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INTRODUCTION




Zooanthroponose cosmopolite, 1la toxoplasmose est une affection
due & la présence et au développement chez 1'homme d'un protozaire

appelé :Toxoplasma gondii.

Cette parasitose réalise habituellement une primo-infestation
bénigne voire méme asymptomatique. Elle ne Pose un probléme médical
que, 1lorsqu'il y a concomitance entre la primo-infestation, c'est &
dire la séroconversion d'une femme et une de ses grossesses. Dans ce
cas, elle peut se compliquer d’'une toxoplasmose congénitale avec pour
conséquences, des foetopathies gravissines.

Cette protozoonose connait un regain d'intérét chez les
malades immunodéprimés : SIDA, affections iatrogénes et congénitales,
tarés ( affections chroniques, maladies métaboliques). Elle réalise
alors une affection opportuniste compliquant considérablement la
maladie primaire par une toxoplasmose invasive souvent mortelle,

Les statistiques métropolitaines ( Francaises) montrent que 50
a4 60% des jeunes femmes en &ge de procréer sont séropositives (14},
protégeant donc leurs futures grossesses gréce aux anticorps
antitoxoplasmes circulants qui 1lysent les parasites lors d'une
infection secondaire.

La littérature rapporte qu'en France, 8 femmes sur 1050
réalisent leur séroconversion au cours de leur grossesse., Parmi ces §
séroconversions , 4 se compliquent d'une toxoplasmose congénitale (15):
d'olt des mésures draconiennes mises en route pour la surveillance ds=
cette population cible. Dans ce pays, la toxoplasmose rentre dans i=
cadre des maladies particuliérement recherchées chez 1la femme en-
ceinte et qui imposent un suivi sérologique obligatoire pendant toute
la grossesse., Elle fait partie de 1'ensemble des affections regroupéce
sous le sigle de TORCH.

Malheureusement aucune mesure similaire n'a été prise dans
notre pays. Des études préliminaires ménées par le Département Ju
Laboratoire d'Epidémiologie des Affections Parasitaires de 1'Ecole
Nationale de Médecine et de Pharmacie ont permis d'évaluer 1z
séroprévalence de la toxoplasmose dans différentes populations (16, 17,
18 ).L'étude effectuée par MAfga et coll (13) a permis de situer le
niveau de la séroprévalence chez les femmes en 8ge de procréer a
Bamako. Cette population c¢ible continue certainement a payer un lourd
tribut a4 la toxoplasmose.




Le suivi systématique des femmes en dge de procréer n'a
commencé qu'en 1985 avec 1'implantation des techniques sérologiques
dépistage de 1l'affection dans le service de
1'I.N.R.S.P.

de
2

séro-immunologie &

Nous nous fixons comme objectifs dans ce travail :
- d'évaluer la séroprévalence de la toxoplasmose acquise

chez les femmes en &ge de procréer fréquentant les
structures sanitaires de Bamako.

— de dépister les cas de toxoplasmose congénitale chez lesg
enfants suspects.

Pour c¢e faire, nous avons employé 2 techniques sérologiques
complémentaires dans le laboratoire de séro-immunologie de
1'I.N.R.S.P : 1l'Immunofluorescence indirecte et 1'agglutination directe
pour la recherche d'anticorps antitoxoplasmes c¢irculants.




l1ERE PARTIE
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1. [~/ISTORIQUE (9)

C'est en 1908 que Nicolle et Manceau découvrirent a Tunis chesz
un rongeur (Cténodactylus gondii) le toxoplasme. Pendant longtemps les
parasitologistes pensaient se trouver devant un protozoaire strictement

animal. Il fallut attendre 1923 pour attribuer un rdle pathogéne &
1'homme.

C'est & Sabin en collaboration avec Feldmann que revient 1le
mérite d'avoir mis au point le "dye-test", premier test sérologique qui
permet un diagnostic trés précoce de la parasitose.

Enfin le cycle biologique complet du toxoplasme n'a é&té élucidé
qu'en 1970 soit plus d'un demi siécle aprés 1la découverte du parasite.

2. AGENT PATHOGENE (1)

C'est un protozoaire : Toxoplasma gondii. Il existe
gsous 3 formes évolutives différentes.

2.1 Une forme végétative ou tronhozolte

Elle a une forme d'arc et mesure 5 a 10 microns de longueur sur
1 & 3 microns de largeur. L'extrémité antérieure plus effilée présente
un appareil de pénétration de structure complexe. Les trophozoftes sont
toujours endocellulaires ; ils se reproduisent par un processuc
particulier de multiplication asexuée, 1'andodyogénie dans laquelle les
2 parasites fils s'individualisent complétement & 1'intérieur de 1
membrane du parasite initial qui éclate pour les libérer. 1les forme
végétatives sont rapidement détruites par 1l'acidité gastrique.

-
=
=




2.2 Une forme kystigque

Sphérique, elle mesure 50 a 200 microns de diamétre; ells
résulte d'une série de multiplications asexuées d'une forme végétative.
Entourés par une membrane épaisse et résistante, les kystes contiennent
plusieurs centaines & plusieurs milliers de formes végétativas
particulieres (bradyzoltes) serrées les unes contre les autres. Les
kystes ne se multiplient pas, ils sont particuliérement abondants dans
les tissus pauvres en anticorps (tissu nerveux et rétine) et ne sont
affectés ni par des températures inférieures i 45°C ni par 1'acidité
gastrique.

2.3 Une forme de développement spécifigque chez le chat:
l'oocyste

Ovolde,l'oocyste mesure 14 microns de longueur sur 9 microns
de large. Il résulte d'une multiplication sexuée d'une forme végétative
chez le chat, 1'héte définitif du parasite.

Aprés maturation, il contient deux sporocystes comprenant
chacun 4 sporozoltes. Kyste et oocyste constituent les formes d=
résistance et de contamination.

3. CYCLE EVOLUTIF (11)

Comme chez tous 1les sporozoaires, il existe 2 modes d=
reproduction : un cycle asexué (ou shizogonique) et un cycle sexué (cu
sporogonique). Le cycle sexué n'a été observé jusqu'ici que chez 1le
chat qui sérait 1'hdte définjitif. Les toxoplasmes ingérés par le chat
au cours de ses repas carnés péneétrent dans les cellules épithéliales
de l'intestin gréle, s'y multiplient sous forme de sporozoites. Lorsque
les cellules éclatent, les éléments libérés parasitent d'autres
cellules épithéliales, ol certains se transforment en gamétocytes miles
ol femmelles; leur conjugaison forme un oocyste qui est &liminé dans
les matiéres fécales du chat.




La sporogonie a lieu dans le milieu extérieur, gquelgues jours
apres l'émission de 1l'oocyste et nécessite un sol humide et la présence
d'air. L'oocyste se segmente en 2 sporocystes qui contiennent ¢
sporozoltes.Ils conservent trés longtemps leur pouvoir infectant. §i
ces sporocystes sont ingérés par des hdtes intermédiaires, treés variés
(homéothermes), 1ils sont susceptibles de multiplication asexuée et d=
survie enkystée trés longue dans les tissus de cet héte intermédiaire
dans l'attente d'é&tre A nouveau ingérés par un chat.

L'on reconnait 2 voies de contamination pour 1'homme:
- La voie digestive
soit a partir d'aliments souillés par la terre contenant

des oocystes repandus par le chat.

soit par ingestion de viande de boucherie insuffisamment
cuite contenant des kystes.

- La contamination par voie transplacentaire
elle est A 1l'origine de la toxoplasmose congénitale.
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4. CLINIQUE  (9)

Elle se présente sous 2 aspects selon que la toxoplasmose est
acquise ou congénitale.

4.1 Toxoplasmose acquise

C'est toute infestation en dehors de l'utérus maternel.
Il existe essentiellement 3 formes:

4.1.1 Toxoplasmose acquise bénigne
Elle peut réaliser :

- Un syndrome mononucléosique avec une fiévre discraéte.
-~ Une polyadénopathie non fébrile.

Ces adénopathies siégent le plus souvent au niveau occipital.
Elles sont indolores, et ne suppurent jamais.

- Les formes inapparentes.

Elles constituent 1'immense majorité des cas et leur fréquence
est bien difficile A apprécier. Elles ne se révélent que par 1=
positivité des réactions sérologiques.

4.1.2 Toxoplasmose acquise oculaire

Elle résulte de la localisation intra-oculaire des kystes
toxoplasnmiques. Ces localisations sont graves car elles sont
&volutives. En effet, le toxoplasme s'enkyste électivement dans la
rétine. Les Xkystes peuvent y persister pendant des années sans
entrainer de troubles jusqu‘'au moment ol leur paroi vient & s'altérer
ou & se rompre. L'antigéne parasitaire est alors libéré et provogqgue unw
vive réaction allergique, locale, ocedomateuse et nécrotique pouvant

compromettre la vue.




4.1.3 Toxoplasmose acquise grave

Elle est exceptionnelle et ne se rencontre guére que chez les
sujets immunodéprimés.

Le tableau clinigque est celui d'une infection grave avec:

- altération profonde de 1l'état général

forte fiévre

atteintes pluriviscérales: pulmonaire, hépatique et
cardiovasculaire.
Sans traitement l'issue de cette forme est fatale.

4.2 Toxoplasmose congénitale

Elle est consécutive & une primo-infestation 1lors d'une
grossesse par passage du toxoplasme & travers le placenta. De plus
1'envahissement de 1'organisme de l'enfant ne peut se produire que
pendant la phase primaire septicémique de la toxoplasmose.

La gravité des atteintes est variable selon la date de
contamination de l'enfant, d'ol 1'intér&t de situer la date
approximative de la contamination de la femme en grossesse. .

Si 1le passage transplacentaire est trés précoce, c¢'est a dire
se produit au cours du premier ou du second trimestre de la gestation,
deux possibilités se présentent:

~ Avortement ou naissance d'un mort-né
- Naissance d'un enfant présentant déja des manifestations

graves : (Hydrocéphalie, calcifications intra-cérébrales,
troubles psychomoteurs, choriorétinite, microphtalmie).

Si 1le passage se fait & la fin de la grossesge, durant le
dernier trimestre, 1l'enfant peut naitre apparemment sain et les
symptOmes de la toxoplasmose en particulier la choriorétinite
pigmentaire n'apparaftra que dans les mois ou les années qui suivent.



5. LE DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE (4, 7, 8, 10, 14 ).

Le diagnostic biologique repose d'une part sur 1la nise en
&vidence du parasite, d'autre part sur les méthodes immunologigues.

5.1 Mise en évidence du parasite

Elle est rarement demandée mais garde ses indications <dans
certains cas :

- confirmation d'une toxoplasmose congénitale par inoculation
a la souris de produits biologiques

- dans le cadre de la recherche post-moxrtem (recherche de

kystes toxoplasmigques sur les coupes cérébrales effectuées
sur des cadavres morts de SIDA}.

5.1.1 Produits biologigues utilisés
~ Sang du cordon, sand du nouveau-né
- Broyat de placenta

- Frottis de ganglions, de macrophages, etc...

5.1.2 Traitement de ces produits

a) Examen direct

La mise en évidence dug parasites & 1'examen direct des
prélévements est exceptionnelle, ils sont en petit nombre et sont
difficilement identifiables.

b) Examen apreés coloration

Les trophozoftes sont trés bien colorés par le May-Grinwald-
Giemsa. Le noyau se colore en rouge alors que le c¢ytoplasme prend une
teinte bleue.




¢) Isolement du parasite par inoculation 4 la souris

L'inoculation & 1l'animal est un procédé trés sensible qui peut
mettre le parasite en évidence 14 ol la recherche microscopique est
vaine. L'animal de choix est la souris blanche, parce que l'infection
spontanée de cette espéce est exceptionnelle.

L'inoculation a la souris se fait par voie intra~péritonéale.
L'on emploie un broyat ganglionnaire ou placentaire. Le résultat peut
se traduire par l'apparition d'un exsudat péritonéal, ol 1l'on pourrait
trouver des trophozoltes. L'on peut sacrifier la souris, faire un test
sérologique pour 1la recherche d'anticorps circulants ou préléver Iie
cerveau de la souris, faire des empreintes a colorer au May-Grinwald,
Giemsa pour la recherche de kystes.

5.2 Les modifications séro-hématologiques

Elles sont mineures. Seul le syndrome mononucléosique
biclogique a une valeur d'orientation. Il s'agit d4'une mononucléose a
cellules hyperbasophiles, mais la réaction de Paul et Bunnell est
négative. Bien qu'il s'agisse d'une protozoose une éosinophilie modérés
et transitoire est possible.

5.3 Le diagnostic immunologigue

En matiére de diagnostic séro-immunclogique, 1la toxoplasmose
est la premiére bénéficiaire des nouvelles données immunclogiques. la
difficulté du diagnostic¢ parasitologique et 1la discrétion ass
modifications séro-hématologiques conférent un poids au diagnostic
immunologique.

5.3.1. Les antigénes

Le toxoplasme est un organisme cellulaire complexe associant un
grand nombre de molécules antigéniques dont les antigénes de membrane
sont les plus faciles & identifier. Leur libération dans 1'organisne
parasité suscite 1'élaboration d4'anticorps gpécifiques. Deux types
d'antigénes sont utilisés:

- Les antigénes figurés

I1ls sont constitués de parasites entiers, vivants ou non,.
ou de fragments parasitaires.

- Les antigénes solubles

Ils sont extraits des corps parasitaires ou constitués
de produits excrétés par les toxoplasmes vivants.




5.3.2. Cinétigque des anticorps au gours de la primo-
infestation
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Figure 2 : Evolution des immunoglobulines IgG et IgM
antitoxoplasmes.

IgM (a) Evolution moyenne
IgM (b) Evolution prolongée
IgM (c) Evolution abrégée.

Schématiquement, c'est celle observée dans toute infection
apparition rapide une & deux semaines aprés l'infection des IgM, qui
atteignent en 3 & 4 semaines, leur maximum pour baisser rapidement et
disparaftre en quelques mois. L'apparition des IgG est un peu plus
tardive, le maximum aussi, la décroissance plus lente, si bien gque des
taux assez &levés peuvent s'observer apres 1 ou 2 ans.

En régle générale, les IgG persistent 4 un taux faible toute la
vie. L'évolution des IgM peut é&tre plus rapide (courbe ¢) ou plus lente
(courbe b) selon les individus et 1'importance de l1l'infestation.

. %5.3.3 Les Technigques

Les méthodes de sérodiagnostic sont classées en 2 groupes pour
permettre l'exploration de 2 classes d'immunoglobulines: les IgG et les
TgM.

- Les IgG, parce que la présence d'anticorps spécifiques d=
cette classe est toujours liée & une infection toxoplasmique, ancienne
ou actuelle ( exception faite des anticorps passifs). Leur persistance
en fait de bons témoins d'une prémunition. '




- Les IgM, en dépit des possibilités de réactions non
spécifiques (anticorps naturels, facteurs rhumatoldes) sont
recherchées, parce que leur présence est contemporaine des infections
récentes, parce qu'elle est généralement transitoire. Des anticorps de
cette classe sont donc un bon argument pour le diagnostic d'une
infection en évolution.

Afin de faciliter leur compréhension par le médecin praticien,
i1 est souhaitable que les résultats soient traduits clairement:

- présence ou absence d'anticorps IgG

- présence ou absence d'anticorps IgM.

A./ Méthodes permettant la détection des anticorps IgG
antitoxoplagmes.

a) Le" dye-test" ou test de lyse de SABIN et Feldmann

C'est 1la technique de référence. Elle utilise comme antigéne
des toxoplasmes vivants, obtenus au laboratoire sur ascite de souris.
Ceux-ci mis en présence d'anticorps (serum de sujet parasité) et d'un
facteur accessoire (serum humain seronégatif non décomplémenté)
détermine un conflit immunologique au niveau des membranes parasitaires
et la mort des toxoplasmes. Cette destruction peut &tre mise en
évidence par une coloration vitale "dye-test": les toxoplasmes tués ne
peuvent prendre e bleu de méthyléne et restent incolores, ce qui
correspond & une réaction positive; s'ils prennent cette coloration, 1l¢
serum étudié ne contient pas d'anticorps et la réaction est négative.
La lyse des parasites peut aussi &tre révélée par la non refringence de
leurs membranes au microscope 4 contraste de phase, sans coloration
(Desmont) . Les résultats peuvent étre traduits en unités
internationales & partir d'un serun étalon. Dans ce cas, l'on considére
qu'un serum contenant moins de 2 Ul/ml est négatif.

Cette réaction quantitative de référence est reservée a des
laboratoires spécialises.




b) Immunofluorescence indirecte

La réaction utilise une suspension de toxoplasmes obtenue au
laboratoire, formolée et étalée sur lame. :

Aprés contact avec le serum étudié, une solution d'antiglobulines
humaines conjuguées A la fluoresceine permet en lumiére bleu-violetts
de révéler 1la fixation des anticorps spécifiques sur 1les membranes
parasitaires, sous 1l'aspect d'un liséré vert.

Des contre-colorations sont utilisées pour accentuer le contraste. Le
titre est donné par la dilution extréme révélant une fluorescence
limite. Cette méthode permet également d'évaluer les résultats en Ul i
partir 4'un serum étalon.

Dans les conditions habituelles, le seuil de positivité est de 7 UI/ml.

¢) Agglutination directe d'une suspension de toxoplasmeg

I1 s'agit d'une trés bonne méthode dans la détection des IgG
antitoxoplasmes. Ce test consiste & mettre en présence, des suspensions
trés riches en toxoplasmes et diverses dilutions des serums a étudier.
La réaction est conduite en plaque de microtitration a fonds ronds.
Les titrages sont réalisés pour chaque serum aprés traitement par le 2
mercapto éthanol qui détruit les anticorps IgM, en particulier les Igil
non spécifiques responsables de fausses agglutinations.

Le titre du serum correspond & la plus forte dilution donnant
une réaction encore positive. Dans les conditions habituelles, le seuil
de positivité du test est de 1/32 pour les sérums traités par le 2 ME.

Pour l'agglutination directe, une importante amélioration a été&
recemment proposée avec l'emploi de toxoplasmes sensibilisés, ce qui
accroit notablement la sensibilité de la méthode (Toxo~Screen).

d) Hémagglutination indirecte

Ce test consiste & mettre en présence, diverses dilutions des
serums &tudiés et des hématies jouant le réle de particules inertes &
la surface desquelles, ont été fixés des antigénes parasitaires
solubles. La réaction est pratiquée en plaque de microtitration & fonds
ronds. Les titrages sont réalisés pour chaque serum aprés traitement
par le 2ME. Dans les conditions habituelles, le seuil de positivite du
test est de 1/32 pour les sérums traités par le 2 ME.
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e) ELISA

C'est une teoc hnique dans laquelle la présence des anticorps
spécifiques est révélée par 1l'emploi d'antiglobulines conjuguées. Le
test est réalisé avec des antigénes solubles qui sont directement fixés
par adsorption sur un support (alvéoles de plaques de microtitration).
Les antiglobulines sont marquées par couplage avec des enzymes
(phosphatase alcaline , péroxydase) qui sont détectables a des
concentrations infimes. La quantité d'anticorps antitoxoplasmes est
proportionnelle a2 la quantité d'enzyme fixée sur le complexe.,
L'utilisation d'un substrat et d'un chromogéne entrafine la destruction
de l'enzyme fixé. L'intensité de la coloration issue de cette réaction
est proportionnelle au taux d'anticorps antitoxoplasmes dans le serum
analysé. La réaction est lue & 1'ceil nu ou au spectrophotométre.

B./ Méthodes permettant la détection des IgM antitoxoplasmes
a) Test de Remington

Cette .réaction est utilisée suivant les modalités classiques de
1'IFI, mais en employant un conjugué fluorescent antiIgM. La positivité
se traduit par une fluorescence, d'ol la difficulté de lecture pour le
technicien non expérimenté. La présence dans les serums étudiés d'Igk
non spécifiques du toxoplasme peut donner des réactions faussement
positives: anticorps antinucléaires et surtout facteurs rhumatoldes.

b) Dosage des IgM par test d'agglutination directe
ou d'hémagglutination indirecte: titrage avant

et apres action du 2 ME.

La réaction d'agglutination directe ou 1la méthode
d'hémagglutination indirecte est effectuée exactement dans les
conditions indiquées précédemment. Les serums étudiés sont repartis
sous 2 volumes équivalents dont 1'un est traité par le 2 ME, de facon a
en €liminer les IgM. ‘

Les serums traités et non traités par le 2 ME sont
parallélement dilués et titrés au cours de la méme série de réactions.
La présence d'IgM spécifiques correspond 3 une diminution des titres
aprés action du 2 ME. Pour &tre significative cette variation doit
porter au moins sur 2 dégrés de la gamme de dilution. Cette méthode est
simple, mais quelquefois l'interprétation des résultats est difficile
lorsque les titres, avant 2 ME ne sont que modérement é&lévés.




C./ Méthode 4'Immunocapture

Test ISAGA

Il s'agit de la méthode de diagnostic la plus recente.

Des antiglobulines humaines antiIgG ou antiIgM sont fixées dans le fond
des cupules de microtitration. Elles capturent toutes les
immunoglobulines humaines du serum du malade a étudier de 1la classe
considérée. Par exemple, les IgM du malade pour l'antiIgM. Le lavage
&limine 1les immunoglobulines des autres clasgses. L'on introduit alors
les toxoplasmes. Si des IgM spécifiques ont été capturées, on a alors
une réaction positive qui se traduit par un voile, au contraire une
réaction négative se traduit par un bouton.
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1. Serums étudiés

Notre travail a porté sur 592 serums. Les sangs sont prélevés
chez des femmes en 8ge de procréer et chez des enfants suspects de
toxoplasmose congénitale qui sont envoyés par les structures sanitaires
de Bamako.

La population étudiée n'a pas &té choisie selon une méthode
d'échantillonnage.

Les prélévements de sang ont &té effectués d'Octobre 1987 &
Octobre 1988. Dans la plupart des cas, le sang a été prélevé dans le
laboratoire de 1'I.N.R.S.P de Bamako par ponction veineuse sur tube
sec. Aprés rétraction du caillot, puis centrifugation, les seruns sont
recueillis et conservés sous forme congélée Jjusqu'au moment de
1'emploi.

Les serums se repartissent de la facon suivante:

- 21 serums d'enfants dont 12 gargons et 9 filles
(1imites d'Age 5 jours & 12 ans).

- 571 serums de femmes
(limites d'age 15 ans & 52 ans, 8ge moyen 25, 40 ans)

TABLEAU N° 1 : Répartition des serums en fonction de leur provenance
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2. MATERIEL EMPLOYE

2.1 Pour le Toxo-Screen

A./ MATERIEL TECHNIQUE

Plaques de microtitration a fonds ronds M 220 24 A

Agitateur de type Kline

i

Feuilles autocollantes

|

Tubes pour hemolyse

Micropipettes de précision.

B./ REACTIFS

PRS: tampon de dilution ( ph 7,2 )

i

Diluant : tampon BABS (ph 8,95 )

- Antigéne : suspension de toxoplasmes formolés obtenue a
partir du liquide d'ascite de souris

- 2 Mercapto éthanol

- Serum de contrdle positif: poudre lyophilisée A
reprendre avec 1 ml d'eau distillée

- Serum de contr8le négatif: poudre lyophilisée &
reprendre avec 1 ml d'eau distillée

2.2 Pour 1'IFI

A./ MATERIEL TECHNIQUE
- Lames pour IFT (Réf. 302 T 12 Pm )
- Lamelles couvre-objet de 24 x 60 mm
~ Tubes pour hemolyse

- Microscope a fluorescence en lumiére ultraviolette
Marque LEITZ (LABORLUX 12 )

-~ Chambre humide

- Micropipettes de précision.




B./ REACTIFS

- Antigéne : suspension lyophilisée de toxoplasmes formolés,
obtenue a partir du liquide d'ascite de souris.
Les toxoplasmes sont déposés sur lames. Celles-~ci séchées
sous ventilateur peuvent 8tre conservées pendant des mois
4 moins 20°C

- PBS : tampon de dilution

- Contre~colorant : bleu d4'Evans

~ Conjugués: antiglobulines humaines marquées & 1'isothiocyanate
de fluoresceine

- Serum témoin positif
- Serum témoin négatif

- Glycérine tamponnée

3./ TECHNIQUES SEROLOGIQUES UTILISEES
Pour l'analyse des serums, nous avons utilisé deux techniques:
- Le (Toxo-Screen) pour le screening des serums

- L'immunofluorescence indirectecomme test de confirmation

3.1 Test Q'ggglgtinatiog directe : le Toxo—-Screen
Il permet le dosage des IgG antitoxoplasmes.
a) Principe

Des toxoplasmes formolés sont agglutinés lorsqu'ils sont mis en
présence de dilutions de serums contenant des anticorps spécifiques.
L'emploi d'un tampon de dilution au 2 ME permet d'éliminer les IgM. Une
réaction positive est spécifique des IgG antitoxoplasmes dont le titre
est donné en inverse de dilution.




b) Mode opératoire

La réaction est conduite dans des plaques de microtitration.

- Diluer dans les tubes, les serums a tester ainsi que les
serums de contréle au 1/20 et au 1/2000

- Répartir 25 ul de chaque dilution du serum dans les 2 cupules
pPrévues :

- Distribuer ensuite 25 ul de 2 ME dans chaque cupule, ce qui
dilue les serums au 1/40 et au 1/4000

- Dans toutes les cupules, distribuer 50 ul de la suspensicn
' d'antigéne diluée au 1/5 dans le BABS

- Recouvrir la plagque avec une feuille autocollante
transparente

- Agiter mécaniquement pendant 2 minutes sur Kline

-~ Incuber pendant 6 & 18 heures a la température du
laboratoire, & l'abri de la dessication et des vibrations.

¢) Lecture

Elle est faite en placant la plaque sur une surface blanche,
puis a apprécier 1'aspect des toxoplasmes.

La réaction est positive lorsque les toxoplasmes s'agglutinent
sous forme de voile tapissant environ la moitié du fond de la cupuls,
pouvant &tre partiellement rétracté en bordure sous 1'aspect d'un
anneau trés irrégulier.

Au contraire, une réaction négative se traduit par uane
sédimentation des toxoplasmes en bouton .

d) Interprétation

Réaction négative au 1/40 et au 1/4000

Dans ce cas, le serum est soit dépourvu d'anticorps IgG, soit
contient des anticorps A un titre indétectable par la technique

Réaction positive_é par;ir @qml/4q

Le serum contient des anticorps IgG.




3.2 Immunofluorescence indirecte

3.2.1 Dosage des IdgG
a) Brincipe

I1 consiste en une réaction antigéne~ anticorps entre les
toxoplasmes et les anticorps contenus dans les serums préalablement
dilués & différents titres. Les antigénes déposés sur les lames sont
mis en contact avec le serum & étudier. Aprés incubation, les lames
sont lavées pour éliminer les anticorps non spécifiques. Les anticorps
spécifiques sont révelés par des globulines antilgG humaines conjuguées
4 1'isothiocyanate de fluoresceine. Le test est lu au microscope a
luniére ultraviolette.

b) Mode opératoire
Sortir les lames, sécher sous ventilateur
= Dilution des serums

Les serums sont dilués au 1/25, 1/250 et 1/1000 dans le tampon
PBS

- Distribuer une goutte de chaque dilution dans les cercles de
la lame (3 cercles pour chague serum)

- Incuber pendant 30 minutes en chambre humide & 37°C

- Egoutter, laver les lames dans le PBS
{ 2 bains successifs de 5 minutes chacun)

- Sécher les lames

- Répartir dans chaque cercle, une goutte de conjugué dilué au
1/99 dans du bleu 4'Evans

- Incuber pendant 30 minutes & 37°C

- Egoutter les lames , laver 2 fois : un premier lavage dans
le PBS pendant 10 minutes, puis un second dans l'eau physio-
logique pendant la méme durée

- Sécher, déposer sur chague cercle une goutte de glycérine
tamponnée, puis recouvrir d'une lamelle

-~ Les témoins positif et négatif sont traités en paralléle.




¢) Lecture

Réaction positive

Fluorescence verte périphérique ou selon l'intensité pouvant
atteindre toute la surface du toxoplasme.

Réaction négative
Pas de fluorescence (toxoplasme rouge sombre).

d} Interprétation

Réaction négative au 1/23

Le serum est soit dépourvu d'anticorps IgG, soit contient des
anticorps 4 un titre indétectable par la technique

Réaggion positive a partir du 1/25

Le serum contient des anticorps IgG

3.2.2 Dosage des IgM: Test de Remington

a) Principe

Les anticorps IgM spécifiques présents dans le serum sont mis
en contact avec une suspension de toxoplasmes fixée sur lame. L'emplc’
d'une globuline antiIgM humaine marquée & la fluoresceine va rendre
fluorescent le complexe antigéne—anticorps. La lecture est faite au
microscope a lumiére ultraviolette.

b) Mode opératoire

Les serums sont dilués au 1/2% dans le PBS.

La réaction est conduite selon le méme protocole défini
pour le dépistage des IgG. Mais le conjugué utilisé est une
globuline antiIgM (dilution d'emploi 1/200 dans du bleu
d'Evans) .




¢) Lecture

Le mode de lecture est semblable a celuil employé pour le
dépistage des IgG.

d) Interprétation

Les résultats du test de Remington sont exprimés en réaction
positive ou négative au 1/25.

3.2.3 Interprétation des résultats gg‘l'IFI
Réaction positive | |

- IgG positive au 1/25 et IgM positive : toxoplasmose tres
recente (phase aigu® de la primo-infection)

- IgG positive au 1/250 et IgM positive : toxoplasmose récente
et évolutive de moins de 3 mois

- IgG>» 1/1000 et IgM positive : toxoplasmose évolutive au cours
du 3 éme mois

- IgG positive au 1/25 et IgM négative : anticorps résiduels
(sujet immunisé)

- IgG> 1/250 et IgM négative: toxoplasmose ancienne de plus oo
3 mois

Réaction négative

- IgG négative au 1/25 : sujet non immunisé
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Plusieurs observations se dégagent de nos résultats:

- La séroprévalence de la toxoplasmose chez les femmes en &gc
de procréer a Bamako est relativement faible (22,72%). Ce faible taux
présente un intérét épidemiologique, eu égard au fait que les femmes
séronégatives ( non immunisées) prédisposent leurs enfants a une
toxoplasmose congénitale lors d'une primo-infection concomitante d'une
grossesse surtout pendant les 2 premiers trimestres de la conception.

- La séroconversion s'opére surtout dans la tranche d'fge de 11
4 40 ans, ce qui diminue les chances de ces futures méres d'8trs
immunisées avant la période de conception; perdant de ce fait la
possibilité de protéger gréce aux anticorps maternels antitoxoplasmes,
leur progéniture d'une toxoplasmose congénitale dont les risques de
foetopathies gravissimes sont connus.

- L'existence d'une correlation entre les antécédents
d'avortements trés nombreux dans la tranche d'ége cible et ila
séropositivité nous conduit a penser que la toxoplasmose acquise de la
mére au cours de la grossesse serait 1'une des causes de ces avorterments.

Cette hypothése est étayée par le fait que prés de 48% dss
femmes séropositives sont porteuses d'anticorps IgM, traduisant ainsi
des séroconversions récentes, dangereuses chez une femme en grossesse.

- Les services compétents des structures de santé de l=z
~apitale prennent de plus en plus conscience de l'interét que présente
la recherche d'anticorps antitoxoplasmes chez les femmes pendant I=a
grossesse, et du suivi des séronégatives pendant les dites grossesser,
afin de pouvoir intervenir & temps par un traitement approprié en ca~
de séroconversion contemporaine & une conception.

Le détail de toutes ces informations se trouve consigné sur
les tableaux des résultats numérotés de 2 a 9.




Tableau N°2: Répartition des serums positifs et négatifs en
fonction de leur provenance.
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Le faible effectif théoréque de 4 cases ne germet ras
l1'utilisation correcte du test de X . Mais le calcul du X corrigé de
vYates ( X¥ = 2 , ddl=6, PI= 0,9 ) montre qu'il n'existe pas de
différence statistiquement significative entre la séropositivitée et noz
différents centres de recrutements.

Nous avons une plus grande représentativité de la populatior
hospitalieére (63,13 %).Certains centres comme 1'I0TA (0,34%) ,1'INRSY
(2,78 %) et les PMI (3,82 %) sont sous — représentés.




Tableau N°3: Séroprévalence de la toxoplasmose en fonction du sexe.
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( Sexe tNombre de :Nombre de 1 Total : %

{ rserums rserums : :

{ :positifs inégatifs : H

(wmmerm e P ————— e ———— P P —————
{ Masculin : 2 : 10 : 12 : 16,66

( _____________________________________________________________________
({ Féminin : 130 : 450 : 580 : 22,41

( ______________________________________________________________________
{ Total : 132 : 460 : 592 : 22,29

Le test de Fisher montre qu'il n'existe pas de différence
statistiquement significative entre les 2 sexes quant a
la séropositivité ( probabilité exacte de Fisher = 1 ).




Tableau N°4 : Séroprévalence de la toxoplasmose en fonction

de 1'8ge de 1l'ensemble de la population étudiée.

._—._.4-—_-.—-—--_--.---_---—...-__--——-—.-_-.—_.—....-.-—.—-u.—m-_-—--.——-..—..—-.---—--_—-—.——-.—-——_—-—.—.——-.——.——-—.—..—-H

(Tranche 4'&ge :Nombre de :Nombre de : Total : % )
( ;serums tserums : : )
( tpositifs :négatifs : : ?
o T T T T T e )
e T T T e T e 19 j
e T T T s+ as1 i 2072 j
e T T T T e+ 1z i s %
e T T T T T T e :
T T Tasa+ ses i 22,60 :

Le test de XL montre gu'il existe une liaison statistiquement
sig&ificative entre 1'4ge et la séropositiviteé
{ ¥ = 15,46, ddl = 4, PI = 0,0038 ).

C'est ainsi que le taux de séropositivité est plus éléve dans
1a tranche d'8ge de 31 & 40 ans (33,88 %), viennent ensuite
les tranches d'&ge de 21 a 30 ans (20,72 %), de 11 a

20 ans (19,76 %) et les 2 extrémes de 0 4 10 ans et plus de
40 ans ( seulement 2 cas donc d'interprétation difficile).




Tableau N° 5: Séroprévalence de la toxoplasmose en fonction
de 1'dge chez les femmes.
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{Tranche d4'8fge :Nombre de :Nombre de : Total : % %
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(0~ 10 ams s o TR e e T )
T
1 Tro mme T T e T e e
N
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La répartition de la séropositivité en fonction de 1'&ge
dans notre population de femmes montre qu'il existe une
liaison statistiquementasignificative entre cette variable
et la séropositivité (X = 13,46, 44l = 4, PI = 0,009).

Nous remarguons que la séroprévalence est plus élévée dans
la tranche d'age de 31 & 40 ans (33,88 %), viennent ensuite
les tranches d'fge de 21 & 30 ans (20,72 % ), de 11 a

20 ans (17,85 %) et les 2 extrémes de 0 4 10 ans et plus de
40 ans (seulement 2 cas donc d'interprétation difficile).

Dans notre échantillon de femmes, la séroconversion commence
aprés 10 ans.




Tableau N° 6: Séroprévalence de la toxoplasmose en
fonction de 1l'age chez les hommes
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Vu le faible effectif de notre population masculine, aucune
analyse statistique ne peut &tre réalisée. Il faut noter
cependant que la séroconversion commence ici aussi a partir
de 10 ans. '




Tableau N°7: Séroprévalence de la toxoplasmose en fonction de

la parité.
Parité :Nombre de : Nombre de : Total O
1serums 1gerums : :
:positifs tnégatifs : :
Nullipare : 0 : 4 : 4 : 0
Primipare : 17 : 67 : 84 : 20,23
Multipare : 110 : 352 462 : 23,80
TOTAL : 127 423 : K50 i 23,09
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L'analyse de ce tableau par le test de XL ne met pas en
évidence l'existence d'une liaison statistiquement signi-
ficative entre la parité et la séroconversion.

(X¥ =1,7 , dadl = 2, PI = 0,42 ).




Tableau N° 8: Séroprévalence de la toxoplasmose en fonction
des antécédents d'avortements.

(T T T T e e e e
(Antécédents :Nombre de : Nombre de : Total : %
d'avortements. rserums : serums : :

( :positifs : négatifs : :

( ___________________________________________________________________
( 0 : 27 : 162 : 189 : 14,28

( ___________________________________________________________________
( 13 2 : 56 129 : 185 : 30,27

( ___________________________________________________________________
{ Plus de 2 : 13 61 : 74 : 17,56

( ___________________________________________________________________
{ TOTAL : 96 : 352 : 448 : 21,42

L'analyse de ce tableau par le test de szontre gu'il existe uns=

liaison statistiquement significative entre le nombre

d'avortements et la séroconversion (X$= 14,97, d4d1=2,PI=0,0005) .

C'est ainsi que dans notre échantillon, nous avens un taux de
séroconversion de (30,27 %) chez les femmes ayant fait 1 & 2
avortements, viennent ensuite, celles ayant fait plus de 2
avortements (17,56 %) et les femmes sans antécédents de cette
nature (14,28 %)




Tableau N°9: Répartition des serums positifs en fonction de
leur titre en anticorps.
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Titre de dilution : Classe des anticorps i
o w6 o 1M )

‘Serum positif au 1/25 1 17 . 6a )
‘Serum positif au 1/250 ¢ 15 1 o §
“Serum positif aw 171000 : o 1 o )
Ctotan . 132 6a )

Sur 592 serums examinés, 132 soit, 22,29 % avaient des
anticorps antitoxoplasmes circulants :

- 117 soit 88,63 % avaient des IgG au 1/25

- 15 soit 11,36 % avaient des IgG au 1/250

Aucun serum ne s'est revélé positif au 1/1000

Sur les 132 sérums positifs, 64 soit, 48,48 % étaient porteurs
d'anticorps IgM témoins d'une infection récente. Parmi ces

64 serums, 57 étaient positifs au 1/25 en IgG (dont 2 garcons
dgés de 10 et 12 ans) et 7 étaient positifs au 1/250 en IgG.
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DISCUSSION




Les résultats de notre travail ont permis d'évaluer
séroprévalence de la toxoplasmose chez les femmes en dge de procréer °
Bamako. Avec une prévalence de 22,72 % , la toxoplasmose constitue i
réel probléme de santé publique dans cette tranche d'dge de 1la
population féminine de la capitale.

L'analyse de la séroprévalence en fonction du sexe ne met pas
en évidence, l'existence d'une liaison statistiquement significative.
Nos résultats concordent avec ceux de Maiga et coll (13). Ces auteurs
travaillant en 1984 sur 141 serums collectés & Bamako et Baguinéda ont
trouvé, qu'il n'y avait pas de différence statistiquement significativs
entre les 2 sexes. Ils ont utilisé comme techniques sérologiques le
"dye-test" et le test de Remington.

Le méme resultat a été retrouvé en milieu urbain par Tounkara et coll
(18) en 1978, en travaillant sur 1664 serums analysés conjointement psax
1'IFI et 1'agglutination directe des toxoplasmes avant et apres
traitement du serum par 2 ME. Ces auteurs concluent qu'a 16 ans et au
dela, le pourcentage de positivité est 1dent1que dans les 2 sexes (taux
de positivité autour de 65 %).

Nous avons décelé 22,72 % de seropositivité dans notr=
population féminine. Cette prévalence est assez proche des résultats
publiés par Malga et coll (13) selon lesquels, le pourcentage de
positivité chez les femmes en Sge de procréer est de 34 % & Bamako.

Toutefois, notre taux est nettement inférieur aux résultats do
certains travaux antérieurs réalisés 3 Bamako , entre autres ceux de
Tounkara (17) en 1975 et ceux de Quilici et coll (16) en 1976, qui ont
situé respectivement la prévalence & 64,75 % et 65 % chez les femmsc
adultes en milieu urbain.

Toujours a Bamako, Bamba (2) a évalué en 1983 la prévalence
sérologique sur 643 malades hospitalisés a 1'Hdépital du Point "G". Sur
248 femmes, 157 étaient porteuses d'anticorps antitoxoplasmes, scirt
63,2 % de positivité.




L'analyse de la séropositivité en fonction de l'dge chez 1:o:
femmes (tableau n°5), montre que la séroconversion s'opere dans |
tranche d'dge de 11 & 40 ans. L'infestation de la femme a cette tranch:
d'age présente un intérét épidémiolegique particulieérement important,
eu égard au risque de transmission mére-foetus de la toxoplasmose avec
ses conséquences de foetopathies qui constituent les élements de
gravité de cette maladie.

Au Niger, Develoux et coll (5) ont effectué en 1988 un sondage
sérologique sur 400 sujets dont les serums ont été analysés
conjointement par 1'IFI et le test de Remington. Ils ont trouvé 14 % de
positivité dans 1'échantillon de sexe féminin. Cette faibia
séroprévalence est en faveur de nos résultats. Nous expligquons cela par
le fait que le Niger, pays sahélien et fortement islamisé, aurait des
habitudes culinaires similaires aux nbtres.

En 1987, Billiault et coll (3) ont publié les résultats d'une
enquéte sérologique effectuée au Gabon, la méthode utilisée étant 1'IFC
couplée au test de Remington. Sur 268 femmes enceintes testées, 60,5%
étaient séropogitives. Ces auteurs concluent qu'au Gabon, 1l'ingestion d=
sporocystes mlirs paraift étre le mode de contamination prépondérant.

Ce mode de transmission se fait essentiellement au contact du sol
contaminé par les déjections d'animaux infesteés.

Au Bénin, Fayomi et coll (6) ont recherché en 1987 les
anticorps antitoxoplasmes chez des éleveurs de bovins et le personnel
des abattoirs. 1Ils ont trouvé 87 % de positivité chez le personnel des
abattoirs alors que 1le taux d'infestation n’'était que de 4 % chez uy
éleveurs de bovins. Selon ces auteurs, du fait de la manipulation des
produits d'abattage, le personnel serait beaucoup plus exposé. Por
contre 1le groupe des éleveurs ne consommant de fagon générale que du
lait, présente une faible prévalence.

Ces résultats confirment le fait que les habitudes alimentaires
jouent un rdle dans 1'épidémiologie de la toxoplasmose.

Dans notre étude nous avons déceld des anticorps
antitoxoplasmes chez 2 enfants sur 1les 21 , soit 9,52 % de«
séropositiviteé.




Pour ce qui concerne la population masculine de neLs:
échantillon, 1l'interprétation de nos résultats nous semble inutile
raigson de son effectif tras réduit d4'une part,et du peu d'interét de .=
pathologie de la toxoplasmose chez 1'homme adulte, d'autre part.

Nous n'avons pas mis en évidence de liaison statistiquement
significative entre la séropositivité et la pariteée. Nous constatons gus
la majorité de nos femmes sont multipares (parité movenne, 3 enfants pav
femme) .

Par contre, 1le tableau de la répartition de la séropositivité
en fonction des antécédents d'avortements (tableau n®8) .,met en évidence
une liaison statistiquement significative. Nous pensons que 1'une des
causes de ces avortements, serait trés probablement la toxoplasmosa
congénitale qui a 4éja fait 1l'cbjet de publication a Bamako par Touré
et coll (19).
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CONCLUSTION




Dans le cadre de notre travail, nous avons réalisé d'octcobi-
1987 & Octobre 1988,une enquéte sérologique systématique a la recherchs
d'anticorps antitoxoplasmes, sur les serums de 571 femmes en age de
procréer et 21 serums d'enfants frégquentant les structures sanitaires
de Bamako.

Le travail a été réalisé dans le service de séro-immunologie de
1'I.N.R.S.P.

Deux techniques sérologiques ont été utilisées: un test
d'agglutination directe des toxoplasmes {Toxo—-Screen) et
1'immunofluorescence indirecte.

- Sur 592 serums examinés, 132 soit 22,29 % avaient uns
sérologie positive dont 64, soit 48,48 % étaient porteurs d'anticorps
IgM. Parmi ces 64 serums porteurs d'anticorps IgM, nous avons décélé L7
cas de toxoplasmose trés récente et 7 cas de toxoplasmose récente o
évolutive de moins de 3 mois.

- La séroprévalence de la toxoplasmose chez les femmes en &go
de procréer & Bamako est relativement faible (22,72 %).

- Aucun cas de toxoplasmcse congénitale n'a été observe.

- Nous avons trouvé une corrélation d'une part entre Ir
séropositivité et 1'dge , d'autre part entre la séropositivité et leg
antécédents d'avortements.

Au terme de ce travail, 11 ressort que la séroconversion «:
fait assez tardivement chez les femmes & Bamako. La fréquence élevée oo
séronégativité dans cette population, prédispose le produit de leur
conception au risque de toxoplasmose congénitale lors d'unz
séroconversion éventuelle des méeres au cours de leurs grossesses.

C'est donc essentiellement pour prévenir les foetopathies liée:
A 1'infection congénitale,que de gros efforte doivent étre déplovés.
Ils porteront principalement sur:

- une information et une éducation des sujots 4 risque :
femmes enceintes séronégatives et sujets immunodéprimés.




- Mettre en oeuvre des mesures prophylactiques pour dimun. ot
les risques de transmission chez la femme enceinte séronégative, psu
une surveillance sérologique réguliere et par des mesures hygién:o-
diététiques ( lavage des mains aprés manipulation de viande saignante
lavage des crudités, trés forte cuigsson de la viande).

Ce travail qui rentre dans le cadre des études préliminaires dz
la toxoplasmose au Mali, mérite un approfondissement par une enguéte
nationale qui permettra de situer d'une part, la prévalence de cettle
affection chez les femmes en &ge de procréer, 1'Age moyen auquel

s'effectue 1la séroconversion et d'autre part, d'évaluer la part de

toxoplasmose dans les foetopathies chez les nouveaux-nés au plan
national.

et

&
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Je jure,en présence des maftres de la Faculté,des conseillers
de 1'ordre des Pharmaciens et de mes condisciples:

O'honorer ceux qui m'ont instruit dans les préceptes de mon arw
et de leur témoigner ma reconnaissances en restant fidéle & leur

enseignement.

D'exercer dans 1'intérét de la Santé Publique ma profession
avec conscience et de respecter non seulement la législation en
vigueur, mais aussi les régles de l'honneur, de la probité et du

désintéressement.

De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le
malade et sa dignité humaine, en aucun cas, je ne consentirai &
utiliser ma connaissance et mon état pour corrompre les moeurs et
favoriser les actes criminels.

Que les hommes‘m'accordent leur estime si je suis fidéle a mes
promesses.

Que je sois couvert d'opprobe et méprisé de mes confréres =s:
j'y mangque.




