines ne franchissent
pas la barriere placentaire et les IgM maternelles contaminant éventuellement le sang du cordon
disparaissent trés rapidement chez 1'enfant non infecté. A l'inverse, 1'absence de ces isotypes ne
permet en aucun cas de récuser le diagnostic ; en effet, 30 % a 50 % des enfants infectés ne
présentent pas d'IgM, et 20 % a 30 % n'ont ni IgM ni IgA (3).

o La néosynthese d’IgG et/ou IgM anti-Toxoplasma sur sang de cordon ou sang
périphérique du nouveau-né. Les IgG franchissent la barriere placentaire. Chez l'enfant, il
faudra donc évaluer la part d'anticorps IgG synthétisées par I'enfant en réponse a une infection
congénitale et celle d'anticorps IgG transmises par la mere. Le profil immunologique comparé
mere/enfant par immunoempreinte (western blot) ou technique assimilée permet de mettre en
évidence les anticorps IgG ou IgM propres a I'enfant (3,76).

o Un taux d’IgG anti-Toxoplasma sériques qui augmente comparativement a celui de

la mere sur des prélevements successifs avant un an, et/ou qui persiste positivement a un an ;

Si le diagnostic n'est pas porté dans les premiers jours de la vie, des contrdles sérologiques
mensuel sont réalisés sur le premier trimestre. Cette procédure permet de diagnostiquer 94 %
des toxoplasmoses congénitales au cours des trois premiers mois. Les sérologies prélevées

ensuite a mois 4, mois 6, mois 9 et mois 12 confirment les cas restants sur la persistance des
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IgG. Pour affirmer 1'absence de toxoplasmose congénitale, la surveillance sérologique doit étre
poursuivie jusqu'a disparition complete des anticorps IgG transmis par la mere en 1'absence de

traitement anti-toxoplasmique (3).

D.  Suivi et prise en charge thérapeutique du nouveau-né

Chez l'enfant, que le diagnostic ait été posé en période anténatale ou dans la période
néonatale, le traitement en continu par pyriméthamine-sulfadiazine est prescrit pendant 1 an.
La complémentation par acide folinique est systématique. Une surveillance réguliere de la

toxicité hématologique par numération-formule sanguine est obligatoire (52).

De plus, tout enfant né d'une mere ayant fait ou suspectée d'avoir fait une séroconversion

toxoplasmique en cours de grossesse doit bénéficier d'un bilan périnatal comprenant :

o Un bilan paraclinique associant une échographie transfontanellaire, a la recherche de
dilatation des ventricules cérébraux ou de calcifications intracraniennes, et un fond d'oeil a la
recherche de foyers de choriorétinite ;

o Un bilan biologique comprenant des recherches sérologiques discutées précédemment.

Si les examens cliniques et biologiques sont normaux, il n’y a pas lieu de traiter le nouveau-né.
A contrario, si des arguments biologiques sont en faveur d’une infection du nouveau-né, il est
préconisé de mettre en place, aussi rapidement que possible apres la naissance, un traitement
par D’association pyriméthamine-sulfamide-acide folinique (5). En l'absence de preuve

d'infection, 1'enfant ne doit pas recevoir de traitement.
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Partie II : Matériel et Méthodes

Ce travail de theése avait pour but de rechercher d’éventuelles corrélations entre la réponse
immunitaire et différents marqueurs épidémiologiques dans le cadre de la toxoplasmose
congénitale. La réponse immunitaire, plus particuliecrement la réponse immunitaire humorale,
a été appréciée via la détection des IgG par western blot a partir des prélevements de sang
périphérique ou sang de cordon regus en routine au laboratoire de parasitologie-mycologie du

CHU de Rennes dans le cadre du diagnostic post-natal de la toxoplasmose congénitale.
1. Populations étudiées

La cohorte a été constituée rétrospectivement, a partir des données extraites des suivis
de toxoplasmose congénitale au CHU de Rennes depuis janvier 2010 jusqu’a décembre 2015.

Au total, 215 échantillons ont été inclus. Les patients ont été classés en trois catégories :

(1) Bébés infectés par T. gondii en cours de grossesse (diagnostic pré- ou post-natal positif),
cohorte nommée Bébés Infectés (BI). Sur la période étudiée dans le cadre de ce travail, 34

bébés infectés ont été recensés ;

(2) Meres infectées par T. gondii en cours de grossesse donnant naissance a un/des bébé(s) avec
un diagnostic post-natal positif, cohorte nommée Meres de Bébés Infectés (MBI). Sur la

période étudiée dans le cadre de ce manuscrit, 33 meres de bébés infectés ont été recensées ;

(3) Meres infectées par T. gondii en cours de grossesse donnant naissance a un/des bébé(s) avec
un diagnostic post-natal négatif, cohorte nommée Meres de Bébés Non Infectés (MBNI). Sur
la période étudiée dans le cadre de ce manuscrit, 148 meres de bébés non infectés ont été

recensées.

2. Détermination du profil d’IgG anti-toxoplasmique par western blot a

I’aide du logiciel BioNumerics

A.  Western blot IgG anti-toxoplasmique

Mon travail a consisté a recenser tous les western blots IgG anti-toxoplasmiques (WB)
réalisés dans le cadre du diagnostic post-natal de la toxoplasmose congénitale de janvier 2010
a décembre 20135, selon les criteres d’inclusion définis, afin de les numériser pour les analyser

par le logiciel BioNumerics (Applied Maths, Belgique, version 7).
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Les WB ont été réalisés en routine par les techniciens du laboratoire au laboratoire de
parasitologie-mycologie du CHU de Rennes dans le cadre du diagnostic post-natal de la
toxoplasmose congénitale avec le kit TOXOPLASMA WB IgG-IgM™ (LDBIO Diagnostics,

France).

Principe :

Les antigenes du parasite Toxoplasma gondii, apres séparation électrophorétique, ont
été fixés par électro-transfert a la surface d’une feuille de nitrocellulose découpée en bandelettes
numérotées de 1 a 24.

Le test consiste ensuite a incuber séparément, avec 2 bandelettes contigués issues du
méme transfert, les deux échantillons biologiques (sang de cordon ou sang périphérique de
I’enfant et sang maternel) dont les profils immunologiques veulent étre comparés. Le principe

du test est résumé dans la figure 8.

Produit de la réaction enzymatique : violet

Anti-IgG humaines couplés a b Substrat de la phosphatase alcaline incolore
I'enzyme Phosphatase alcaline

Echantillon biologique contenant des

anticorps IgG anti-Toxoplasmique /;Jg\ Protéine de T. gondii
g S
-

Bandelettes contenant les différents
antigenes de T. gondii

Figure 8 : Principe du western blot pour la détection des IgG ou IgM anti-
toxoplasmiques (Figure adaptée d’elabscience, https://www.elabscience.com/List-detail-
306.html)

Lecture et interprétation :

La lecture et I’interprétation des WB sont réalisées par un biologiste du laboratoire de
parasitologie-mycologie du CHU de Rennes.

L’interprétation repose sur la comparaison successive des profils de bandes obtenus sur
les couples de bandelettes IgG puis IgM. Dans ce travail, seuls les blots IgG ont été utilisés dans
cette étude.

Le diagnostic de toxoplasmose congénitale repose sur la mise en évidence de la présence
éventuelle de bandes révélées uniquement avec le sang de cordon ou le sérum de I’enfant a J+N,

et absentes avec le sérum maternel ou le sang de cordon respectivement. Ces bandes
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supplémentaires témoignent ainsi de la néosynthese par I’enfant d’anticorps anti-toxoplasmique

(Exemple d’un enfant non contaminé et d’un enfant contaminé, figure 9 A et B respectivement).

A - CIP NEGATIF B - CIP POSITIF
(enfant NON contamin€) (enfant contaminé)
" v Poids
IgG Igi\l IgG Ig:\I Moléculaires
KDa
m e m e m e m e
N ™ 0~ l
o | - = -
- - oy
4 24 150
I « Bal <« 1
- = -
-
.l - . M - 40
— - -
vt |
BE = N -
- S
20

Figure 9 : Toxoplasmose congénitale, exemples d’un résultat négatif (A, enfant non
contaminé) et positif (B, enfant contaminé) (Figure issue de la notice du kit
TOXOPLASMA WB IgG-IgM™ (LDBIO Diagnostics).

Le fournisseur du kit TOXOPLASMA WB IgG-IgM™ (LDBIO Diagnostics, France)
spécifie que seules les bandes d'un poids moléculaire inférieur a 120 kDa sont a considérer pour
la comparaison de profils. C’est pourquoi dans 1’analyse des profils de réponse immunitaire
humorale IgG anti-Toxoplasmique réalisée dans ce travail de theése, seules ces bandes seront
considérées. Ceci est appuyé par 1’analyse que nous avons réalisée sur la zone de linéarité de
migration des tailles des marqueurs de taille (Figure 10). En effet, au-dela de la bande 100 kDa
du marqueur de taille inclus dans les kits de WB, les coefficients de régression s’éloignent de

1, indiquant une non proportion entre la distance de migration et le poids moléculaire.

A. Représentation du log (kDa) en fonction de la B. Représentation du log (kDa) en fonction de la
distance de migration distance de migration

3 2,5

2 <

Bandes 250kDa et 150kDa
1,5
3 + log (kDa) ¢ log (kDa)

——Linéaire (log (kDa)) 1 ——Linéaire (log (kDa))
05 y =-0,0222x + 2,4291 05 y =-0,0183x + 2,2488

R?=0,9346 R?=0,9838
0 0

0 20 40 60 80 0 20 40 60 80

Figure 10 : Régressions linéaires des marqueurs de taille fournis avec le kit
TOXOPLASMA WB IgG-IgM™ (LDBIO Diagnostics).(A) en incluant les bandes 250 kDa et 150
kDa (B) en les excluant.
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B. Numérisation et standardisation des westerns blots

Afin de recenser tous les WB réalisés dans le cadre du diagnostic post-natal de la
toxoplasmose congénitale de janvier 2010 a décembre 2015, voici la méthodologie qui a été

appliquée :

1) Regrouper toutes les feuilles de résultats de western blot toxoplasmose par année (2010

a2015).

2) Par année, réaliser un tableau Excel avec tous les numéros des kits, numéros des
bandelettes/kit, le marquer de taille/kit, noms des patientes et de leur(s) enfant(s), date
et résultat du test grace aux indications répertoriées sur les feuilles de résultats de WB
toxoplasmose (Figure 11). Chaque année, en moyenne, une quinzaine de Kkits
TOXOPLASMA WB IgG-IgM™ sont utilisés au laboratoire de Parasitologie-
Mycologie du CHU de Rennes.

Code :

Date du test : aide a la Laboratoire de Parasitologie - Mycologie ENRAMM-02 |  Numéro du lot de kit
reconstitution des kits Version : 2
vecToar 3l ENREGISTREMENT indce - 1 D
bandelett Résultats de Western-blot toxoplasmose T FECONSTIMET UNX)
andelettes - — — — avec ses 24
bandelettes

Objet : Tragabilité des résultats et des lots réactifs de Western-blot toxopla;

Datedutest: &-©7(O N° lot réactif : T ocgicos a c"./S(‘) Exp.le: e 2012

== | [ 3= P —H
-
Westen blot 1gG avec
les numéros de x|
- bandelettes utilisées
et qui vont servir pour
déterminer le profil
1gG du patient
a = : . S 15 - 1€
A B A B A B A B A B A B
laG IgM laG Igm 1aG IgM
NOM OM: ~ 7 A | Nom:
Prénom : N Prénom: Lo - Prénom :
DDN: Jo DDN: &.(c DDN
N° dossier : N° dossier : ¢ N° dossier
Date: 29 Date: ¢2-03.¢0 Date :
NOM : NOM : - NOM :
n Prénom: g¢ n Prénom: S E Prénom :
DDN: ;3 DDN: €3 ¢ DDN:
N°® dossier N° dossier : N® dossier :
Date: ¢ .¢ - Date: 3.¢ Date :
O Sangdecordon O LCR A Sangdecordon O |cR O Sangdecordon O R
& Sang du bébé O Humeur aqueuse O sangdubébé O Hymeur aqueuse O Sangdubébé O Hymeur aqueuse
Conclusion: / - 4 o Conclusion : Conclusion :
SRR @i Cwy ddarng
—Demiére impression le 29/06/2010 11:38 - Page Tsurl _ |

Figure 11: Feuille de résultats de western blot toxoplasmose du Laboratoire de
parasitologie-Mycologie, CHU Rennes. Sont indiquées les données qui ont servi a
reconstituer tous les kits de diagnostic utilisés pour réaliser les profils de réponse immunitaire
humorale IgG anti-toxoplasmique dans ce travail

3) Par année : scanner toutes les feuilles de travail, extraire chaque bandelette WB IgG

et reconstituer chaque kit sur power point avec son marqueur de taille. Les
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marqueurs de taille sont constitués par des bandes de différents poids moléculaires (15,

20, 25, 37, 50, 75, 100, 150 et 250 kDa).
4) Standardiser chaque kit avec son marqueur de taille.

Pourquoi standardiser les kits d¢ TOXOPLASMA WB IgG-IgM™ (LDBIO Diagnostics,
France) utilisés dans le cadre du diagnostic post-natal de toxoplasmose congénitale entre eux ?
- Il existe des effets bords lors de la migration électrophorétique d’ou la nécessité d'effectuer

la comparaison d'un couple d'échantillons a l'aide de bandelettes conjointes (numéros

contigus).
- Les séparations électrophorétiques peuvent varier d’un kit a I’autre générant ainsi des profils
protéiques différents, pouvant par conséquent induire des profils de WB variables, d’ou la

nécessité de comparer des bandelettes issues d'un méme transfert (méme numéro de série).

Ces deux arguments nous ont donc conduits a standardiser les kits a I’aide des marqueurs
de taille fournis dans chaque kit et une standardisation inter-kit en utilisant des bandelettes

obtenues avec des échantillons biologiques testés sur deux kits différents.

De plus, les premiers essais d’extraction du profil de réponse immunitaire IgG anti-
toxoplasmique par le logiciel BioNumerics nous ont montré que malgré une standardisation de
toutes les bandelettes via le marqueur de taille, il y avait encore des variations de plusieurs kDa
entre deux bandes de poids moléculaires apparents équivalents. Pour résoudre ce dernier
probléme, nous avons ajouté une bande au marqueur de taille, la bande de 30kDa, qui est quasi
constante sur tous les profils de réponse IgG anti-toxoplasmique, car elle correspond a la
protéine majeure de surface du tachyzoite (77). Nous avons donc calculé le front de migration
théorique de la bande a 30 kDa pour chaque marqueur de taille en fonction de la droite de
régression tracée avec les autres bandes (Figure 10). Nous nous sommes ainsi servis de cette
bande quasi-constante chez tous les patients pour aligner les bandelettes d’un méme kit entre

elles.

C. Détermination des profils IgG anti-Toxoplasmique par BioNumerics
a. BioNumerics (Applied Maths, Belgique, version 7 ), généralités
C’est une plate-forme logicielle qui offre une analyse intégrée de toutes les applications
principales de bio-informatique : gels d'électrophorése 1D, tous les types de profils

chromatographiques et spectrométriques, caractéres phénotypiques, micropuces et séquences.
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Ce logiciel possede plusieurs modules d’analyse en fonction des données a traiter. Pour extraire
le profil IgG des cohortes étudiées dans ce travail de theése, nous nous sommes servis du module

« Fingerprint Data module ».

b. Fingerprint Data module, en quelques mots
Ce module d’analyse permet de transposer toutes les données qui donnent un profil
électrophorétique (ADN, ARN ou protéine) ou un profil densitométrique (HPLC,
spectrophotométrie...). De maniere globale, tous les profils qui induisent des pics ou des bandes

distincts peuvent étre analysés par ce module (Figure 12).
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Figure 12: Deux exemples de données qui peuvent étre analyées par le module
Fingerprint de BioNumerics. (A) profil spectral obtenu en MALDI-TOF, (B) séparation de
fragments d’ADN apres PCR. (Figures extraites applied-maths BioNumerics)

A partir des données brutes importées sur BioNumerics en format image (.tiff), ce module
permet :
- D’assigner de facon automatique les bandes/pics, soit générer un profil de bandes/pics ;
- De réaliser de la quantification par densitométrie des bandes déterminées ;
- De réaliser des alignements entre les différents profils aprés normalisation ;

- De déterminer les tailles des bandes (ADN, protéines...) apres normalisation ;

c. Détermination des profils IgG standardisés par patient(e)s :
La dénomination « profil IgG » dans le cadre de cette étude, correspond a un profil obtenu
apres normalisation des WB via I’application BioNumerics.
Afin de traiter tous les WB numérisés et de réaliser les profils standardisés, j’ai suivi les
tutoriels suivants, disponibles sur 1’interface BioNumerics :

- Comment importer et analyser son premier gel (http://www.applied-

maths.com/video/7x/import-and-analyze-your-first-gel)
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- Comment importer et analyser son deuxicme gel (http://www.applied-

maths.com/video/7x/import-and-analyze-your-second-gel)

- Comment créer et exporter les profils de bandes (http://www.applied-

maths.com/video/7x/create-and-export-band-matching)

La détermination des profils IgG standardisés par patient(e) commence par le traitement et

la normalisation des bandelettes puis ensuite les profils sont extraits et exportés en fichier Excel.

i. Traitement et normalisation des bandelettes

Sur BioNumerics, apres avoir 1) importé en format .tiff les différents kits reconstitués
(bandelettes de WB + son standard) et 2) transformer en nuances de gris les images de chaque
kit, la procédure de traitement et normalisation des bandelettes qui a été suivie (Figure 14) se

résume aux quatre étapes suivantes :

Etape 1 : Détermination manuelle ou automatique de chaque bandelette ou ligne de migration
(Figure 14, Strip). A cette étape, il est possible d’ajuster la largeur et le contraste des
bandelettes, de redéfinir les bandelettes, d’ajuster le chemin de migration afin qu’il soit
rectiligne, ... Etape 2 : Extraction des courbes densitométriques de chaque kit afin d’exclure

le bruit de fond et avoir ainsi une meilleure définition des bandes révélées (Figure 14, Curves).

Etape 3 : Normalisation : un alignement automatique ou manuel du marqueur de taille interne
du kit est réalisé avec le marqueur de taille de référence qui a été préalablement enregistré dans
le logiciel. En effet, lors du traitement sur BioNumerics du premier kit de bandelettes
reconstitué, le marqueur de taille de ce premier kit est enregistré comme étant le standard de
référence pour toutes les futures entrées de données (Figure 13, A). Par la suite chaque marqueur
de taille de chaque kit sera aligné sur ce marqueur de taille de référence (Figure 13, B) afin de

standardiser les tailles des bandes obtenues sur les profils IgG anti-toxoplasmose.

Tous les kits sont donc normalisés avec le méme systeme de référence. (Figure 14,

Normalization).
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Figure 13 : Création d’un marqueur de taille de référence dans le module fingerprint. (A)
Exemple d’un marqueur de taille enregistré dans le logiciel comme référence pour normaliser toutes
les futures entrées de données. (B) Exemple de normalisation d’un standard pour un nouveau kit par

rapport au standard de référence. D’apres le tutoriel « Importing and processing gel images”
disponible sur la plateforme BioNumerics
Etape 4 : Détermination automatique de toutes les bandes révélées par western blot et
constituant le profil IgG anti-toxoplasmose (Figure 14, Bands). A cette étape, il est possible de

repositionner des bandes, d’éliminer des artefacts détectés comme des bandes, ...
Ces quatre étapes sont a réaliser pour chaque kit reconstitué.

Une fois incrémentée dans la base de données BioNumerics, chaque bandelette
numérisée avec son profil de bandes est contrdlée et validée par rapport a la bandelette

d’origine. En effet, il a été nécessaire a plusieurs reprises d’ajouter des bandes de faible intensité

qui n’étaient pas détectées par le logiciel.
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Figure 14 : Traitement et normalisation des profils d’IgG obtenus par WB (Figure
extraite du site applied-maths BioNumerics)
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ii. Extraction et exportation des profils IgG obtenus

A partir de toutes les bandelettes numérisées, un alignement des profils IgG est réalisé
(Figure 15 ) afin de déterminer des catégories de position de bandes. Une catégorie de bandes
comporte des bandes qui ont un poids moléculaire équivalent avec une tolérance de position de

plus ou moins 1% du poids moléculaire de la classe (ce pourcentage peut étre modifié).
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Figure 15: Exemple d’alignements de profil de migration afin de générer des
catégories de bandes de taille équivalentes (figure extraite du site applied-maths
BioNumerics).

A cette étape, il est nécessaire d’ajuster les catégories, notamment pour les bandes de haut

poids moléculaire.

Une table d’occurrence pour chaque patient(e) est ensuite générée et peut €tre exportée en

format Excel (Tableau V).

Tableau V : Exemple de table d’occurrence des catégories de bandes selon chaque
patiente

kDa 98 (93 |88 |83 |79
Patiente 1 | O | 1 1 110
Patiente2 | O | 1 | O | 1 1

d. Construction d’un dendrogramme a partir des profils IgG obtenus des
bébés atteints de toxoplasmose congénitale

Le logiciel Bionumerics permet de réaliser des dendrogrammes a partir de données de type

fingerprint. Nous avons ainsi utilis€ le module d’analyse « Tree and Network Inference



45

module » et suivi le tutoriel en ligne sur la plateforme: http://www.applied-

maths.com/video/7x/create-tree-fingerprint-data.

Les similarités entre les profils, basées sur la position des bandes, sont calculées a 1’aide du
coefficient du nombre de bandes différentes avec une tolérance maximale de 5%. Un
dendrogramme est construit suivant la méthode Unweight Pair Group Method (UPGMA)
utilisant une moyenne arithmétique. Une matrice de similarité (absence/présence de la bande)

est également générée. La durée du traitement en catégories est indiquée par des couleurs.
3. Recueil des différentes données

Pour chaque femme enceinte avec séroconversion diagnostiquée en cours de grossesse, des

informations biologiques et cliniques ont été répertoriées :

- Catégorie de cohorte : BI : Bébé infecté ; MBNI : Meére de Bébé non infecté ; MBI : mere
de bébé infecté ;
- Génotype de la souche de T. gondii obtenu par séquencage apres envoi de la souche au
CNR de la toxoplasmose: non documenté (ND), type 11, type II variant.
- Clinique du bébé a la naissance : non documentée (ND), normale, 1ésions (hépatomégalie,
hyperdensité ventriculaire, microkyste paraventriculaire, calcifications intracraniennes,
cicatrice maculaire, valve cardiaque, ou choriorétinite).
- Trimestre d’infection de la mere an cours de grossesse : T1 (dont le péri-conceptionnelle
ou anté-conceptionnelle), T2 ou T3 (dont le per-partum).
- Code postal de résidence de la mere
- Traitement de 1°° intention : Spiramycine (SPIR), Pyriméthamine/Sulfadiazine ou
Pyriméthamine/Sulfadoxine (PYR/SULF), Protocole Toxogest ou non documenté (ND),
Non traitée (NT) ;
- Durée totale du traitement. Cette durée est exprimée soit
o en semaines d’aménorrhée (SA) = Durée de la grossesse en SA - Date de mise sous
traitement de 1% intention en SA, soit

o en catégorie de durée : A = durée inférieure a 4 semaines, B = durée comprise entre 4 et
8 semaines, C = durée supérieure a 8 semaines. Pour les meres pour qui il n’y a pas
d’information sur la prise de traitement ou incluses dans le protocole Toxogest, la durée
est notée ND_duréettt, pour les meres n’ayant pas recu de traitement, la durée est notée

NT _duréettt
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- Délai de la mise sous traitement. Le délai de mise sous traitement est exprimé soit
o en SA = Date de la mise sous traitement en SA - Date de la séroconversion de la mere en
SA —soit
o en catégorie de délai : D < 4 = délai inférieure a 4 semaines, D 4-8 = délai compris entre
4 et 8 semaines, D > 8 = délai supérieur a 8 semaines. Pour les meres pour qui le traitement
est non documenté ou incluses dans le protocole Toxogest, le délai est noté ND_d¢élaittt,

pour les meres n’ayant pas recu de traitement, la durée est notée NT_délaittt.
4.  Géolocalisation des patientes

Nous avons réalisé une géolocalisation des patientes en fonction du statut du bébé a la
naissance et nous avons représenté le génotype de la souche parasitaire impliquée lorsque celui-
ci était documenté dans le dossier patiente. Nous avons utilisé ’application BatchGeo®

(Vancouver, WA, https://fr.batchgeo.com/) qui permet de créer des cartes Google Maps a

partir d’une feuille excel (Annexe 7).

5. Analyses statistiques

A.  Analyse multifactorielle

Une analyse factorielle, plus particulierement une analyse des correspondances multiples
(ACM), a été réalisée sur les données qualitatives et quantitatives que nous avons extraites et
organisées en tableau. Chaque ligne du tableau représente un individu et chaque colonne une

variable.

Nos variables actives correspondent aux différentes classes de bandes, soit 35 classes de
bandes, identifiées sur les WB avec les modalités présence « O » et absence « N » pour chaque
individu. Les autres variables supplémentaires étudiées sont soit 1) quantitatives : nombre de
bandes, durée du traitement (en SA), délai de mise sous traitement (en SA) 2) qualitatives :
infecté ou non par 7. gondii, le trimestre d’infection (T1, T2 ou T3), le principe actif utilisé
comme traitement de premiere intention, la clinique du bébé a la naissance, le délai de mise
sous traitement en catégorie, la durée du traitement en catégorie.

Brievement, 1’analyse des correspondances multiples est une technique descriptive visant a
résumer l’information contenue dans un grand nombre de variables afin de faciliter

I’interprétation des corrélations existantes entre ces différentes variables.



47

Les individus seront projetés et représentés dans un systeéme a plusieurs dimensions, choisi
de telle maniere que la majorité des variations soit concentrée sur les premiers axes.

Pour réaliser cette analyse factorielle de type ACM, le package FactoMineR a été utilisé (78).

B. ANOVA
Les tests statistiques ont été réalisés a 1’aide du logiciel GraphPad PRISM® v.5.02, en
utilisant un One-way ANOVA pour comparer la moyenne d’au moins trois groupes non

appareillés. Les valeurs de p<0.05 sont considérées comme statistiquement significatives.
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1. Analyse descriptive de la cohorte de patients

A. Cas de séroconversion et de toxoplasmose congénitale en fonction du trimestre

de grossesse

Tableau VI: Cas de séroconversion pour la toxoplasmose, cas de toxoplasmose congénitale
(TC) avec lésions en fonction du trimestre de grossesse sur la période 2011-2015 au CHU

Pontchaillou de Rennes

Trimestre 1

Trimestre 2

Trimestre 3

Cas de séroconversion (%) 97 (54%) 47 (26%) 37 (20%)
Cas de TC (%) 1 (1%) 12 (25%) 20 (54%)
Cas de Iésions (%) 0 (0%) 4 (33%) 2 (10%)

La cohorte constituée au cours de ce travail est composée de 181 cas de séroconversion
pour la toxoplasmose en cours de grossesse. Il est observé que beaucoup de femmes s’infectent
au cours du premier trimestre de grossesse (54%) par rapport aux trimestres 2 et 3 (26 et 20%
respectivement) (Tableau VI). Toutefois ce chiffre est majoré artificiellement, du fait du choix
de coupler les infections périconceptionnelles possibles ou probables (qui bénéficient des

mémes modalités de traitement et de suivi) aux infections vraies du 1¢ trimestre.

Sur notre période d’étude (2011 a 2015), la transmission materno-foetale en cas de
toxoplasmose maternelle aigué varie d’environ 1 % au premier trimestre de grossesse, a 54 %
au cours du troisieme trimestre. Données tout a fait en accord avec les données de la littérature

(8,52). Notre cohorte est donc bien représentative de la toxoplasmose congénitale en France.
B. Occurrence des bandes détectées en western blot selon le statut du bébé a la
naissance

Nous avons représenté 1’occurrence de chaque classe de bande en fonction du statut du

bébé a la naissance (Figure 16).

Les classes de bandes ont été déterminées par le logiciel Bionumerics. Trente-cinq

classes ont €té ainsi déterminées, allant de 16 kDa a 98 kDa.
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Figure 16: Occurrence en % de chaque classe de bande obtenue par analyse des
WB en fonction du statut du bébé a la naissance.

La représentation graphique des occurrences montre que les profils de bandes peuvent

étre divisés en quatre blocs, quel que soit le statut du bébé a la naissance :

Un bloc avec des protéines de faible poids moléculaire, peu retrouvées (3 a 40%) :
16-23 kDa

Un bloc avec des protéines de poids moléculaire moyen, fréquemment retrouvées
(40 299%) : 25-38 kDa

Un bloc avec des protéines de poids moléculaire moyen, peu retrouvées (6 a 40%):
42-61 kDa

Un bloc de protéines de haut poids moléculaire, fréquemment retrouvées (27 a

69%) : 64-98 kDa

Par rapport au groupe MBI, le groupe MBNI est proportionnellement composé de plus

de patientes ayant mis en place une réponse humorale contre les blocs protéines de faible poids

moléculaire, 16-23 kDa et de haut poids moléculaire, 64-98 kDa.

C.

Diversité de la réponse immunitaire humorale en fonction du trimestre de
séroconversion

Afin d’apprécier la diversité de la réponse immunitaire a 1’accouchement, en fonction

du trimestre de séroconversion, nous avons représenté le nombre de bandes observées sur

western blot et le trimestre de séroconversion (Figure 17).
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Figure 17 : Nombre de bandes sur WB en fonction du trimestre d’infection quel
que soit le statut du bébé a la naissance. Représentation de la moyenne + SEM
(Erreur standard a la moyenne). *** : p< 0,0005 et ** : p< 0,005

L’analyse du nombre de bandes détectées en fin de grossesse par western blot en
fonction du trimestre d’infection permet de mettre en évidence qu’une infection au cours du
premier trimestre permet a la mere de développer une réponse significativement plus diverse
en termes d’anticorps IgG anti-toxoplasmiques, que lorsque 1’infection survient plus tard au

cours du T2 (p<0,0005) ou T3 (p<0,005).

2.  Analyse multifactorielle

A. Analyse des meéres ayant donné naissance a des bébés infectés ou non par le
parasite

Les données biologiques et cliniques recueillies sur les 181 mamans ayant eu une
séroconversion en cours de grossesse ont été organisées dans un tableur excel (annexes 1 a 6).
Nous avons ainsi 35 variables actives qui servent a construire les axes. Nous avons ensuite
associé des variables supplémentaires quantitative (nombre de bandes sur le profil western
blot/individu) ou qualitatives (trimestre d’infection, clinique du bébé, durée du traitement, délai
de mise sous traitement, statut de I’enfant). Ces variables supplémentaires n’interviennent pas
dans la construction des axes mais permettent de décrire les individus représentés dans les

différentes dimensions.
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a. Valeurs propres ou inerties de chaque dimension

Dans un premier temps, nous avons examiné les valeurs propres de chaque dimension
afin de déterminer combien de dimensions seront conservées pour extraire les résultats. Les

valeurs propres mesurent la quantité de variance expliquée par chaque dimension principale.

Il n’existe pas de méthodologie claire pour décider du nombre de dimensions principales
a conserver. Dans la pratique, on a tendance a regarder les premieres dimensions afin de trouver

des profils intéressants dans les données.

Les résultats des valeurs propres et la proportion de variances pour chaque dimension
ainsi que la proportion cumulée des variances obtenues dans notre analyse sont indiqués dans
le tableau VII.

Tableau VII : valeurs propres et proportion de variance pour chaque dimension.

L’encadré rouge correspond aux dimensions conservées pour le suite de nos analyses.
Dimension || 1 2 3 3 5 6 7 8 9 10 11 12

Variance || 0240 | 0065 | 005 | 0.044 | 0037 | 0.036 | 0.035 | 0.032 | 0.031 | 0.030 | 0.028 | 0.027
%  de|l 24.038 | 6484 | 4953 | 4367 | 3,746 | 3.558 | 3465 | 3,321 | 3,117 | 2,993 | 2.821 | 2,696
variance
%  de|| 24.038 | 30.523 | 35.475 | 39.842 | 43.588 | 47.146 | 50,612 | 53,843 | 56,960 | 59,953 | 62,774 | 65469
variance
cumulé

Dimension | 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Variance | 0,026 | 0,025 | 0,024 | 0,023 | 0,021 | 0,020 | 0,019 | 0,018 | 0,017 | 0,016 | 0,015 | 0,014
%  de | 2635 | 2453 | 2360 | 2264 | 2,130 | 2,006 | 1,880 | 1,838 | 1674 | 1,610 | 1,533 | 1,416
variance
%  de | 68,104 | 70,558 | 72,917 | 75181 | 77,312 | 79,317 | 81,197 | 83,035 | 84,709 | 86,319 | 87,852 | 89,268
variance
cumulé

Dimension | 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
Variance | 0013 | 0013 | 0012 | 0011 | 0,010 | 001 | 0,009 | 0,008 | 0,008 | 0,007 | 0,006
%  de | 1,293 | 1274 | 1,182 | 1,145 | 1,1047 | 1,009 | 0932 | 0,835 | 0,786 | 0,661 | 0,569
variance
%  de | 90,560 | 91,835 | 93,016 | 94,162 | 95,209 | 96,217 | 97,149 | 97,985 | 98,771 | 99,431 | 100
variance
cumulé

Dans le tableau VII, nous voyons que les valeurs propres (deuxieme ligne) sont
relativement grandes pour les quatre premieres dimensions (encadré rouge) et petites pour les
dimensions suivantes (< 0,04). Autrement dit, les quatre premieres dimensions correspondent
aux directions portant la quantité maximale de variation contenue dans le jeu de données. La
proportion de variance expliquée par chaque valeur propre est donnée dans la troisieme ligne.
Par exemple, dans la dimension 1, environ 24,038% de la variation est expliquée par cette
premiere valeur propre. Le pourcentage cumulé expliqué est obtenu en ajoutant les proportions
successives de variances expliquées. Par exemple, 24,038% (% de variance de la dimension 1)

plus 6,484% (% de la variance de la dimension 2) sont égaux a 30,523%, et ainsi de suite. Par
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conséquent, environ 30 %, de la variance totale est expliquée par les deux premieres valeurs
propres soit les deux premieres dimensions expliquent a elles seules 30 % des variations

observées dans notre échantillon

Dans notre analyse, les quatre premieres composantes principales expliquent ainsi 40%

de la variation.

Une autre méthode pour déterminer le nombre de dimensions a analyser est de regarder
le graphique des valeurs propres (Figure 18). Le nombre de dimensions est déterminé par le
point, au-dela duquel les valeurs propres restantes sont toutes relativement petites et de tailles
comparables (79). Dans le graphique présenté en figure, nous voyons que ce point correspond

a la dimension 4.

% de variance

Dimensions

Figure 18: Représentation graphique des valeurs propres de chaque variance en
fonction de la dimension. Seules les dimensions 1 a 16 sont représentées.

L’analyse des valeurs propres ou inerties de chaque dimension par les deux méthodes
ci-dessus, indique que les 4 premieres dimensions permettront d’expliquer la majorité des
différences observées dans 1’échantillon, les autres dimensions n’apportant qu’une faible part
additionnelle d’information. Des lors, I’analyse va se concentrer sur ces 4 dimensions qui

constitueront un bon résumé des variations observables dans 1’échantillon.

b. Corrélations des variables quantitatives sur les quatre premiers axes

Pour interpréter les différents axes, il est intéressant de comprendre quelles sont les

variables supplémentaires qui correlent le plus a chaque axe. Pour des variables quantitatives,
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une représentation graphique est possible, le cercle de corrélation des variables. Ainsi, les
variables quantitatives sont représentées selon les dimensions que 1’on souhaite étudier. Sur
notre jeu de données, dans un premier temps seule la variable N bande (pour nombre de bande)
est quantitative et a été étudiée selon le cercle des corrélations sur les dimensions 1 et 2 (Figure
19). Les variables durée de traitement et délai de mise sous traitement ayant été classées en

catégories sont considérées comme des variables qualitatives.

N bande

Dim 2 (6.48%)

-15 -1.0 -0.5 0.0 05 1.0 15

Dim 1 (24.04%)

Figure 19 : Cercle des corrélations de la variable N bande pour les dimensions 1 et 2.

La figure représentant le cercle des corrélations de la variable N bande selon les
dimensions 1 et 2, montre que cette variable est fortement corrélée a la dimension 1 (r = 0,9964,
p-value = 4.101°%). La variable N bande est donc la plus explicative de la dimension 1. N bande
représente le nombre de bandes mises en évidence sur le WB. Nous allons donc nous concentrer
sur cette variable pour expliquer les résultats de I’ACM selon la dimension 1. Le cercle des
corrélations sur cette méme variable pour les dimensions 3 et 4 ne montre pas une bonne
projection, indiquant que la variable N bande ne permet pas d’expliquer les dimensions 3 et 4

(données non montrées).

Nous nous sommes également intéressés a 1’étude de la projection sur le cercle de
corrélation des dimensions 1 et 2 de deux autres variables quantitatives : la durée du traitement
et le délai de traitement exprimées en semaines d’aménorrhées. Pour réaliser cette étude, il est
nécessaire de retirer du jeu de données les individus n’ayant pas recu de traitement ainsi que les
individus dont le traitement n’est pas documenté. Les individus ainsi retirés de 1’analyse

représentent environ 10% du nombre d’individus de la cohorte initiale, il y a donc une perte
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d’information. Le cercle de projection ainsi généré (Figure 20) ne montre pas une bonne
projection de ces deux variables selon I’axe 1 et 2 alors que la variable N bande reste toujours
fortement corrélée a ’axe 1. De ce dernier résultat, nous décidons de ne considérer que la
variable N bande comme variable quantitative. Les variables durée du traitement et délai de
mise sous traitement seront exprimées en catégories et seront considérées comme des variables

supplémentaires qualitatives.

Dim 2 (6.58%)

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

Dim 1 (23.85%)

Figure 20 : Cercle des corrélations des variables quantitatives : N bande, durée du
traitement (durée_TTT) et délai de mise sous traitement (Délai_TTT) dans les
dimensions 1 et 2

¢. Analyse des correspondances multiples

i.  Représentation des modalités actives et des individus.

Dans un premier temps, nous avons décidé de représenter le graphique des modalités
pour notre variable, qui est « classes de bandes (en kDa) » obtenues sur les profils WB. Le
résultat de I’ACM est présenté selon les modalités (Figure 21) et selon les individus (Figure

22).

Les représentations graphiques des modalités actives et des individus de I’ACM selon
les axes 1 et 2 fait apparaitre un nuage en forme de croissant enroulé autour de 1’origine du
repere (Figures 21 et 22). C’est I’effet Guttman qui s’interprete de la fagon suivante : « 1’axe
principal oppose alors les extrémes, alors que I’axe n°2 oppose les individus moyens aux deux
extrémes » (80). Sachant que la variable la mieux projetée et donc la plus corrélée a la

dimension 1 est le nombre de bandes détectées par western IgG anti-toxoplasmique, alors, les
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individus a droite de 1’axe vertical sont les individus possédant un profil WB avec de
nombreuses bandes. Inversement, les individus a gauche de ce méme axe sont les individus
possédant un profil WB avec peu de bandes. Les individus distribués de part et d’autre du plan
horizontal selon I’axe deux sont dans la moitié supérieure des individus avec un profil de bandes
atypique alors que dans la moitié inférieure les individus ont des profils fréquents. Sont centrés
sur le point d’origine, des individus avec un profil WB fréquent. La modalité étudiée est la
présence « O » ou I’absence « N » de bande, il est également possible d’indiquer que les bandes
les plus fréquemment mises en évidence sont la p30, p34, p38 (surtout absentes chez les profils
a tres peu de bandes) et que les bandes les plus rares sont la p42, p16, p17 (présentes plutdt chez
les profils avec beaucoup de bandes). De plus, la p28 est souvent associée a la p47 et/ou a la
p64 (Figure 21, cercle vert). Lorsque les individus possédant ces bandes sont réarrangés dans
le tableur excel sur des lignes successives, il est méme possible de dire que la p28 est toujours
associée a une des deux autres bandes pour les profils de plus de 13 bandes. En effet des

modalités proches en ACM sont souvent associées.
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Figure 21 : Représentation des modalités des variables actives dans les dimensions 1 et 2.
Le cercle vert indique que la p28 est liée aux p47 et p64.
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Figure 22 : Représentation des individus selon le statut d’infection du bébé dans les
dimensions 1 et 2

ii.  Analyse des variables supplémentaires

o Corrélations entre les variables qualitatives supplémentaires et les dimensions

Les coefficients de corrélation ainsi que les p-value correspondantes entre les variables et les
axes choisis au départ de I’ ACM sont répertoriés dans le tableau VIII.

Tableau VIII : coefficients de corrélation (r) et significativité (p-value sur le coeeficient)
des corrélations entre variables supplémentaires et dimensions. Cadres rouges =
variables considérées significatives

Variable supplémentaire Dim 1 Dim 2 Dim 3 Dim 4
r 0,11 7 10° 19.10° 2,7.107
. 9 . 5 . -1 2
Trimestre d’infection p 3,91.10 545.10° 8,43.10 8,82.10
r 2,0.107 5,5.107 1,6.102 47.10°
Traitement ! ! 1 .
p 3,21.10 8,06.10 421.10 8,39.10
2y . -2 -2 3
Délai de mise sous r 015 99.10°, 31107 39.10°
traitement (catégorie) P 1,27.10 1,02.10 2,39.10 9,53.10
, . -2 2 2 2
Durée du traitement r 3,110 2010? 15102 LL10?
(catégorie) P 2,38.10 4,77.10 6,13.10 7,51.10
r 3,6.102 59.10% 53.10° 52.10°
’ 2 -1 -1 -1
Statut de Penfant p 1,02.10 7,46.10 3,29.10 9.24.10
r 1.4.102 5,3.107 43.10° 8,3.10°
3 1

o e -1 - -1 -
Clinique p 2,79.10 8,08.10 6,80.10 476.10




57

Le tableau VIII contient les coefficients de corrélation (variant de O a 1) ainsi que les p-
value associées, entre les variables et les axes choisis au départ de I’ACM. Pour I’interprétation
des axes, se concentrer sur les variables les plus explicatives, ¢’est-a-dire dont le coefficient de
corrélation est le plus proche de 1. Dans notre étude, il semble que les variables qualitatives les
plus significativement liées au premier plan (diml/dim2) sont principalement le trimestre
d’infection et le délai de mise sous traitement, et a un moindre niveau le statut de I’enfant et la
clinique de I’enfant (Tableau VIII, encadrés rouge). Dans le deuxieéme plan (dim3/dim4), les

variables qualitatives supplémentaires ne sont plus significativement liées.

Ces résultats nous permettent d’orienter notre 1’analyse qui va se concentrer désormais
sur les 2 premieres dimensions qui constitueront donc un bon résumé des variations observables

dans I’échantillon.

o Analyse des variables qualitatives supplémentaires

Nous décidons de représenter I’ ACM avec les modalités des variables actives (en rouge)
et les variables supplémentaires (en vert) toujours sur les dimensions 1 et 2 qui portent le plus

d’informations (Figure 23).
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Figure 23: Représentation des modalités des variables actives (en rouge) avec les
variables supplémentaires (en vert) dans les dimensions 1 et 2

Cette représentation graphique permet de voir que la majorité des variables

supplémentaires qualitatives semblent €tre centrées autour de 1’origine du repere indiquant
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qu’elles ne sont pas tres corrélées au plan d’analyse. Or, 1’analyse des corrélations entre les
variables qualitatives supplémentaires et les dimensions réalisée précédemment nous encourage

a réaliser une analyse plus fine.

o Représentation des individus selon le statut d’infection du bébé dans les
dimensions 1 et 2
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Figure 24 : Représentation des individus selon le statut d’infection du bébé dans les
dimensions 1 et 2

Cette représentation permet de montrer que les mamans ayant donné naissance a des bébés
infectés (MBI en rouge) sont situées préférentiellement a gauche de 1’axe indiquant que ces
mamans ont développé une réponse immunitaire moins diverse en termes d’anticorps IgG anti-
toxoplasmiques. En effet, elles ont des profils avec peu de bandes. Cependant, cette observation
n’est pas exclusive puisque les mamans ayant donné naissance a un enfant non infecté sont
distribuées tout le long de la dimension 1, indiquant qu’il n’y a pas de profil particulier

permettant d’expliquer I’absence d’infection (Figure 24).

o Représentation des individus selon le trimestre d’infection de la maman dans
les dimensions 1 et 2

Cette représentation permet de montrer que les mamans infectées aux deuxieme et troisieme
trimestres de grossesse sont situées a gauche de I’axe, indiquant que ces mamans ont développé
une réponse immunitaire moins diverse en termes d’anticorps IgG anti-toxoplasmiques. En
effet, elles ont des profils avec peu de bandes. A I'inverse, les mamans infectées au cours du
premier trimestre sont distribuées tout le long de la dimension 1, indiquant qu’il n’y a pas de

profil particulier (Figure 25).
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Figure 25 : Représentation des individus selon le trimestre d’infection de la maman

selon les dimensions 1 et 2

o Représentation des individus selon la clinique du bébé a la naissance dans les

dimensions 1 et 2

Dim 2 (6.48%)
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Figure 26 : Représentation des individus selon la présence (en rouge) ou non de
lésions cliniques dans les dimensions 1 et 2. ND_clin : clinique non documentée

Face au faible effectif de bébés comportant des 1€sions cliniques a la naissance (6 sur

34 bébés), il est difficile de donner une interprétation a cette ACM. Cependant il est possible
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de remarquer que la distribution de ce faible effectif semble étre répartie aléatoirement dans

le premier plan (dim1/dim2).

o Représentation des individus selon le traitement anti-toxoplasmique en cours

de grossesse dans les dimensions 1 et 2.

Cette représentation semble montrer que les mamans n’ayant pas été traitées (NT_ttt en
rouge) sont situées a gauche de I’axe 1 indiquant que ces mamans ont développé une
réponse immunitaire moins diverse en termes d’anticorps IgG anti-toxoplasmiques. En
effet, elles ont des profils avec peu de bandes. Il semble que ce soit la méme observation
pour les meres ayant été traitées par 1’association  Pyriméthamine
/Sulfadiazine (PYR/SULF). Cette derniere observation semble logique puisque ce
traitement est souvent mis d’emblée dans le cadre de séroconversion au trimestre 3 et/ou en
cas de DPN positif. Or nous avons vu que les bébés infectés sont majoritairement nés de
meres infectées au trimestre 3 et nous avons également mis en évidence que ces meres ayant
une infection tardive développent une réponse immunitaire moins diverse en termes
d’anticorps IgG anti-toxoplasmiques. Globalement, il semble que le caractere récent de

I’infection I’emporte sur le traitement, pour ce qui est du nombre de bandes développées au

moment de I’accouchement.
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Figure 27 : Représentation des individus selon le traitement anti-toxoplasmique dans les
dimensions 1 et 2
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d. Analyse sur les mamans par trimestre de séroconversion

Dans I’ACM précédente, la variable qualitative, trimestre d’infection, est fortement
corrélée a I’axe 1 et 2. Dans un deuxieme temps, nous avons souhaité faire une ACM sur les
mamans ayant le méme trimestre d’infection, afin de voir si nous arrivions ainsi a moins diluer
I’information par rapport a la cohorte entiere et ainsi mettre en évidence des profils d’individus
particuliers. Dans cette ACM, seules les 20 modalités les mieux projetées sont affichées et les

modalités présentes ou absentes chez tous les individus n’ont pas été prises dans I’analyse.

Les représentations des modalités et des variables supplémentaires dans les dimensions

1 et 2 par trimestre d’infection sont présentées dans les figures .

i. Trimestre 1

La représentation des modalités et des variables supplémentaires pour les mamans
infectées au cours du premier trimestre (T1) possede une allure de type effet de Guttman comme
observé sur la cohorte complete. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que les patientes infectées
au cours du T1 sont les plus nombreuses dans la cohorte complete et ont donc un poids fort
dans I’ACM globale. Nous retrouvons la p28 liée a la p64 tout comme dans 1’analyse sur la

cohorte entiere.
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Figure 28 : Représentation des modalités et des variables supplémentaires dans
dimensions 1 et 2 des patientes infectées au trimestre 1
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De part la composition de la cohorte de mamans infectées au cours du T1 de grossesse,
une seule mere ayant donné naissance a un bébé infecté, il est impossible de mettre en évidence
un profil particulier de la réponse immunitaire humorale en fonction du statut du bébé. Il est a
noter que la variable qualitative MBI se trouve trés séparée et proche de la p28 dans la
représentation de I’ACM du T1 mais cela n’a aucune significativité puisque la variable MBI ne

concerne qu’une seule patiente (Figure 28).

La figure 29 représente I’occurrence en pourcentage de chaque taille de bande détectée
par WB pour le T1. La moyenne du nombre de bandes chez ces patientes est d’environ 17
bandes, indiquant une réponse immunitaire IgG multiple. Le bloc 25-38 kDa (a I’exception de
la p28) montre des occurrences élevées pour chaque bande (70 a 98%), indiquant que ces bandes
sont quasi constantes pour toutes les meres infectées au T1 de grossesse. De plus, a I’exception
de la p93 et p69, plus d’une maman sur deux possedent les bandes du bloc de haut poids

moléculaires : 64-98 kDa.
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Figure 29 : Représentation de ’occurrence en % de chaque bande en fonction du statut du bébé
pour les mamans infectées au trimestre 1 de grossesse

ii. Trimestre 2

Au trimestre 2 (T2), la cohorte est composée de 12 MBI et 35 MBNI.

La représentation des modalités et des variables supplémentaires pour les mamans

infectées au cours du T2 montre que les individus ayant recu le traitement anti-toxoplasmique
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avec un délai supérieur a 8 semaines post-séroconversion sont associés a un profil avec de

nombreuses bandes, mais qui n’est pas corrélé a la présence de Iésions chez le bébé (modalités

distantes, Figure 30). Cette observation va dans le sens qu’une mise rapide sous traitement

diminue la réponse immunitaire humoral

e (52).

De plus, nous pouvons voir par cette représentation que le risque d’infection du bébé et

de survenue de 1ésions n’est pas 1ié au nombre de bandes (modalités situées sur 1’axe vertical).

Cette observation est en accord avec les données de la littérature qui indiquent que la réponse

immunitaire humorale anti-toxoplasmique ne permet pas d’expliquer a elle seule une protection

vis-a-vis de I’infection.
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Figure 30 : Représentation des modalités et des variables supplémentaires dans dimensions 1 et
2 des patientes infectées au trimestre 2

Par ailleurs, il est intéressant de regarder I’occurrence de chaque bande en fonction du

statut d’infection du bébé (Figure 31). La moyenne du nombre de bandes est d’environ 13

bandes, quel que soit le statut d’infection du bébé.
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Figure 31 : Représentation de ’occurrence en % de chaque bande en fonction du statut du bébé
pour les mamans infectées au trimestre 2 de grossesse

Il est ainsi possible de noter que chez les MBI infectées au T2 de grossesse, il n’y a pas
d’anticorps contre la p56 et p16. De plus, que ce soient les MBI ou les MBNI, 100% des
individus ont des anticorps dirigés contre la p30 (Figure 31). A I’exception de la p28 et p32, le
bloc des protéines de poids moléculaire moyen, 25-38 kDa, est retrouvé chez la majorité des
patientes MBI (60 a 83%) et MBNI (50 a 97%). Ce sont plus particulierement les p30, p34 et
p38 qui sont quasi constantes chez toutes les patientes. Pour le bloc de haut poids moléculaires :
64-98 kDa, seules les p76 et p83 sont quasi constantes chez toutes les patientes.

Par rapport au groupe MBNI, le groupe MBI est proportionnellement composé de plus
de patientes ayant mis en place une réponse humorale contre le bloc de protéines de poids

moléculaire moyen, 42-61 kDa.
iii.  Trimestre 3
Au trimestre (T3), la cohorte est composée de 20 MBI et 17 MBNI.
La représentation des modalités et des variables supplémentaires pour les mamans
infectées au cours du T3 montre que toutes les variables sont centrées sur le point d’origine

(Figure 32). 1l en est de méme pour les modalités. La seule information pouvant ressortir de

cette représentation est que la p56 est rarement présente chez les mamans infectées mais que sa
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présence est associée a un profil avec de nombreuses bandes. Cette information se confirme par

le calcul des occurrences de chaque bande pour les individus de la cohorte T3 (Figure 33).

Dim 2 (8.74%)
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[ J

Dim 1 (17.49%)
Figure 32 : Représentation des modalités et des variables supplémentaires dans dimensions 1 et
2 des patientes infectées au trimestre 3

La moyenne du nombre de bande chez les MBI est de 12 et de 14 chez les MBNI
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Figure 33 : Représentation de I’occurrence en % de chaque bande en fonction du statut du bébé
pour les mamans infectées au trimestre 3 de grossesse

Il est ainsi possible de noter que chez les MBI infectées au T3 de grossesse, il n’y a pas

d’anticorps contre la p56 (a I’exception d’une patiente), p42 et p17. Pour les MBNI il n’y a pas
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d’anticorps contre la pl6, p21, p43 et p5S5. Globalement les anticorps détectés sont
majoritairement dirigés contre les protéines du bloc de poids moléculaire moyen, 25-38 kDa et
les MBNI ont une réponse anticorps plus souvent dirigée contre des protéines de haut poids

moléculaire et plus particulierement de la p76 a p88 par rapport aux MBI (Figure 33).
e. Géolocalisation

Nous avons réalisé une géolocalisation des cas MBNI et MBI (Figure 34) et une
géolocalisation du génotype de la souche de 7. gondii impliquée lorsque celui-ci avait été

déterminé (Figure 35).
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Figure 34 : Géo-localisation des cas de meres ayant eu une séroconversion en
cours de grossesse. MBI (En rouge) et MBNI (En bleu).

La géolocalisation des cas de séroconversion pour la toxoplasmose en cours de grossesse
montre visuellement que la majorité des cas suivis au CHU de Rennes sont localisés
principalement en Bretagne (35, 22 et 56) (Figure 34). Les cas du département 29, sont adressés
au CHU de Brest. Il est a noter que quelques cas de femmes enceintes résidant dans les

départements 50, 53 et 44 ont également été adressés au CHU de Rennes. De maniere
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anecdotique, 2 femmes habitant prét de Lille et 1 cas de femme habitant prét de Paris ont

également été suivies au CHU de Rennes.
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Figure 35 : Géo-localisation des cas de MBI. En rouge : génotype type II, en bleu :
génotype type I VAR W35, en vert : non typé, en jaune : génotype type Il VAR.

Une géolocalisation des génotypes impliqués dans les cas de toxoplasmose congénitale
a également été réalisée (Figure 35) montrant que le génotype II est le génotype retrouvé sur
notre territoire en accord avec les données du CNR (8). Lors du génotypage, deux variants ont
été mis en évidence sur des locus microsatellites (le locus W35 et I’autre n’a pas été déterminé).

Il ne semble pas y avoir de cas groupés associés a un génotype particulier, pouvant faire

suspecter une contamination environnementale commune.

B. Analyse des bébés infectés in utero par Toxoplasma gondii

La cohorte de bébés atteints de toxoplasmose congéntiale est composée de 34 bébés.
Pour neuf bébés de cette cohorte, la comparaison des profils IgG anti-Toxoplasma mere/enfant
n’a pas permis de faire le diagnostic de TC. En effet, les profils sont identiques, le diagnostic a
été réalisé sur la comparaison des profils [gM. En moyenne, les profils des bébés en IgG

different de 3 bandes avec celui de la mere (de 1 a 10 bandes).
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a. ACM

Une ACM a été réalisée sur la cohorte des bébés infectés in utero, soit 25 individus (34
bébés moins les 9 qui ont un profil identique avec leur mere). Nous avons choisi d’analyser les
modalités qui différaient entre la mere et le bébé. Modalités qui ont permis de faire le diagnostic
post-natal sur les WB IgG. Les bandes communes mere/enfant ont été considérées comme non
présentes car non informatives sur la mise en place d’une production de néo-anticorps par
I’enfant infecté.

Nous avons suivi le méme procédé que celui utilisé pour les mamans afin d’interpréter
I’ACM. L’analyse des corrélations pour les variables qualitatives et le cercle des corrélations
pour les variables quantitatives montre que la variable « nombre de bandes » est corrélée aux
axes 1 et 4 et que la variable « trimestre d’infection » est corrélée a 1’axe 6 (Figure 36). Ces

deux variables étaient déja corrélées dans I’ACM sur les mamans.
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Figure 36 : Représentations de I’ACM pour les bébés infectés par 7. gondii. Seules les
bandes différentes entre la mere et son enfant ont été prises en compte. (A) Cercle des
corrélations de la variable N bande pour les dimensions 1 et 2. Représentations des modalités
et des variables supplémentaires selon les dimensions 1 et 2 (B), 3et4 (C)et 1 et 4 (D)

Lorsque les variables sont représentées, une distribution aléatoire est observée, ne
permettant pas de faire d’interprétation de I’ ACM obtenue. Cela peut s’expliquer par I’effectif

réduit ainsi que le nombre réduit de modalités.
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b. Analyse de similarités

A partir des profils IgG obtenus sur Bionumerics, une analyse de similarités basée sur
le nombre de différences observées entre les profils en termes de bandes, a été réalisée. Le
dendrogramme obtenu met en évidence trois groupes de similarités (Figure 37). Un groupe
(encadré du haut) avec un profil a peu de bandes de faible poids moléculaires, un groupe
(encadré du milieu) avec un profil a nombreuses bandes de tout poids moléculaires et un groupe
(encadré du bas) avec un nombre intermédiaire, par rapport aux deux autres groupes, de bandes

de faible et haut poids moléculaire.

Lorsque les variables qualitatives recueillies sont regardées en fonction des groupes
déterminés par I’analyse de similarités, il n’y a pas de variable constante qui ressort, que ce soit
la durée du traitement (représentée en couleur sur le dendrogramme), le trimestre d’infection,

la clinique a la naissance ou le délai de mise sous traitement.



6.5

3.2

47

19

14

438

114

55

1.0

| 20

™20

20

70

Taille des bandes
98 kDa a 16 kDa

Figure 37 : dendrogramme et matrice de similarités basés sur les similarités les profils IgG anti-
Toxoplasma des bébés atteints de toxoplasmose congénitale. La durée du traitement en catégories est
indiquée par des couleurs (rouge : B, vert : C, bleu : NT, jaune : A). A = durée < 4 semaines, B
correspond a une durée comprise entre 4 et 8 semaines, C = durée > 8 semaines
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Conclusion

Dans le cadre de ce travail, nous avons constitué rétrospectivement une cohorte de 215
individus composée de 181 mamans avec une séroconversion pour la toxoplasmose en cours de
grossesse donnant soit naissance a un bébé non infecté, soit naissance a un bébé infecté, et 34
bébés infectés. Cette cohorte a été constituée sur la période 2010-2015. Sur la période d’étude
de ce travail, 54% des femmes se contaminent au cours du premier semestre de grossesse
démontrant I’intérét d’informer les patientes sur les moyens de prévention de cette pathologie

avec un role important du pharmacien d’officine notamment.

Plusieurs données qualitatives (durée du traitement, le trimestre d’infection, la clinique
a la naissance ou le délai de mise sous traitement ...) ont été répertoriées pour chaque individu
de la cohorte, ainsi qu’une variable quantitative (nombre de bandes observées sur le western
blot IgG anti-Toxoplasma). Une analyse multifactorielle de type ACM a été effectuée sur le jeu
de données générées. Cette analyse a permis de mettre en évidence que le nombre de bandes
est significativement corrélé au trimestre d’infection. En effet, plus la maman s’infecte précoce
ment au cours de sa grossesse plus elle met en place une réponse humorale variée ciblant la
majorité des protéines constitutives du parasite. Cette diversité dans la réponse humorale n’est
pas liée a une autre variable étudiée. L’ analyse multifactorielle réalisée n’a pas mis en évidence
de corrélation entre la réponse humorale et le statut du bébé a la naissance confirmant que la

réponse humorale a elle seule n’est pas suffisante pour expliquer une protection du bébé.

A partir de I’étude spécifique et la comparaison des profils d’IgG anti-Toxoplasma
obtenus par analyse des WB a T1, T2 et T3, il est possible d’établir une cinétique d’apparition
des anticorps chez la maman infectée en cours de grossesse. Cette cinétique semble suivre le
cheminement de 7.gondii dans son processus de dissémination. En effet, lorsque 1’on s’intéresse
a la structure du parasite sous sa forme tachyzoite (Figure 38) et plus particulicrement a la
cinétique de secrétion des différents organites du complexe apical, dans les processus
d’attachement, d’invasion puis de multiplication (Figure 39), il est possible d’établir un
parallele avec la cinétique d’apparition des différents anticorps IgG anti-Toxoplasma (Figure

40).

Toxoplasma gondii sous sa forme de dissémination rapide dans 1’organisme contient des
organites de secrétion (Micronemes, Rhoptries et Granules Denses) impliqués dans les

différentes étapes permettant la propagation du parasite a travers tout 1I’organisme (Figure 38).
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La membrane parasitaire est composée de plusieurs antigenes de surface appartenant a la
famille de SAG1. Ces protéines de surface, dont SAGI constitue 1’élément majeur, contribuent
a I’adhésion du parasite a la cellule-hote lors du processus d’invasion (81). Les protéines de
micronemes (MIC), situées au pole apical du parasite, semblent agir en synergie dans le
phénomene d’invasion (82). Les rhoptries (ROP), également situées au pdle apical de chaque
parasite, peuvent fusionner avec la membrane apicale et libérer des protéines impliquées dans
le processus d’invasion de la cellule hote (83). Les protéines des granules denses (GRA)
représentent un groupe de petites protéines (21 a 41 k Da), dont certaines sont essentielles pour
I’établissement de la vacuole parasitophore et la réplication intracellulaire du tachyzoite, cette

vacuole étant le lieu de multiplication du parasite (83).

conoid (labelled along with

rhoptries

apicoplast

endoplasmic
reticulum

Figure 38 : Structure de 7. gondii. Sous sa forme tachyzoite, il contient trois organites de
secrétion de morphologie distincte: les micronemes, les rhoptries et les granules denses. Les
deux premieres sont localisées au pole antérieur alors que les granules denses sont distribuées
tout le long du parasite. Figure issue de (84).

Le processus de dissémination de 7. gondii peut se résumer selon les étapes
suivantes (Figure 39):

(1) Le parasite se lie a la cellule hote via les antigenes de surface (SAG), déclenchant
alors I’exocytose des MICS.

(2) Les MICs reconnaissent ensuite des récepteurs cellulaires permettant la réorientation

du parasite.
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(3) Puis il y a exocytose des rhoptries permettant 1’établissement de la jonction mobile,
a laquelle participent a la fois des protéines de rhoptries et des protéines de micronémes.

(4) Le parasite pénetre dans la cellule-hdte par invagination de la membrane plasmique.

(5) Lorsque le parasite est completement entré dans la vacuole,

(6) celle-ci se referme.

Maturation de la
vacuole
3-Dense Granules

Formation de la vacuole
parasitophore a travers
la jonction mobile
2-Rhoptries

Reconnaissance et
adhésion a la cellule-héte
1- Micronémes

Figure 39 : Représentation schématique des différentes étapes de I’invasion
cellulaire de 7.gondii (A) vert : microneémes, rouge : rhoptries, violet : granules denses
(d’apres (85)).

Les cinétiques d’apparition des anticorps chez les MBNI sont présentées dans la figure
40. Les MBI ne sont pas exploitées car avec une seule MBI au T1, il est difficile de donner une
interprétation au profil IgG obtenu. De plus, les tailles en kDa des protéines détectées ne sont
que des poids moléculaires apparents, il est difficile d’annoncer un antigene donné seulemnt
avec ce poids apparent. Seule la détection par un anticorps monoclonal permettrait d’affirmer

I’identité de I’antigene détecté. Nous resterons donc prudents sur les interprétations.

Les représentations des profils IgG anti-Toxoplasma en fonction du trimestre d’infection
montrent que les anticorps dirigés contre les protéines du bloc 25-38 kDa sont exprimés
précocement et, pour certains, chez la quasi-totalité des patients infectées des T3. Ce bloc
contient principalement des protéines de surface, notamment la SAG1 (30 kDa) qui est décrite
comme hautement immunogene et qui est capable d’induire une réponse humorale et cellulaire
(86) permettant d’expliquer la détection tres précoce des anticorps dirigés contre elle. Presque

100% des patientes expriment les anticorps dirigés contre SAG1. Pour ce bloc 25-38 kDa, il
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semble que les anticorps lorsqu’ils sont produits, sont produits d’emblée. Les anticorps dirigés

contre les p35, p30 et p38 sont produits par quasi 100% des patientes des le début de 1’infection.

Les représentations des profils IgG anti-Toxoplasma en fonction du trimestre d’infection
montrent que les anticorps dirigés contre les protéines du bloc 16-23 kDa suivent une cinétique
d’apparition. En effet, ils ne sont presque pas détectés chez les patientes infectées a T3 alors
qu’ils sont présents chez 50% des patientes infectées a T1. Ce bloc contient principalement des
protéines de micronemes (MIC11, 16 kDa et MICS, 22 kDa, deux protéines décrites comme
immunogenes (87)) et des granules denses (GRAS, 21 kDa et GRA1, 24 kDa, deux protéines
décrites comme immunogenes (88)). Les micronémes étant impliqués dans 1’étape d’invasion
sont exposées secondairement aux SAG au systeme immunitaire. Les granules denses sont
finalement les dernieres protéines parasitaires exposées au systeéme immunitaire expliquant une

détection plus tardive des anticorps correspondants.

Les représentations des profils IgG anti-Toxoplasma en fonction du trimestre d’infection
montrent que les anticorps dirigés contre les protéines du bloc 42-61 kDa suivent pour la
majorité une cinétique d’apparition. Cette fenétre de poids moléculaires inclut des protéines de
micronemes (MIC2AP a 40-43 kDa et MIC1, MIC4 a 60-61 kDa) mais essentiellement des
protéines de rhoptries (poids moléculaires compris entre 52 et 66 kDa) qui interviennent dans
la formation de la vacuole parasitophore (77). Les ROP2, 5 et 16 sont particulierement

immunogenes (89,90).

Les représentations des profils IgG anti-Toxoplasma en fonction du trimestre d’infection
montrent que les anticorps dirigés contre les protéines du bloc 64-98 kDa suivent pour certain
une cinétique d’apparition (p68, p72 et p98) alors que d’autres semblent disparaitre (p93, p88
et p83). Cette fenétre de poids moléculaires inclut des protéines de micronemes (MIC3, 90 kDa
hautement impliqué dans la virulence et MIC8, 70 kDa) et des protéines de rhoptries (ROP1, 2

3 et 38 connues comme étant immunogenes (77)).
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Figure 40 : Représentations des occurrences en % des différentes bandes
détectées sur WB IgG anti-Toxoplasma en fonction du poids moléculaires pour les MBNI
selon le trimestre d’infection (T1=1, T2=2 et T3=3). Quatre catégories de poids ont été
déterminées (A) bloc de protéines 16-23 kDa, (B) bloc de protéines 25-38 kDa, (C) bloc de
protéines 42-61 kDa et (D) bloc de protéines 64-98 kDa

Pour conclure sur le travail réalisé, il sera intéressant d’étudier si cette cinétique
d’apparition est fonction du délai de mise sous traitement et ou de la durée du traitement. De

plus, on peut se demander si certains anticorps disparaissent sous 1’influence du traitement.

Au total, ce travail décrit pour la premiere fois la réponse humorale qualitative de femmes
enceintes infectées en cours de grossesse, avec une analyse en fonction du trimestre d’infection
et du statut d’infection du bébé. A I’évidence, il ouvre des portes sur une analyse plus fine a
I’aide d’outils statistiques plus sophistiqués, permettant de traiter des associations de plusieurs

variables quantitatives.
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Annexe 1 : Caractéristiques biologiques et cliniques des patientes avec une séroconversion pendant la grossesse et ayant donné naissance

en 2010
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Durée traitement

durée traitement

délai mise sous

délai mise sous

Infetion

Statut Totale (SA) catégorie traitement (SA) trait}eme.n t Clinique (Trim) Traitement
catégorie
MBI 8 B 4 D 4-8 Lésions T3 SPIR
MBI 5,5 B 5 D 4-8 Normale T3 SPIR
MBI 8,7 C 1 D<4 Normale T3 SPIR
MBI 6.5 B 1 D<4 Normale T3 PYR/SULF
MBI 8 B 2 D<4 Lésions T3 SPIR
MBI 0 NT_duréettt 0 NT_délaittt Normale T3 NT_ttt
MBI 11,5 C 29 D>8 Normale T3 SPIR
MBI 2,5 A 1 D<4 Normale T3 SPIR
MBNI 22 C 4 D 4-8 Normale T2 SPIR
MBNI 0 NT_duréettt 0 NT_délaittt Normale T1 NT_ttt
MBNI 8 B 2 D<4 Normale T3 SPIR
MBNI ND ND_duréettt ND ND_délaittt Normale T2 ND_ttt
MBNI 12.5 C 2,5 D<4 Normale T2 SPIR
MBNI 29.5 C 4 D 4-8 Normale T1 SPIR
MBNI 15 C 2,5 D<4 Normale T2 SPIR
MBNI 10.2 C 7 D 4-8 Normale T2 SPIR
MBNI 11.5 C 6,5 D 4-8 Normale T2 SPIR
MBNI 7.5 B 9,5 D>8 Normale T2 SPIR
MBNI 28.5 C 12 D>8 Normale T1 SPIR
MBNI 34.3 C 6 D 4-8 Normale T1 SPIR
MBNI 27 C 6 D 4-8 Normale T1 SPIR
MBNI 32 C 7 D 4-8 ND_clin T1 SPIR
MBNI 36 C 1 D<4 Normale T3 PYR/SULF
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MBNI 9 C 1 D<4 Normale T3 SPIR
MBNI 21 C 17 D>8 Normale T1 SPIR
MBNI 23.3 C 4 D 4-8 Normale T1 SPIR
MBNI 24 C 3 D<4 Normale T1 SPIR
MBNI 18.7 C 4 D 4-8 Normale T2 SPIR
MBNI 32.5 C 6 D 4-8 Normale T1 SPIR
MBNI ND ND_duréettt ND ND_délaittt Normale T1 ND_ttt
MBNI 31 C 9 D>8 Normale T1 SPIR
MBNI 28 C 12 D>8 Normale T1 SPIR
MBNI 0.5 A 3,5 D<4 Normale T3 SPIR
MBNI 35 C 5,5 D 4-8 Normale T1 SPIR
MBNI 5 B 0 D<4 Normale T3 PYR/SULF
MBNI 25 C 14 D>8 ND_clin T1 SPIR
MBNI 32 C 2 D<4 Normale T1 SPIR
MBNI 8 B 0,5 D<4 Lésions T3 SPIR

MBI : mere de bébé infecté ; ND, ND_clin , ND_duréettt : non documenté ; SPIR : Spiramycine ; PYR/SULF : Pyriméthamine/Sulfadiazine ; NT et NT_délaittt: Non traité ;
SA : semaine d’aménorrhée ; A : <4 SA; B : 4-8 SA; C :>8 SA; D : délai.
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Annexe 2 : Caractéristiques biologiques et cliniques des patientes avec une séroconversion pendant la grossesse et ayant donné naissance
en 2011

Statut Durée traitement | durée tfaite‘ment dél‘ai mise sous (‘lélai mise sous Clinique Infe.tion Traitement
Totale (SA) catégorie traitement (SA) | traitement catégorie (Trim)

MBI 4 B 1,5 D<4 Normale T3 SPIR
MBI 6,8 B 4 D 4-8 Normale T3 SPIR
MBNI 27 C 9,5 D>8 Normale T1 SPIR
MBNI 31.5 C 2 D<4 Normale T2 SPIR
MBNI 7 B 3,5 D<4 Normale T3 ND_ttt
MBNI 24 C 14 D>8 Normale T1 SPIR
MBNI 26.5 C 7 D 4-8 Normale T1 SPIR
MBNI 29 C 12 D>8 Normale T1 SPIR
MBNI 21 C 9 D>8 Normale T1 SPIR

MBNI 34.5 C 32,5 D>8 Normale T2 PYR/SULF
MBNI 4 B 38 D>8 Normale T1 SPIR
MBNI 19 C 5 D 4-8 Normale T2 SPIR
MBNI 18.5 C 1,5 D<4 Normale T2 SPIR
MBNI 3.5 A 2 D<4 Normale T3 SPIR
MBNI 35 C 4 D 4-8 Normale T1 SPIR
MBNI 25.5 C 14 D>8 Normale T1 SPIR
MBNI 36 C 5 D 4-8 Normale T1 SPIR
MBNI 25.5 C 13 D>8 Normale T1 SPIR
MBNI 24.7 C D<4 Normale T1 SPIR
MBNI 26.7 C 5 D 4-8 Normale T1 SPIR
MBNI 33.8 C D 4-8 Normale T1 SPIR
MBNI 26.5 C 2 D<4 Normale T1 SPIR
MBNI 28 C 12 D>8 Normale T1 SPIR
MBNI 23.7 C 11 D>8 Normale T1 SPIR




86

MBNI 0 NT_duréettt 0 NT_délaittt Normale T1 NT_ttt
MBNI 1.5 A 1 D<4 Normale T3 SPIR
MBNI 30 C 8 D 4-8 Normale T1 SPIR
MBNI 12.5 C 3 D<4 Normale T2 ND_ttt
MBNI 32 C 9 D>8 Normale T1 SPIR
MBNI 33 C 7 D 4-8 Normale T1 SPIR
MBNI 33.5 C 8 D 4-8 Normale T1 SPIR
MBNI 22 C 1,5 D<4 Normale T2 SPIR
MBNI 36.5 C 5 D 4-8 Normale T1 SPIR
MBNI 29.5 C 1 D<4 Normale T1 SPIR

MBI : mere de bébé infecté ; ND, ND_clin , ND_duréettt : non documenté ; SPIR : Spiramycine ; PYR/SULF : Pyriméthamine/Sulfadiazine ; NT et NT_délaittt: Non traité ;
SA : semaine d’aménorrhée ; A : <4 SA; B : 4-8 SA; C :>8 SA; D : délai.
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Annexe 3 : Caractéristiques biologiques et cliniques des patientes avec une séroconversion pendant la grossesse et ayant donné naissance
en 2012

Statut Durée traitement | durée t{'aite.ment dél‘ai mise sous (‘lélai mise sous Clinique Infe.tion Traitement
Totale (SA) catégorie traitement (SA) | traitement catégorie (Trim)

MBI 14 C 1 D<4 Normale T2 SPIR

MBI 8,2 C 1 D<4 Normale T3 SPIR
MBI 2,5 A 4 D 4-8 Normale T3 SPIR
MBNI 33.5 C 7 D 4-8 Normale T1 SPIR
MBNI 13.5 C 11 D>8 Normale T2 SPIR
MBNI 28.5 C 9 D>8 Normale T1 SPIR
MBNI 20 C 4 D 4-8 Normale T2 SPIR
MBNI 0 NT_duréettt 0 NT_délaittt Normale T3 NT_ttt
MBNI 9 C 17 D>8 Normale T1 SPIR
MBNI 18 C 1 D<4 Normale T2 ND_ttt
MBNI 29 C 11,5 D>8 Normale T1 SPIR
MBNI 22 C 9 D>8 Normale T1 SPIR
MBNI 14.5 C 5,5 D 4-8 Normale T2 SPIR
MBNI 30 C 4 D 4-8 Normale T1 SPIR
MBNI 29 C 9 D>8 Normale T1 SPIR
MBNI 0 NT_duréettt 0 NT_délaittt Lésions T3 NT_ttt
MBNI 17.5 C 6 D 4-8 Lésions T2 SPIR
MBNI 13 C 2 D<4 Normale T2 SPIR
MBNI 2.5 A 7 D<4 Normale T3 SPIR
MBNI ND ND_duréettt ND ND_délaittt Normale T1 ND_ttt

MBI : mere de bébé infecté ; ND, ND_clin , ND_duréettt : non documenté ; SPIR : Spiramycine ; PYR/SULF : Pyriméthamine/Sulfadiazine ; NT et NT_délaittt: Non traité ;
SA : semaine d’aménorrhée ; A : <4 SA; B : 4-8 SA; C :>8 SA; D : délai.
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Annexe 4 : Caractéristiques biologiques et cliniques des patientes avec une séroconversion pendant la grossesse et ayant donné naissance
en 2013

Statut Durée traitement | durée t{'aite‘ment dél‘ai mise sous (‘lélai mise sous Clinique Infe.tion Traitement
Totale (SA) catégorie traitement (SA) | traitement catégorie (Trim)
MBI 0 NT_duréettt 0 NT_délaittt Normale T3 NT_ttt
MBI 13,8 C 2 D<4 Lésions T2 SPIR
MBI 0 NT_duréettt 0 NT_délaittt Normale T3 NT_ttt
MBI 13,5 C 5,5 D 4-8 Lésions T2 SPIR
MBNI 20 C 21 D>8 Normale T1 SPIR
MBNI 18.5 C 5 D 4-8 Normale T1 SPIR
MBNI 29 C 8 D 4-8 Normale T1 SPIR
MBNI 12 C 28 D>8 ND_clin T1 SPIR
MBNI 20.5 C 16 D>8 Normale T1 SPIR
MBNI 27.2 C 7,5 D 4-8 Normale T1 SPIR
MBNI 34.5 C 2,5 D<4 Normale T1 SPIR
MBNI 16.2 C 6 D 4-8 Normale T2 SPIR
MBNI 30 C 9,5 D>8 Normale T1 SPIR
MBNI 9.5 C 30 D>8 ND_clin T1 SPIR
MBNI 30.5 C 4 D<4 Normale T2 SPIR
MBNI 25.5 C 13 D>8 Normale T1 SPIR
MBNI 9.5 C 6 D 4-8 Normale T2 PYR/SULF
MBNI 28.5 C 13 D>8 Normale T1 SPIR
MBNI 29 C 1,5 D<4 Normale T1 SPIR
MBNI 25.5 C 13 D>8 Normale T1 SPIR

MBI : mere de bébé infecté ; ND, ND_clin , ND_duréettt : non documenté ; SPIR : Spiramycine ; PYR/SULF : Pyriméthamine/Sulfadiazine ; NT et NT_délaittt: Non traité ;
SA : semaine d’aménorrhée ; A : <4 SA; B : 4-8 SA; C :>8 SA; D : délai.
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Annexe 5 : Caractéristiques biologiques et cliniques des patientes avec une séroconversion pendant la grossesse et ayant donné naissance
en 2014

Statut Durée traitement | durée t{'aite.ment dél‘ai mise sous (‘lélai mise sous Clinique Infe.tion Traitement
Totale (SA) catégorie traitement (SA) | traitement catégorie (Trim)
MBI 0 NT_duréettt 0 NT_délaittt Normale T3 NT_ttt
MBI 19,2 C 1 D<4 Normale T2 SPIR
MBI 11,7 C 2,5 D<4 Normale T2 SPIR
MBI 8 B 1 D<4 Normale T3 SPIR
MBI 12 C 3,5 D<4 Normale T2 SPIR
MBI 5,2 B 3 D<4 Normale T3 SPIR
MBNI 32 C 10 D>8 Normale T1 SPIR
MBNI 15.8 C 3,5 D<4 Normale T2 SPIR
MBNI 15.5 C 6 D 4-8 Normale T2 SPIR
MBNI 30.5 C 9 D>8 Normale T1 SPIR
MBNI 6 B 2 D<4 Normale T3 SPIR
MBNI 0 ND_duréettt 0 ND_délaittt Normale T3 ND_ttt
MBNI 31 C 9 D>8 Normale T1 SPIR
MBNI 19 C 22 D>8 Normale T1 SPIR
MBNI 19.5 C 19 D>8 Normale T1 SPIR
MBNI 15 C 22 D>8 Normale T1 SPIR
MBNI 22.2 C 1,5 D<4 Normale T2 SPIR
MBNI 25.5 C 14 D>8 Normale T1 SPIR
MBNI 16.5 C 2 D<4 Normale T2 SPIR
MBNI 27.7 C 8 D 4-8 Normale T1 SPIR
MBNI 23.2 C 3 D<4 Normale T2 SPIR
MBNI 20.5 C 5 D 4-8 Normale T2 SPIR
MBNI 23 C 17 D>8 Normale T1 SPIR
MBNI 27 C 14 D>8 Normale T1 SPIR
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MBNI 26.5 C 3 D<4 Normale T1 SPIR
MBNI 8 B 1 D<4 Normale T3 SPIR
MBNI 13.5 C 6,5 D 4-8 Normale T2 SPIR
MBNI 20 C 19,5 D>8 Normale T1 SPIR
MBNI 24 C 2 D<4 Normale T1 SPIR
MBNI ND ND_duréettt ND ND_délaittt Normale T1 ND_ttt
MBNI 32 C 6 D 4-8 Normale T1 SPIR
MBNI 0 NT_duréettt 0 NT_délaittt Normale T1 NT_ttt
MBNI 29,5 C 9,5 D>8 Normale T1 SPIR
MBNI 353 C 6 D 4-8 Normale T1 SPIR
MBNI 0 NT_duréettt 0 NT_délaittt Normale T3 NT_ttt
MBNI 32 C 2 D<4 Normale T1 SPIR

MBI : mere de bébé infecté ; ND, ND_clin , ND_duréettt : non documenté ; SPIR : Spiramycine ; PYR/SULF : Pyriméthamine/Sulfadiazine ; NT et NT_délaittt: Non traité ;
SA : semaine d’aménorrhée ; A : <4 SA; B : 4-8 SA; C :>8 SA; D : délai.




Annexe 6 : Caractéristiques biologiques et cliniques des patientes avec une séroconversion pendant la grossesse et ayant donné naissance

en 2015
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Statut Durée traitement | durée tfaite‘ment dél‘ai mise sous (‘lélai mise sous Clinique Infe.tion Traitement
Totale (SA) catégorie traitement (SA) | traitement catégorie (Trim)
MBI 8.2 C 3,5 D<4 Normale T2 SPIR
MBI ND ND_duréettt ND ND_délaittt Normale T3 ND_ttt
MBI 2,5 A 8 D 4-8 Normale T2 SPIR
MBI 14,2 C 2 D<4 Lésions T2 SPIR
MBI 4,5 B 3 D<4 Normale T2 SPIR
MBI 21.5 C 4,5 D 4-8 Normale T1 SPIR
MBI 0 NT_duréettt 0 NT_délaittt Normale T3 NT_ttt
MBI 13 C 2 D<4 Lésions T2 SPIR
MBI 5,2 B 4 D 4-8 Normale T3 SPIR
MBI 14,5 C 2 D<4 Normale T2 SPIR
MBNI ND ND_duréettt ND ND_délaittt ND_clin T1 ND_ttt
MBNI 10 C 31 D>8 Normale T1 SPIR
MBNI 24 C 16 D>8 Normale T1 SPIR
MBNI 22,2 C 18 D>8 Normale T1 SPIR
MBNI 28 C 5 D 4-8 Normale T1 SPIR
MBNI 31 C 6,5 D 4-8 Normale T1 SPIR
MBNI 17 C 3 D<4 Normale T2 SPIR
MBNI 4 B 8 D 4-8 ND_clin T2 PYR/SULF
MBNI 29 C 9 D>8 ND_clin T1 SPIR
MBNI 0 NT_duréettt 0 NT_délaittt ND_clin T1 NT_ttt
MBNI 8.5 C 7,5 D 4-8 ND_clin T2 SPIR
MBNI 17 C 3 D<4 Normale T2 PYR/SULF
MBNI 26.2 C 12 D>8 ND_clin T1 SPIR
MBNI 25 C 16 D>8 Lésions T1 SPIR




92

MBNI 335 C 2 D <4 ND_clin T1 SPIR
MBNI 25 C 16 D>8 Normale T1 SPIR
MBNI 30 C 12 D>8 ND_clin T1 SPIR
MBNI 3 A 0,5 D<4 ND_clin T3 SPIR
MBNI 12 C 2 D <4 ND_clin T2 SPIR
MBNI 19 C 5 D 4-8 Normale T1 SPIR
MBNI 28 C 12 D>8 Normale T1 SPIR
MBNI 29 C 13 D>8 ND_clin T1 SPIR

MBI : mere de bébé infecté ; ND, ND_clin , ND_duréettt : non documenté ; SPIR : Spiramycine ; PYR/SULF : Pyriméthamine/Sulfadiazine ; NT et NT_délaittt: Non traité ;
SA : semaine d’aménorrhée ; A : <4 SA; B : 4-8 SA; C :>8 SA; D : délai.
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Annexe 7 : Codes postaux des patientes des cohortes Méres de bébé infecté (MBI) avec les génotypes
impliqués et Meres de bébé non infecté (MBNI)

A. Cohorte MBI

::s‘::l 35270 | 22100 | 35700 | 56920 | 35500 | 22100 | 22110 | 53120 | 35330 | 35320 | 35133 | 53120 | 35750 | 35500 | 35250 | 35200 | 35270

Génotype | I [ I i [VARE ND | ND [ [ | nvarR| 1l ND | ND I ND
w35

::s‘::l 35390 | 53410 | 53100 | 35400 | 56120 | 35500 | 35000 | 35720 | 35230 | 35135 | 35250 | 56310 | 22140 | 35310 | 50300 | 56120 | 35500

Génotype | I ND I I I ND I ND I ND I I i JuvaR] 1l I ND

B. Cohorte MBNI

35330 | 22600 | 35890 | 35235 | 35830 | 35830 | 35400 | 22130 | 35520 | 35520 | 56920 | 22100 | 35590 | 35220 | 56430

35350 | 35600 | 53150 | 56150 | 35400 | 35000 | 35000 | 22600 | 53100 | 35350 | 22220 | 35590 | 22100 | 35000 | 35690

22380 | 35130 | 35136 | 35400 | 35200 | 22130 | 56910 | 22690 | 35610 | 35370 | 35310 | 56300 | 35430 | 35760 | 22560

35440 | 35230 | 35360 | 53320 | 35000 | 35700 | 22590 | 35200 | 35137 | 35440 | 35200 | 56500 | 22150 | 35190 | 35200

35410 | 35000 | 35000 | 35340 | 35000 | 35000 | 35000 | 35700 | 44460 | 35000 | 56920 | 35320 | 35350 | 22600 | 35120

22100 | 35000 | 22980 | 35210 | 53240 | 22100 | 35450 | 35136 | 53300 | 44630 | 35000 | 53000 | 35520 | 35190 | 35680

35400 | 35310 | 56150 | 35360 | 35220 | 59780 | 35160 | 35400 | 22100 | 35300 | 50160 | 35137 | 22300 | 35260 | 35140

35520 | 35310 | 35470 | 56300 | 35220 | 35390 | 35960 | 22300 | 35137 | 22300 | 35134 | 56500 | 35380 | 35440 | 35132

35130 | 75006 | 35000 | 35830 | 35510 | 29620 | 35135

35390 | 35137 | 35270 | 35000 | 35290 | 35000 | 56480

22300 | 22100 | 35200 | 22300 | 35200 | 56160 | 22700

35000 | 35000 | 35360 | 59350 | 35590 | 35830 | 35150
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DION Sarah - Réponse immunitaire et marqueurs épidémiologiques dans le cadre de la
toxoplasmose congénitale

Résumé francais.

Malgré le programme de prévention de la toxoplasmose congénitale mis en place en France a la
fin des années 1970, il s subsistent encore aujourd’hui des cas sur notre territoire. Sur 'année 2017
environ 150 cas ont été répertories par le centre national de référence pour la toxoplasmose. Ce
chiffre est en diminution depuis quelques années. Les enfants infectés in utero par Toxoplasma
gondii, agent parasitaire responsable de la pathologie, vont présenter des tableaux cliniques
variables allant d’une infection asymptomatique a des malformations cardiaques. Le diagnostic de
cette pathologie repose sur une analyse sérologique par western blot chez le nouveau-né.

Dans le cadre de ce travail, nous avons étudié une cohorte de 215 individus composée de 181
mamans ayant eu une séroconversion pour la toxoplasmose en cours de grossesse et de 34 bébés
avec un diagnostic de toxoplasmose congénitale positif suivis au CHU Pontchaillou Rennes de 2011
a 2015. Pour tous les individus de la cohorte, nous avons extrait des données quantitatives et
qualitatives a partir de données biologiques (date de la séroconversion, profil de la réponse IgG
anti-toxoplasmique en western blot...) et cliniques (présence ou non de lésions chez le bébé a la
naissance). Cet ensemble de données a ensuite été traité par analyse statistique multifactorielle.

Il s'avere que le profil de la réponse immunitaire IgG anti-toxoplasmique en termes de bandes
révélées par western blot est corrélé au trimestre d’infection chez les mamans montrant ainsi un
continuum dans la mise en place de la réponse immunitaire humorale anti-toxoplasmique. Sur la
période d’étude de ce travail, 54% des femmes se contaminent au cours du premier semestre de
grossesse démontrant l'intérét d’informer les patientes sur les moyens de prévention de cette
pathologie avec un réle important du pharmacien d’officine notamment.

Au total, ce travail décrit pour la premiere fois la réponse humorale qualitative de femmes
enceintes infectées en cours de grossesse, avec une analyse en fonction du trimestre d’infection
et du statut d’infection du bébé.
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