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Partie 1 : Introduction

La toxoplasmose est une zoonose capable de provoquer un large éventail de
maladies. Bien que généralement asymptomatique, une infection par Toxoplasma
gondii pendant la grossesse peut entrainer des symptdmes graves et des séquelles
séveres chez le foetus. La détection rapide de l'infection chez la femme enceinte est
donc essentielle pour prendre les mesures appropriées et prévenir les dommages pour
le nourrisson. Pour cela, de nombreux tests de dépistage, de confirmation et de
datation sont disponibles.

L'objectif de ce travail est principalement de comparer les performances des
différents réactifs existants sur le marché, puis de confronter celles du kit utilisé en
premiére ligne au CHU de Lille (Alinity ®) a celles d’'un autre kit plus récent.

1. Le parasite

1.1. Découverte et classification

La premiére observation détaillée des meérozoites de Toxoplasma gondii
(également appelés tachyzoites) chez des rongeurs d’Afrique du Nord (notamment
dans la rate, le foie et le sang de Ctenodactylus gondii (Figure 1), remonte a 1908, a
Tunis, grace aux travaux de Nicolle et Manceaux, deux médecins frangais. Nicolle et
Manceaux ont nommé ce parasite Toxoplasma en raison de sa forme qui rappelle un
arc (du grec : toxo = arc ; plasma = créature). lls ont ainsi créé le genre Toxoplasma,

avec T. gondii désigné comme l'espéce type du genre (1).

En 1923, Janku rapporte le cas d’'un enfant décédé d’une hydrocéphalie, les
résultats de I'autopsie démontrant plus tard que I'enfant était atteint de toxoplasmose
(2). Ce n'est qu’a la fin des années 1930 que des comparaisons biologiques et
immunologiques ont permis de démontrer que les difféerents isolats d'origine animale

et humaine étaient dus a une méme espece de T. gondii (1).

En 1939, Wolf, Cowen et Paige furent les premiers a déterminer Toxoplasma gondii
comme étant un agent responsable de maladie humaine, face a un cas d’encéphalite
chez un enfant. Les recherches de Sabin ont montré que cette souche humaine n'était
pas différente sur le plan biologique ou immunologique des isolats provenant d'autres
animaux (2). Une meilleure compréhension est survenue grace aux travaux

d’Eichenwald en 1960, qui ont mis en évidence des cas de toxoplasmoses
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asymptomatiques et cliniques chez de nombreux enfants autrichiens dans les années
1950 (3).

Le cycle de vie de T. gondii a été élucidé a la fin des années 1960, notamment
grace a la découverte de formes infectieuses du parasite contenues dans les
excréments de chat, et ce n’est qu’en 1970 que des stades sexuels ont été découverts
dans lintestin gréle des félidés, complétant ainsi la compréhension de son cycle de
vie (1).

Figure 1 : Ctenodactylus gondi (4)

Concernant la classification, Toxoplasma gondii appartient, selon la classification
de Levine (5), au phylum Apicomplexa, a la classe Sporozae, a la sous-classe
Coccidia, a I'ordre Eucoccidiida, au sous-ordre Eimeriina, a la famille Eimeriidae, et au

genre Toxoplasma.

1.2. Les différentes morphologies du parasite

Au cours de son cycle parasitaire, Toxoplasma gondii va se présenter sous
différentes formes, dont trois sont infectieuses : le tachyzoite, le bradyzoite et
'oocyste.

1.21. Le tachyzoite
Issu du grec « tachos » qui signifie « vitesse », le terme tachyzoite a été inventé

par Frenkel (6) pour décrire la forme parasitaire a multiplication rapide, remplagant
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ainsi le terme antérieur « trophozoite ». Celle-ci se multiplie dans toutes les cellules
de I'héte intermédiaire, ainsi que dans toutes les cellules épithéliales non intestinales
de I'h6te définitif. Il s’agit de la seule forme capable de traverser la barriére placentaire

(7).

Le tachyzoite se présente généralement sous forme de croissant, mesurant
approximativement 2 sur 6 micromeétres, avec une extrémité antérieure pointue

(conoidale) et une extrémité postérieure arrondie (6).

Le complexe apical, spécifique des Apicomplexa (8), est localisé dans la région
antérieure du tachyzoite. Il est utilisé pour initier le processus d’infection des cellules

hotes et se compose de plusieurs éléments (6,9) :

- Le conoide : en forme de tronc et constitué de 6 a 8 éléments microtubulaires,
il est entouré par I'anneau polaire (épaississement du complexe membranaire
interne), a partir duquel vingt-deux microtubules proviennent et s’étendent sur
toute la longueur de la cellule.

- Les micronémes : organites sécrétoires les plus abondants, ils se présentent

sous forme de batonnets de 250 nm de long et 50 nm de large. Ce sont les
premiers a libérer leur contenu protéique, essentiel pour l'interaction avec la
membrane de la cellule héte.

- Les rhoptries : second ensemble d’organites sécrétoires apicaux, ils sont plus
grands que les micronémes et ont une forme de massue avec deux parties
distinctes. La partie basale, plus large, contient des protéines qui altérent les
fonctions de la cellule héte, connues sous le nom de ROP (rhoptries proteins).
La partie antérieure, aussi appelée cou, renferme les protéines impliquées dans
linvasion des cellules hoétes, il s’agit des protéines RON (rhoptries neck

proteins).

Il existe un troisitme ensemble d’organites sécrétoires : les granules denses.
Généralement sphériques et dispersés dans tout le corps du protozoaire, ils
contiennent une quantité importante de protéines appelées GRA (dense granule
protein), qui contribuent a la formation d’un réseau de tubules et de structures

filamenteuses avec la vacuole parasitaire.
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Une autre structure caractéristique des Apicomplexa est 'apicoplaste, un organite
dérivé d’un chloroplaste ancestral (10). Son réle demeure encore mal défini, mais il

représente une cible thérapeutique prometteuse.

Le noyau du tachyzoite se situe vers la partie centrale de la cellule et renferme des

amas de chromatine ainsi qu’un nucléole central (9).

Outre les organites décrits précédemment, le tachyzoite est également constitué
de divers autres organites et corps d’inclusion (6) comprenant : un micropore, une
mitochondrie, des microtubules sub-pelliculaires, un réticulum endoplasmique, un

appareil de Golgi, des granules d’amylopectine et un apicoplaste (Figure 2).
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Figure 2 : Coupe longitudinale du tachyzoite de Toxoplasma gondii (9)

C’est le complexe apical qui permet la pénétration dans la cellule héte (9). En
effet, le conoide permet d’effectuer des mouvements afin d’explorer la surface de la
cellule héte et les rhoptries jouent un rble sécrétoire, libérant leur contenu a travers la

surface cellulaire (6).
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Le parasite pénetre donc dans les cellules hétes soit en franchissant activement
leur membrane plasmique, soit en étant phagocyté (6). Une fois a lintérieur de la
cellule, le parasite prend une forme ovale et est enveloppé d’une vacuole
parasitophore (PV), créée a la fois a partir du parasite et de la cellule héte. Peu aprés
la pénétration, un réseau membranaire tubulovésiculaire (TMN) se forme a l'intérieur
de la vacuole parasitophore, dont certaines membranes sont connectées a la

membrane de la vacuole parasitophore (6).

Les tachyzoites se reproduisent de maniere asexuée a l'intérieur de la cellule
hoéte, par un processus appelé « endodyogénie », ou deux nouvelles cellules se
forment a I'intérieur de la cellule parentale, la consommant progressivement (6). Ces
nouvelles cellules se développent jusqu’a atteindre la surface de la cellule parentale,
dont le complexe de membranes internes disparait, laissant sa membrane externe
devenir le plasmalemme des cellules filles. Les tachyzoites continuent ce cycle de
division et quand la cellule héte ne peut plus les soutenir, elle se rompt, provoquant

des Iésions nécrotiques (7).

Quelques jours aprés linfection, les tachyzoites situés dans une vacuole
parasitophore vont modifier leur métabolisme, ce qui entraine une diminution de leur

taux de division et une transformation en bradyzoites (9).
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1.2.2. Le bradyzoite

Le terme « bradyzoite », du grec -brady qui signifie « lent », a également été
introduit par Frenkel pour désigner I'organisme se multipliant lentement a l'intérieur
d’un kyste tissulaire (6). En effet, les bradyzoites résultent de la transformation des
tachyzoites en une phase de division plus lente et forment des kystes tissulaires (11).
Ces kystes tissulaires vont se développer et rester en intracellulaire, pendant que les
bradyzoites se multiplient par endodyogénie a [lintérieur de ceux-ci (6).
Les dimensions des kystes tissulaires peuvent varier en taille : les plus jeunes peuvent
mesurer cing micrometres de diamétre et renfermer seulement deux bradyzoites,
tandis que les plus agés peuvent mesurer jusqu’a cent micrométres et contenir des

centaines ou des milliers de bradyzoites (6,11) (Figure 3).

Figure 3 : Kystes cellulaires de Toxoplasma gondii isolés dans un cerveau de souris A : kyste

contenant 3 bradyzoites, B : kyste contenant des centaines de bradyzoites (6)

Les bradyzoites présentent quelques variations structurelles mineures par
rapport aux tachyzoites (6) (Figure 4). Leur noyau est situé vers l'extrémité
postérieure, contrairement a celui des tachyzoites, qui est plus central. Les
bradyzoites possédent une a trois rhoptries repliées sur elles-mémes, dont le contenu
est dense en électrons, tandis qu’il est labyrinthique chez les tachyzoites. De plus, les
bradyzoites sont moins vulnérables aux enzymes protéolytiques que les tachyzoites.

26



Apical rings 1, 2
Polar ring 1
Conoid

Microneme
Rhoptry
Plasmalemma
Inner membrane complex
Amylopectin

Micropore I
Apicoplast—\ (A

A
0 _—

Golgi complex
Centrioles
Dense granule

Nucleus —/_ @
MitochondrM— %
Apicoplast \

Rough endoplasmic reticulum
Golgi complex
Centrioles

Lipid body
Nucleus
Amylopectin

Dense granule
Posterior pore

Figure 4 : Schémas d’un tachyzoite (gauche) et d’un bradyzoite (droite) (6)

Les kystes tissulaires peuvent se former dans divers organes tels que les
poumons, le foie et les reins, mais ils sont plus fréquents dans les tissus nerveux et
musculaires comme le cerveau, les yeux ainsi que les muscles squelettiques et
cardiaques, pauvres en anticorps (6). Les kystes intacts ne semblent pas causer de
dommages et peuvent persister dans 'organisme de I'héte tout au long de sa vie sans
provoquer de réponse inflammatoire significative (6,7). lls constituent la forme de
résistance et de latence du parasite.

De plus, ces kystes viscéraux produisent des antigénes pouvant traverser la
membrane kystique et ainsi entretenir I'immunité (12). En [I'absence
d'immunodépression, des anticorps permettent une protection, limitant I'infection, mais

ne parviennent pas a éliminer complétement le parasite.
1.2.3. Oocyste et sporozoites

L’'oocyste, forme de résistance dans le milieu extérieur, est produit lors de la
reproduction sexuée ou gamogonie, qui a lieu dans les cellules intestinales du chat.
De forme ovoide, et mesurant entre douze et treize micrométres, il renferme aprés
sporulation deux sporocystes, contenant chacun quatre sporozoites (11) (Figure 5).

La sporulation, dont le processus a été décrit par Ferguson, survient généralement a
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I'extérieur du chat, dans un délai de un a cinq jours apres I'excrétion, en fonction de

facteurs tels que I'aération et la température (6).

La paroi de l'oocyste, une structure multicouche trés résistante, protége le
parasite contre les dommages meécaniques et chimiques, lui assurant une survie
prolongée. Il peut ainsi demeurer viable pendant plusieurs mois, que ce soit dans I'eau

ou sur terre (9).

Figure 5 : Schéma des oocystes immatures (A) et oocystes sporulés de T. gondii (B) ( 13)

1.3.Cycle de vie du parasite

Le cycle évolutif de Toxoplasma gondii se compose de deux phases distinctes
(14). Tout d’abord, une phase de multiplication asexuée puis sexuée dans
I'épithélium intestinal du chat, I'héte définitif du parasite. Puis, une phase de
prolifération asexuée chez de nombreux hétes intermédiaires, tels que les oiseaux,
les rongeurs et autres mammiféres. On parle de cycle « dixéne » lorsque I'héte
définitif, comme le chat ou autres félidés, ainsi que les hétes intermédiaires sont
impliqués. En revanche, il est qualifi¢ de « monoxéne », lorsque le parasite est
transmis d’un héte intermédiaire a un autre sans passer par I'héte définitif. Il n’y a

donc, dans ce cas, pas de reproduction sexuée (14).
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Figure 6 : cycle évolutif de Toxoplasma gondii (15)

Le chat se contamine en ingérant des oocystes sporulés provenant de végétaux
ou d’eau contaminée, ou en consommant de la viande infectée par des bradyzoites
intrakystiques présents dans des proies telles que les souris ou les oiseaux. Une fois
dans le tractus digestif, la membrane des kystes et des oocystes est dégradée par des
enzymes intestinales, libérant ainsi les bradyzoites et sporozoites dans la lumiére
intestinale. Ces formes se transforment alors en tachyzoites qui vont se propager dans
I'organisme via la circulation sanguine et lymphatique. lls envahissent divers organes
tels que les reins, le foie, les poumons, les muscles striés ou le systéme nerveux
central. Progressivement, les tachyzoites se transforment en bradyzoites, formant des
kystes qui apparaissent environ dix jours aprés l'infection et persistent dans les tissus
tout au long de la vie de I'h6te (14). Il s’agit du cycle extra-intestinal.

Concernant le cycle intestinal ; c’est un cycle coccidien a l'origine de la
reproduction sexuée du parasite (14). Dans I'intestin, et en quelques jours seulement,

les bradyzoites se développent en plusieurs étapes morphologiques entéro-
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épithéliales (ou schizontes), aboutissant finalement au stade de mérozoite. Par la
suite, aprés plusieurs cycles de division asexuée (schizogonie), les mérozoites se
différencient en gametes males (micro-) et femelles (macro-). Ces gamétes fusionnent
pour former des oocystes diploides, qui sont ensuite enveloppés dans une paroi
épaisse et imperméable (16).

L’oocyste arrive alors dans lumiére intestinale et en est expulsé, encore immature,
avec les féces du chat. En cas d’infection par carnivorisme, c’est-a-dire par ingestion
de kystes, les oocystes seront excrétés cinqg a six jours aprés dans les féces. Lorsque
I'infection se produit par ingestion d’oocystes, I'excrétion est plus longue, aprés vingt
a quarante jours (14). Des millions de ces oocystes seront donc excrétés dans les
féces du félin, contaminant ainsi I'environnement. Ici, ils subissent un processus de
sporulation, aboutissant a des oocystes infectants. Ces derniers sont trés résistants et
peuvent persister dans I'environnement pendant de longues périodes, facilitant ainsi
leur dispersion dans les environnements terrestres ou aquatiques (16). La période
durant laquelle les chats excretent des oocystes est bréve, généralement d’une a trois
semaines. Les oocystes sporulés restent infectants pendant douze a dix-huit mois a
4°C et viables pendant vingt-huit jours a — 20 °C, ce qui explique leur résistance aux
désinfectants usuels (14).

Les hoétes intermédiaires tels que les herbivores s’infestent en ingérant des
oocystes présents sur les végétaux, le sol ou dans I'eau contaminée, tandis que les
carnivores le font également en consommant de la viande contenant des kystes.
Initialement, une phase aigué est observeée suivie d’'une phase chronique de I'infection,
similaire a celle observée chez les chats. Chez 'homme, la phase asexuée du cycle
se déroule de la méme maniere. Cependant, elle représente une impasse évolutive

qui ne permet pas de compléter le cycle de vie du parasite (14).

1.4. Les différents modes de transmission

1.4.1. Ingestion d’oocystes

Les oocystes, résistants a I'acidité gastrique, peuvent contaminer les herbivores
et les humains par voie orale, notamment par la consommation de végétaux ou de
fruits souillés par le sol. Les acides et détergents courants sont inefficaces pour les
détruire. Bien qu'ils soient sensibles a la chaleur et peuvent étre détruits en une minute
a 60°C, ils résistent a la congélation (14).
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Les oocystes sporulés présents dans I'environnement représentent donc une
source potentielle d’infection pour les humains et les autres hétes intermédiaires (1).
La contamination de I'environnement peut résulter de I'excrétion par des félins
domestiques infectés ou de félins sauvages, le chat domestique étant 'unique animal
domestique utilisé par le parasite, jouant ainsi un réle essentiel dans I'épidémiologie
des infections a T.gondii. En effet, a la suite d’'une infection, les chats vivant a l'intérieur
des maisons peuvent excréter un grand nombre d’oocystes dans le foyer, exposant le
propriétaire a un risque de contamination. Cependant, les oocystes excrétés par le
chat n’étant pas sporulés, ils ne sont pas directement infectieux. Par conséquent, le
simple contact direct avec les chats ne conduit généralement pas a une infection. Il n'y
a pas nécessairement de risque d’infection a T. gondii lié a la possession d’'un chat a
l'intérieur d’un appartement ou d’'une maison, a condition que des mesures préventives
soient appliquées et que les excréments soient réguliérement éliminés du foyer (1).
Diverses études ont en effet suggéré que la présence d’un chat a domicile n’était

associée qu’a un faible risque d’infection chez 'Homme (17).

Les chats sauvages ou errants peuvent également contaminer I'environnement
avec des oocystes qui y seront dispersés par le vent, la pluie, les eaux de surface.
Les aliments récoltés tels que le foin, la paille et les céréales peuvent également étre
contaminés par des excréments de chat (1). Selon la souche de T. gondii, I'ingestion
de seulement dix oocystes sporulés peut suffire a provoquer une infection chez des
hoétes intermédiaires comme les porcs, tandis que lingestion de cent oocystes
sporulés ou plus peut entrainer une infection patente chez les félins, augmentant le
risque de contamination de I'environnement. Les humains sont ainsi également
exposeés au risque d’infection en manipulant le sol contaminé, notamment lors

d’activités de jardinage.

1.4.2. Ingestion de bradyzoites contenus dans les kystes

viscéraux

La consommation de kystes contenus dans la viande provenant d’animaux a
sang chaud est depuis longtemps identifiée comme une source significative d’infection
par T. gondii dans les pays occidentaux. Ces kystes tissulaires peuvent se développer
six a sept jours apreés l'infection des hétes intermédiaires par des oocystes ou d’autres

kystes tissulaires. Dans une étude multicentrique menée en Europe dans les années
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2000, la consommation de viande était estimée étre responsable de 30 a 63 % des

cas d’infection (1,11).

Cependant, le risque associé a chaque type de viande (agneau, beceuf, porc)
varie selon les pays en raison des habitudes alimentaires locales et de la prévalence
de linfection chez les animaux d’élevage. Aux Etats-Unis, une étude cas-témoin a
montré que les individus qui consommaient du bceuf haché cru présentaient un risque
accru d’infection, de méme que ceux qui consommaient de 'agneau saignant (11). Le
porc a généralement été considéré comme une source importante d’infection a T.
gondii chez 'homme. Cette hypothése repose sur la présence de kystes tissulaires
dans la plupart des morceaux commercialisés et sur des estimations de la prévalence
de l'infection a T. gondii chez les porcs, réalisées dans les années 1970 a 1980.
Toutefois ces données varient considérablement d’'un pays a I'autre et méme d’une
ferme a l'autre au sein d’'un méme pays, selon la méthode utilisée (1). L'évaluation
quantitative du risque de toxoplasme dans les aliments est difficile en raison du
manque de données sur le nombre de kystes tissulaires entrainant une infection chez
’homme, leur répartition et leur quantité dans les différents sites musculaires chez

divers hétes, ainsi que leur capacité infectieuse dans les produits carnés commerciaux

(11).

Les bradyzoites de T. gondii étant plus résistants aux enzymes digestives
(pepsine et trypsine par exemple) que les tachyzoites, I'absorption de kystes
tissulaires viables par un héte non immunisé aboutit généralement a une infection.
Malgré une moindre résistance aux conditions environnementales par rapport aux
oocystes, les kystes tissulaires demeurent relativement résistants aux variations de
température. lls restent infectieux en milieu réfrigéré (1 a 4°C) ou dans la viande
hachée jusque trois semaines. Ces kystes peuvent également survivre a la
congélation, restant viables a des températures comprises entre -1 et -8 °C pendant
plus d’'une semaine. Cependant, la majorité des kystes tissulaires sont éliminés a des
températures de -12°C ou inférieures, bien qu’il puisse arriver que certains survivent a
une congélation profonde. lls sont généralement éliminés immeédiatement par
chauffage a 67°C. Leur survie a des températures plus basses dépend de leur durée
de cuisson ; ils restent viables pendant environ 4 minutes a 60 °C et environ 10 minutes
a 50°C. Pour s’assurer de tuer tous les kystes de T. gondii présents dans toutes les

parties de la viande, une cuisson prolongée peut étre nécessaire en milieu
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domestique. Une étude de cas-témoins réalisée aux Etats-Unis a montré que la
cuisson au micro-onde de la viande était liée a un risque moindre d’infection par le
toxoplasme, cela s’expliquant par le fait que la cuisson au micro-onde est souvent
utilisée pour réchauffer de la viande déja cuite, décongeler ou cuire de la viande
congelée (1,11).

1.4.3. Transmission par les tachyzoites

Les tachyzoites jouent un réle majeur dans la transmission verticale de T.
gondii. lls sont trés sensibles aux conditions environnementales et rapidement tués en
dehors de I'néte (1).

Cette forme parasitaire est la seule capable de franchir la barriere placentaire.
Apreés la contamination de la mere, le parasite se propage dans le sang, pouvant ainsi
infecter le foetus aprés colonisation placentaire par les tachyzoites (7).

lls ont également déja été transmis par des produits sanguins, en particulier
ceux contenant la fraction de leucocytes, ainsi que par injection accidentelle en
laboratoire. Toutefois, la période de parasitémie est généralement courte aprés
I'infection primaire, réduisant ainsi le risque d’acquisition d’une infection par

transfusion sanguine (1).
1.4.4. Transmission lors d’une greffe

Il a été découvert recemment que la transplantation d’organes tels que le cceur, le
rein, le foie ou la moelle osseuse peut étre compliquée par des infections a T. gondii.
Dans ces cas, les tachyzoites et les kystes tissulaires peuvent étre tous les deux
incriminés. Lors d’une transplantation d’organe solide, l'infection par le parasite peut
étre transmise par un donneur (D) porteur de kystes résultant d’une infection ancienne
a un receveur (R) non immunisé. Certains organes sont plus susceptibles que d’autres
de contenir des kystes persistants. Les muscles étant un lieu d’encapsulation du
parasite, les patients transplantés du cceur présentent un risque plus élevé de
toxoplasmose lié a 'organe que ceux transplantés du foie, du poumon ou des reins
(1,11).

1.5. Manifestations cliniques
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1.51. Chez 'immunocompétent

Dans la plupart des cas, linfection acquise primaire ne présente aucun
symptdme chez les personnes immunocompétentes. Cependant, dans certains cas,
les patients peuvent développer de la fievre ou une lymphadénopathie cervicale,
parfois accompagnée de myalgies, d’asthénie ou d’autres signes cliniques non
spécifiques. Ces symptdomes peuvent persister pendant plusieurs semaines, ce qui
peut étre confondu avec une mononucléose infectieuse, surtout si une monocytose est
observée sur le frottis sanguin (11,14). Plus rarement, mais pas exceptionnellement,
une choriorétinite toxoplasmique avec altération de la vision peut étre le premier

symptéme d’une infection primaire.

Lorsqu’elle survient chez une femme enceinte, cette infection présente une
gravité en raison du risque encouru par le foetus. La présence d’adénopathies doit
donc étre recherchée lorsque les tests sérologiques indiquent une infection récente.
Les réinfections sont généralement asymptomatiques chez les patients et entrainent

rarement une infection foetale (14).

1.5.2. Chez 'immunodéprimé

La toxoplasmose peut prendre des formes graves chez les patients
immunodéprimés, se manifestant par une encéphalite abcédée, une pneumopathie
hypoxémiante, ou une infection disséminée pouvant étre mortelle. Ces complications
sont principalement observées chez les patients infectés par le VIH, et dans une
moindre mesure chez les transplantés de moelle osseuse, de coeur ou de poumon,
ainsi que chez les patients sous corticoides ou sous immunosuppresseurs au long
cours. Elle survient le plus souvent lors de la réactivation de formes latentes
persistantes du parasite, survenant lors d’'une diminution des moyens de défense de
I'organisme, soit par réactivation locale, soit par dissémination hématogéne. Moins
fréequemment, linfection parasitaire est favorisée par une réponse protectrice

insuffisante lors d’'une primo-infection (18).

Le traitement repose sur I'association pyriméthamine-sulfadiazine, qui doit étre
maintenue, éventuellement a des doses réduites, aussi longtemps que
immunodépression persiste. La prévention consiste en des recommandations visant

a eviter l'acquisition du parasite chez les patients séronégatifs, ainsi qu’une
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chimioprophylaxie, dont le Cotrimoxazole ® (association de deux molécules :
Triméthoprime et Sulfaméthoxazole) est le médicament de premiére intention chez les

patients déja infectés.

2. La toxoplasmose congénitale

2.1. Définition

La toxoplasmose congénitale est le résultat de la transmission de Toxoplasma
gondii au feetus a travers le placenta, a la suite d’'une primo-infection chez la mére

(Figure 7).

Aprés avoir ingéré des aliments ou de 'eau contaminée, une parasitémie se produit
et les tachyzoites peuvent envahir le placenta en cas de grossesse chez la femme,
I'étre humain ayant un placenta hémochorial, c’est a dire au contact direct du sang

maternel.

En régle générale, la transmission de T. gondii est plus importante dans la seconde
moitié de la grossesse, principalement en raison de l'anatomie et des facteurs
immunitaires. En effet, I'épaisseur du placenta varie tout au long de la gestation ; au
début de la grossesse, la barriére placentaire mesure entre 50 et 100 micrométres
d’épaisseur, puis diminue progressivement a 2,5 a 5 micrométres vers la fin de
grossesse. Cette diminution permet aux tachyzoites d’envahir plus facilement les
trophoblastes vers la fin de la période gestationnelle. En outre, la couche interne de
cytotrophoblastes est discontinue, avec une diminution du nombre de ses cellules
pendant la période gestationnelle. Une infection précoce au cours de la gestation est
cliniquement plus sévére chez le nouveau-né, car une diminution des récepteurs de
type Toll (TLR) dans les cellules trophoblastiques pendant le premier trimestre de la
grossesse peut indiquer une capacité réduite des premiéres cellules placentaires a

déclencher la réponse immunitaire a l'infection intra-utérine (3).
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Figure 7 : Transmission materno-foetale du toxoplasme (14)

Les taux de transmission sont les suivants : de 5 a 10 % au cours du premier
trimestre de grossesse, 25 % au deuxiéme trimestre et plus de 50 % au troisieme

trimestre ; une transmission précoce au cours de la gestation étant associée a des

conséquences plus graves pour le feetus ou le nouveau-né (19,20).

2.2.Clinique

Les symptdmes chez les nouveau-nés atteints de toxoplasmose congénitale sont
variés et peuvent apparaitre a différents moments, avant ou aprés la naissance ; la
majorité ne présente pas de symptébmes a la naissance (70 a 90 %). En cas de
manifestations cliniques, celles-ci sont principalement non spécifiques et peuvent
inclure : une éruption maculo-papuleuse, une lymphadénopathie généralisée, une

hépatomégalie et/ou une splénomégalie, une hyperbilirubinémie, une anémie et une

thrombocytopénie (21).

Dans les années 1950, Sabin avance une triade de signes :

- Hydrocéphalie ou microcéphalie

- Calcifications intracraniennes

- Rétinochoroidite

Cette triade est retrouvée chez moins de 10% des nourrissons infectés, mais s’est

révélée étre un outil utile pour sensibiliser a la toxoplasmose congénitale (3,21).



Les manifestations cliniques les plus courantes sont oculaires et neurologiques,
la choriorétinite étant la conséquence la plus fréquente (Figure 8). Elle peut se
présenter dés la période néonatale ou survenir plus tardivement en raison de la
réactivation de kystes intra-rétiniens. Son diagnostic se fait lors de I'examen du fond
d’ceil. Qu’elle soit uni ou bilatérale, elle siége au niveau de la macula ou a la périphérie
rétinienne. Les lésions récentes se caractérisent par une zone d’cedéme, alors que les
Iésions plus anciennes sont reconnaissables par un placard blanchatre. Elle peut
entrainer une amputation variable du champ visuel. D’autres lésions peuvent étre

observées, telles que la microphtalmie, strabisme, nystagmus... (14).

Figure 8 : Fond d’ceil présentant un foyer atropho-pigmentaire d’allure cicatricielle dans un
contexte de choriorétinite toxoplasmique (22)

L'’hydrocéphalie est le symptdbme le plus dramatique de la toxoplasmose
congénitale et se produit chez environ 4 % des enfants présentant des symptémes (3).

Récemment, quatre schémas anatomiques d’hydrocéphalie ont été rapportés :

- Obstruction de 'aqueduc de Sylvius (43 % des cas)

- Obstruction des foramens de Monroe (25 % des cas)

- Obstruction mixte de 'aqueduc et des foramens (11% des cas)
- Absence de pathogenése obstructive (21 % des cas)

La microcéphalie, liée a I'absence de développement cérébral est trés rare.
D’autres signes neurologiques peuvent survenir : hypotonie, convulsions, atteintes

motrices, retard psychomoteur.
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Il a été démontré que les conséquences sont plus graves lorsque l'infection foetale
survient aux premiers stades de la grossesse, pouvant entrainer une fausse couche
(avortement naturel ou décés survenant dans 10 % des cas d’infection par T. gondii),
un retard de croissance intra-utérin ou un accouchement prémature.
Une étude de cohorte prospective multicentrique a examiné le lien entre la
toxoplasmose congénitale et la prématurité, le faible poids a la naissance, et la petite
taille gestationnelle. Les résultats rapportés par Freeman et al. indiquent que les bébés
infectés naissent plus t6t que ceux n'ayant pas été infectés, et que linfection
congénitale est associée a un risque accru d’accouchement prématuré lorsque la
séroconversion survient avant la vingtieme semaine de gestation (21). Cependant
aucune association n’a été observée entre l'infection congénitale et un faible poids a

la naissance ou une petite taille pour I'age gestationnel.

Une étude prospective menée pendant vingt ans, de 1985 a 2005 au CHU de
Toulouse a porté sur 676 cas de séroconversions maternelles, prises en charge avec
un traitement antiparasitaire (14). Tous les cas ont bénéficié d’un prélévement de
liquide amniotique ainsi que d’une surveillance échographique mensuelle. 666 enfants
sont nés vivants, et parmi eux, 17% (n=112), ont développé une toxoplasmose
congénitale. Un suivi a été réalisé pour 107 de ces enfants pour une durée moyenne
de 99 +/- 66 mois. Dans ce groupe, 74% (n=79) étaient parfaitement
asymptomatiques. Dans 26% des cas (n=28), une choriorétinite a été observée, de
facon périphérique dans 79% des cas et maculaire dans 21% des cas. Seul un enfant
a présenté une forme neurologique grave, mais celle-ci s’est nettement améliorée avec

le traitement antiparasitaire.

En conséquence, la toxoplasmose congénitale se présente comme une maladie
présentant une grande variabilité clinique. Actuellement, le défi majeur réside dans la
prévention des choriorétinites qui peuvent survenir des mois ou des années apres la

naissance.

2.3. Epidémiologie

La prévalence des anticorps anti-toxoplasmiques chez les femmes enceintes varie
considérablement selon les régions géographiques, allant de 3% a Denver (Colorado),
a 56% a Bruxelles (23). La connaissance de cette prévalence chez les femmes
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enceintes revét une grande importance, car le risque de toxoplasmose pendant la
grossesse est influencé par la prévalence des infections passées et par I'incidence
des infections chez les femmes séronégatives, considérées comme susceptibles. Ainsi
la frequence de l'infection par T. gondii acquise pendant la grossesse et la prévalence

de la toxoplasmose congénitale varient énormément d’'un pays a l'autre.

Les résultats d’études sérologiques révelent que les taux d’infection congénitale
varient considérablement, allant de 1 pour 10 000 naissances, comme observé dans
la région de Boston, 2 pour 10 000 naissances en Alabama et a Perth (Australie), a 20
pour 10 000 naissances observé a Melbourne et dans la région de Bruxelles (23).

En France, selon la Haute Autorité de Santé (HAS) (24), deux tendances majeures

marquent I'épidémiologie récente de la toxoplasmose congénitale :

- Une forte diminution de la prévalence des anticorps contre la toxoplasmose
chez les femmes en age de procréer
- Une probable réduction de l'incidence des séroconversions toxoplasmiques

pendant la grossesse

En effet, la séroprévalence chez les femmes enceintes est passé de 54 % en 1995
a 31,3 % en 2016. De plus, l'incidence des séroconversions pendant la grossesse a
chuté de 5,4 pour 1000 grossesses a risque en 1995 a 3,1 pour 1000 en 2016 (25).
Une étude a développé un modéle épidémique démontrant une réduction de 70 % de
l'incidence de l'infection primaire par T. gondii chez les femmes agées de 15 a 45 ans
au cours des trente derniéres années (26). Si cette tendance se poursuit, I'incidence
pourrait continuer a diminuer dans les années a venir; cela s’expliquant par une
exposition moindre au parasite, résultant de modifications des habitudes alimentaires
et de 'amélioration des pratiques d’hygiéne dans la production de viande.

Les données actuelles ne permettent pas d’évaluer pleinement les conséquences
de l'infection toxoplasmique, notamment sur le plan ophtalmologique, ce qui souligne
la nécessité d’'un suivi a long terme des enfants touchés. La réduction de la
séroprévalence de la toxoplasmose chez les femmes en age de procréer devrait se
traduire par une hausse du nombre de femmes enceintes séronégatives entrainant
ainsi une augmentation des tests sérologiques pendant la grossesse. Par ailleurs, il

est important de noter la diminution du nombre de cas de toxoplasmose congénitale.
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2.4 Diagnostic de la séroconversion maternelle

24.1. Législation

Depuis la fin des années 1970, la France a mis en place des programmes de
dépistage prénatal obligatoires pour quatre pathologies infectieuses : la toxoplasmose,
la rubéole, la syphilis et I'hépatite B ainsi que pour l'allo-immunisation materno-foetale
anti-D. Ces initiatives sont régies par les articles L.2122-1 a4 L.2122-5 du code de la
santé publique (CSP), ainsi que par le décret n°92-143 du 14 février 1992 (remis a
niveau par la HAS sur un document datant de 2017 (27)), qui définit le contenu des
examens obligatoires prénuptiaux, pré et postnatals (24). Ces examens médicaux,
faisant partie intégrante du suivi général de la grossesse, sont au nombre de sept pour
les femmes enceintes, conformément a l'article R.2122-1 du CSP. Quant a l'article
R.2122-2, il précise le contenu de ces examens :

- Lors du premier examen prénatal : « les dépistages de la syphilis, de la rubéole
et de la toxoplasmose en I'absence de résultats écrits permettant de considérer
'immunité comme acquise (...) »

- « En outre, la sérologie toxoplasmique sera répétée chaque mois a partir du

deuxiéme examen prénatal si 'immunité n’est pas acquise » (24).

Ces examens obligatoires sont inscrits dans la Nomenclature des Actes de Biologie
Médicale (NABM) et bénéficient d’'une prise en charge a 100% dans le cadre de
I'assurance-maternité, dés lors que la déclaration de grossesse a été effectuée. Il y est
précisé que I'examen doit inclure le dosage d’au moins deux types différents
d'immunoglobulines par au moins deux techniques distinctes et qu’un contréle doit étre

effectué en cas de taux limites ou d’une suspicion d’infection récente (28).

A l'issue de chaque examen de dépistage ou de suivi, le biologiste est tenu de
fournir une conclusion quant a la présence ou l'absence d’anticorps anti-
toxoplasmiques, ainsi que sur I'estimation probable de I'ancienneté de l'infection en
cas de résultat positif. || doit également recommander les modalités du suivi
sérologique éventuel. Pour éviter les problémes liés a I'absence de standardisation
des réactifs, qui peuvent entrainer des interprétations différentes selon les techniques
et les trousses utilisées (un méme sérum pouvant étre considéré comme positif,
négatif ou équivoque pour les IgG anti toxoplasmiques), il est essentiel que le suivi
seérologique soit effectué dans le méme laboratoire (29).
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En outre, le laboratoire doit indiquer sur son compte-rendu la description précise

des techniques utilisées avec leurs seuils de valeur et il est tenu de conserver tous les

sérums analysés a -30 degrés pendant au moins un an (28).

24.2. Cinétique des anticorps

Il est essentiel de connaitre la cinétique d’apparition et d’évolution des différents

anticorps pour une interprétation optimale des résultats sérologiques (Figure 9).
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Figure 9 : Cinétique de la réponse des anticorps (11)

Les immunoglobulines de type IgA et IgM apparaissent dans la premiére

semaine suivant l'infection et atteignent un pic environ un mois apres. Les IgE

spécifiques sont également produites précocement mais disparaissent rapidement.

Les niveaux d’IgM vont généralement diminuer aprés 1 a 6 mois et 25% des patients

voient leurs taux se négativer en moins de sept mois, bien qu’ils puissent rester

détectables pendant un an ou plus (11,17). Exceptionnellement, les IgM peuvent

disparaitre en moins de trois mois ou étre difficiles a détecter.

Contrairement a ce qui était pensé initialement, les IgA spécifiques ne

présentent pas une durée plus courte : elles peuvent étre détectées jusqu’a neuf mois

apres l'infection, ce qui les rend inappropriees comme marqueurs d’infection récente

(11).
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La détection précoce des IgG spécifiques varie selon la méthode utilisée. Les
techniques sérologiques, comme les tests de coloration, I'immunofluorescence ou
I'agglutination avec des antigenes membranaires ou des parasites entiers, peuvent
identifier rapidement la réponse par les anticorps, dirigée initialement contre les
antigenes de surface du parasite. Cependant, les techniques ELISA (Enzyme-linked
immunosorbent assay), qui utilisent des mélanges d’antigénes cytosoliques ou
meétaboliques et de surface, détectent les IgG plus tardivement et leur détection est
influencée par les variations dans la réponse immunitaire individuelle et les

caractéristiques de la technique (11).

La synthése des IgG est généralement détectable une a trois semaines apres
'augmentation initiale des IgM. La production d’IgG atteint un plateau aprés deux ou
trois mois, puis diminue progressivement, persistant a vie a des niveaux résiduels
variables d'un patient a l'autre. Celles-ci étant immunisantes, les personnes
immunocompeétentes ayant contracté la toxoplasmose une premiére fois bénéficieront

d’une protection contre de nouvelles infections par le toxoplasme (11,17).

2.4.3. Techniques sérologiques

De nombreuses techniques reposant sur divers principes enzymologiques
(agglutination, immunofluorescence, immunoenzymologie) sont utilisées en premiéere
intention pour le dépistage sérologique de la toxoplasmose. Toutefois, en France
actuellement, la plupart des laboratoires utilisent des méthodes immunoenzymatiques

automatisées pour détecter les IgG et les IgM dans le cadre de ce dépistage (28).

Diverses formes de tests immunoenzymatiques, notamment de type ELISA
(Enzyme-linked Immunoabsorbent Assay), ont été développées pour le diagnostic de
la toxoplasmose en vue de détecter les anticorps dirigés contre Toxoplasma gondii.
Tous ces tests reposent sur le méme principe (Figure 10), qui consiste a fixer, s’il y en
a, les anticorps du patient a une surface solide en utilisant des antigenes liés (méthode
sandwich indirecte pour les IgG) ou des anticorps spécifiques des isotypes
(immunocapture pour les IgA et IgM). Un second anticorps, anti-globuline humaine
conjugué a une enzyme, est utilisé pour produire un signal coloré ou fluorescent,
résultant de I'hydrolyse du substrat spécifique de cette enzyme. Ce signal sera ensuite

analysé, compare a des valeurs standards et exprimé en unités conventionnelles (27).
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Les méthodes automatisées les plus récentes font appel a d’autres systémes

de détection tels que la chimiluminescence ou I'électro chimiluminescence.

Enzyme

Substrate
Enzyme ( M
’ Substrate
Substrate m ;
Enzyme [l secundary antibody
/ﬁ*‘\ conjugate
Primary antibody
[ conjugate
‘Ag
()

Direct ELISA Indirect ELISA Sandwich ELISA

Capture antibody

Figure 10 : Comparaison des techniques ELISA (30)

Les techniques immunoenzymatiques sont désormais largement répandues en
tant que tests de dépistage rapides et automatisés. De nombreux fabricants proposent
des kits commerciaux pour la détection et la quantification des IgG et des IgM, offrant
généralement de bonnes performances (bien que peu de kits ne soient disponibles
pour la détection des IgA et des IgE). Cependant, un inconvénient majeur de ces tests
est la mauvaise standardisation des résultats entre les différentes techniques ou kits
commerciaux, en raison des variations de qualité des antigénes d’un kit a l'autre. Cette
information doit étre prise en considération lors de la comparaison des titres en
anticorps dans les sérums successifs, comme le souligne une note de ’TANSM (Agence
Nationale de Sécurité du Médicament et des produits de santé, anciennement
Afssaps), qui précise que la cinétique des anticorps a partir de sérums successifs ne
peut étre interprétée correctement que si les analyses sont réalisées avec le méme

systéme analytique (ou méme trousse de sérodiagnostic) (27,28).
D’autres techniques peuvent également étre citées (27) :

- Dye — test : implique l'incubation de différentes dilutions du sérum a tester en
présence de toxoplasmes vivants afin d’observer la lyse du parasite par les
anticorps anti-Toxoplasma présents dans le sérum, en présence du
complément. Considéré comme le gold standard en termes de spécificité et de
sensibilité, il n’est pratiqué que dans quelques laboratoires spécialisés, car

complexe a réaliser.
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Immunofluorescence indirecte (IFl) : utilise des tachyzoites entiers, fixés au

formol, déposés sur des lames de verre et incubés avec des dilutions de sérums
a analyser (méthode quantitative). Si le sérum contient des anticorps anti-
Toxoplasma, ceux-ci seront détectés grace a un anticorps anti-IgG ou IgM
humain, marqué a la fluorescéine, et la lecture se fera au microscope a
fluorescence.

Agglutination directe : consiste a ajouter des dilutions du sérum a tester a une

suspension de parasites entiers dans des puits avec un fond en forme de U.
Lorsque les parasites recouvrent tout le fond du puit, créant un voile au fond de
la cupule, la réaction est positive. En revanche, s’ils sédimentent au fond, la
réaction est interprétée comme négative.

Immunosorbent Agglutination Assay (ISAGA) : pouvant étre utilisée pour

détecter les IgM, IgA et IgG, cette technique repose sur le principe
d'immunocapture dans laquelle le fond des puits de plaques de micro-titration
est revétu d’anticorps recombinants dirigés contre les IgM, IgA ou IgE
humaines. Lorsque le sérum humain est incubé dans ces puits, les
immunoglobulines, qu’elles soient spécifiques ou non de T. gondii sont
capturées, et aprés lavage, une suspension de toxoplasmes formolés est
ajoutée. Une réaction positive se traduit par une voile au fond de la cupule, alors
qu’une réaction négative correspond a un bouton de sédimentation.

Agglutination indirecte : utilise des particules de latex sensibilisées avec des

antigénes de T. gondii. Lorsque des anticorps spécifiques sont présents dans
le sérum, ces particules s’agglutinent de maniére visible a I'ceil nu. Ces
particules sont habituellement constituées de latex, sauf pour
I’'hémagglutination, qui utilise des érythrocytes d’origine animale.

Immunoblot (Western blot) : Pouvant étre utilisée pour confirmer la présence

d’'IgG ou d’'IgM, cette technique est réalisée sur des échantillons présentant une
sérologie initiale (généralement immunoanalyse) douteuse, a la limite de la
détectabilité et/ou discordante entre deux techniques. Il existe un test
commercial sous forme de bandelettes de nitrocellulose, sur lesquelles les
antigenes de T gondii sont fixés. Les bandelettes sont incubées
séquentiellement avec le sérum a tester, un anti-isotype, un anticorps conjugué
a une enzyme, puis avec un substrat qui provoque la formation d’'une bande

colorée.
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244. Interprétation des résultats sérologiques

Le dépistage sérologique repose donc sur la détection des anticorps de type I1gG

et IgM. Distinguer une infection aigue d'une infection chronique n’est pas toujours

évident et les résultats du dépistage peuvent étre difficiles a interpréter. Plusieurs cas

de figure peuvent se présenter, et les dernieres recommandations de la HAS, datant
de 2017, préconisent (31):

Absence d’lgG et d’IgM anti-toxoplasmiques : correspond a une absence
d’infection (ou infection aigle trés récente) ; il n’y a donc pas d'immunisation
contre la toxoplasmose. Les dispositions Iégales prévoient le suivi des méres
séronégatives jusqu’a I'accouchement (29), mais pour assurer un suivi complet,
il est recommandé de procéder a un dernier contrdle 2 a 3 semaines aprés
'accouchement, une sérologie négative lors du dernier contrdle Iégal pouvant
étre trompeuse, car il peut s’agir d’'une séroconversion d’'une extréme fin de
grossesse, une situation a ne pas ignorer en raison du risque élevé de
transmission verticale a ce stade. Il est également recommandé d’informer les
femmes enceintes des moyens de prévention de l'infection par le parasite,
conformément a la circulaire ministérielle du 27 septembre 1983 (remise a jour
en 2005 par TANSES, Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation,
de l'environnement et du travail) (32). Ces recommandations doivent étre

fournies avec le compte rendu des résultats de sérologie.

Présence d’lgG et absence d’IgM anti-toxoplasmiques : en I'absence de
résultats préexistants, il est recommandé de contrbler la sérologie avec un
deuxiéme prélévement sanguin effectué a trois semaines d’intervalle (28). Si le
titre en 1gG reste stable, cela suggere une infection ancienne (de plus de deux
ou trois mois par rapport au premier sérum, selon le réactif). En revanche, si le
titre en IgG augmente, il est conseillé de dater 'infection en déterminant I'avidité
des IgG sur le premier prélevement. En cas d’avidité élevée, il est probable qu'il
s’agisse d'une réactivation sérologique d’'une infection ancienne. Cependant, si
I'avidité est intermédiaire ou basse, une infection récente sans IgM ou avec IgM
fugaces ne peut étre exclue. Dans ce cas, la prise en charge médicale doit étre

adaptée en fonction de I'age gestationnel.
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Le test d’avidité repose sur 'augmentation progressive de l'affinité des anticorps
pour leur antigene cible au fil du temps. La force de liaison des anticorps peut
étre évaluée par une technique de type ELISA modifiée, qui intégre une étape
de lavage avec un agent dissociant tel que l'urée (27). Cette étape permet de
retirer les anticorps de faible affinité, caractéristiques d’une infection récente.
Le titre, résultant des IgG détectables, est utilisé pour calculer un indice
d’avidité, représenté par le ratio des titres entre les échantillons traités et non
traités. Un indice d’avidité élevé indique, selon les kits commerciaux, une
infection survenue dans les trois a cing mois précédents. A I'inverse, une faible
avidité ne permet pas de conclure a une infection récente, car la maturation de

la réponse immunitaire varie d’'une personne a l'autre.

Présence d’lgG équivoques et absence d’lgM anti-toxoplasmiques : ce
profil souléve le probleme du statut immunitaire exact du patient vis-a-vis du
toxoplasme. Dans le cas particulier d'une femme enceinte, cela pose également
la question de savoir s’il est nécessaire ou non de poursuivre la surveillance
pendant la grossesse. En pratique, devant ce profil, il est recommandé de
réaliser une deuxiéme technique de détection des IgG, utilisant un principe
différent (28). Si la deuxieme technique de détection des IgG est négative, cela
indigue une absence d’anticorps spécifiques. Il est alors recommandé de
poursuivre la surveillance sérologique chez la femme enceinte jusqu’a
'accouchement, ainsi qu’un mois aprés. Ce suivi doit étre accompagné des
recommandations hygiéno-diététiques appropriées.

Si la deuxiéme technique de détection est positive, cela suggére une probable
infection ancienne. Ces résultats doivent étre confirmés chez la femme enceinte
par un contrdle sérologique effectué sur un échantillon sanguin prélevé a trois
semaines d’intervalle.

Si la deuxieme technique de détection est équivoque, il est recommandé de
transmettre le sérum a un laboratoire spécialisé pour la réalisation de

techniques complémentaires.

Présence d’lgG et d’IgM anti-toxoplasmiques : cette situation peut survenir
en cas d’infection récente, mais peut également étre due a des résultats
faussement positifs. Pour la femme enceinte, il est nécessaire de dater la

probable infection par rapport au début de grossesse. |l faut donc rechercher
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des résultats sérologiques antérieurs. En cas d’absence d’antécédents, il est
recommandé de procéder a une mesure de l'avidité des IgG, si le titre le permet.
Si l'avidité des IgG est élevée, cela permet d’exclure une infection récente, en
tenant compte de la période d’exclusion pour le réactif utilisé. Il convient ensuite
de réaliser un contréle de confirmation a trois semaines. Si le titre des IgG reste
stable, cela indique une infection ancienne. Les résultats doivent étre
interprétés en fonction de la date de début de grossesse et la prise en charge
meédicale adaptée a I'age gestationnel.

Si l'avidité des IgG est intermédiaire ou basse, ces résultats ne permettent pas
d’exclure une infection récente. Seule la cinétique des anticorps, évaluée sur
un deuxieme préelévement, réalisé a trois semaines d’intervalle, permettra de
dater l'infection. En cas de stabilité des IgG, il est probable que l'infection
remonte a plus de deux ou trois mois par rapport a la date du premier
prélévement, en fonction du réactif utilisé. Néanmoins, si une augmentation
significative des 1gG est observée (doublement du titre), cela indique une
infection datant de moins de deux a trois mois. La prise en charge de la femme
enceinte sera donc adaptée en fonction de I'age gestationnel.

Absence d’lgG et présence d’IgM anti-toxoplasmiques : il est recommandé
de procéder a une seconde technique de détection des IgM, utilisant un principe

différent. Deux situations peuvent alors se présenter :

o Si la technique de confirmation est négative, et qu’il s’agit d’'un premier
sérum, la présence d’IgM détectées par une seule technique peut
correspondre a des IgM naturelles non spécifiques détectant des
antigenes ubiquitaires, ou une interférence. Cependant, un début de
séroconversion ne peut étre totalement exclu. La sérologie doit donc étre
contrélée sur un deuxiéme sérum, prélevé a une ou deux semaines
d’intervalle. Si les résultats du deuxieme sérum sont identiques a ceux
du premier, I'’hypothése des IgM naturelles ou d'une interférence se
confirme. Pour une femme enceinte, il convient de poursuivre la
surveillance sérologique mensuelle jusqu’a I'accouchement et un mois

aprés, et de suivre les mesures hygiéno-diététiques.
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o Si la technique de confirmation est positive, et qu’il s’agit d’'un premier
sérum, une infection récente est fortement probable. Toutefois, la
détection d'IgM positives par deux techniques ne permet pas d’écarter
complétement la possibilité d’IgM naturelles non spécifiques ou d'une
interférence, car les deux méthodes peuvent présenter les mémes
probléemes de spécificité. Il est donc recommandé que la technique de
confirmation repose sur un principe totalement différent. Si une infection
récente est suspectée, il est nécessaire de réaliser un contrble
sérologique dans un délai d’'une a deux semaines, et de maintenir une
surveillance rapprochée, jusqu’a ce que la séroconversion soit confirmée

ou infirmée.

La séroconversion toxoplasmique ne peut étre confirmée que par
I'apparition d’'IgG spécifiques, généralement observée dans un délai d’'un
mois, bien que ce délai puisse varier en fonction des techniques utilisées et
de I'éventuelle mise en place d’un traitement. Chez la femme enceinte, des
mesures diagnostiques et thérapeutiques adaptées a I'dge gestationnel
doivent étre envisagées pour traiter la toxoplasmose congénitale, en

concertation avec le clinicien.

Si les résultats du deuxiéme sérum sont identiques a ceux du premier (IgG
négatives et IgM positives selon deux techniques différentes), il s’agit
probablement d'IgM naturelles non spécifiques ou d’une interférence. En
revanche, si des IgG apparaissent lors de ce contréle, en plus des IgM, cela

indique une séroconversion avérée.

L'interprétation de ces profils sérologiques obtenus par les méthodes de
dépistage, ainsi que la conduite a tenir ont été résumées dans un article du Centre
National de Référence (Figure 11).
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Figure 11 : Résumé de l'interprétation des profils sérologiques de la toxoplasmose (29)

2.5. Diagnostic de la toxoplasmose congénitale

La détection d’'une primo-infection ou d’'une séroconversion toxoplasmique chez
une femme enceinte doit alerter sur le risque d’'une potentielle infection foetale. Celle-
ci peut étre dépistée a difféerents moments : chez le feetus, a 'accouchement et durant

la premiére année de vie.

2.51. Diagnostic prénatal

Le diagnostic prénatal (DPN) de la toxoplasmose repose sur une surveillance
échographique mensuelle pour détecter d’éventuelles anomalies morphologiques du
foetus et la recherche directe du parasite dans le liquide amniotique obtenu par

amniocentése. Si une contamination se produit entre la 6° et la 36° semaine

49



d’aménorrhée, un diagnostic prénatal est systématiquement proposé a la patiente ; le
risque lié a 'amniocentése étant faible (environ 0,5% de fausses couches) et inférieur

au risque de survenue d’une toxoplasmose congénitale dans ce contexte (29).

Si la femme enceinte accepte le diagnostic prénatal, une amniocentése est
réalisée selon les recommandations, a partir de la 18° semaine d’aménorrhée et au
moins 4 semaines aprés la date estimée de linfection maternelle ; ce délai
correspondant au temps minimum théorique nécessaire pour que la parasite soit
transmis de la mere au feetus, réduisant ainsi le risque de faux négatifs liés a une

amniocentese effectuée trop tét.

Le DPN doit étre discuté avec la patiente, le gynécologue et dans certains cas
en Centre Pluridisciplinaire de Diagnostic Prénatal (CPDPN). Seuls les laboratoires
autorisés par 'Agence de Biomédecine peuvent effectuer les analyses du DPN. Ce
diagnostic est remboursé par la Sécurité Sociale et sa réalisation nécessite le
consentement de la patiente ainsi qu’'une attestation d’information fournie par le

prescripteur (29).

Ce diagnostic associe la recherche directe du parasite dans le liquide amniotique,
par techniques de biologie moléculaire (PCR) et inoculation a la souris (14,29) :

e Réaction de polymérisation en chaine (PCR) : la PCR en temps réel, utilisée
pour le diagnostic de la toxoplasmose depuis plus de dix ans est un processus
automatisé, qui repose sur la détection et la quantification d’'un émetteur
fluorescent, proportionnel a la quantité d’amplicons produits. La plupart des
équipes ciblent une séquence répétée 35 fois du géne B1 ou une séquence RE
répétée 200 a 300 fois. Cette méthode, rapide et reproductible, permet donc de
quantifier TADN amplifié et d’estimer la charge parasitaire dans le liquide
amniotique : dans 46% des cas inférieure a 10/mL, dans 30% des cas entre 10
et 100/mL et dans 24% des cas supérieure a 100/mL. Sa sensibilité est,
aujourd’hui d’environ 85% et sa spécificité proche de 100%.

¢ Inoculation a la souris : cette technique a été la premiere utilisée pour ce
diagnostic. Le culot de centrifugation du liquide amniotique est injecté par voie
intrapéritonéale chez des souris. Des contréles sont effectués a 4 et 6 semaines
et I'infection est confirmée par la présence de kystes dans le cerveau des souris.
Cette méthode permet de valider les résultats obtenus par PCR et d’isoler les
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souches pour des études épidémiologiques. Sa faible sensibilité et le délai pour

obtenir les résultats la rendent peu pratique dans un contexte clinique.

Si le résultat du diagnostic prénatal est positif, cela indique une infection foetale, et
justifie la prescription d’'un antiparasitaire.

En cas de résultat négatif, il est trés probable qu’il n'y ait pas d’infection foetale
au moment du prélévement (valeur prédictive négative de 97%). Cependant, un
résultat négatif au DPN ne permet pas d’exclure totalement la possibilité d’'une
toxoplasmose congénitale. Il est donc recommandé de poursuivre le traitement, de
maintenir une surveillance par échographie, et de proposer des diagnostics néonataux
et postnataux. Ces cas de faux négatifs du DPN pourraient s’expliquer par 'absence
de parasite dans le liquide amniotique au moment du prélevement, ou par une charge

parasitaire trop faible pour étre détectée par la méthode utilisée.

2.5.2, Diagnostic néonatal

Le diagnostic néonatal doit étre réalisé pour tous les nouveau-nés dont la mére a
connu une séroconversion documentée pendant la grossesse, avec un diagnostic
prénatal négatif ou non effectué, ainsi que pour tous les nouveau-nés dont la mere
présente une sérologie suspecte, ne permettant pas d'exclure formellement une
infection péri-conceptionnelle ou une séroconversion per-gravidum. Ce diagnostic

repose sur trois aspects (29) :

- Un examen clinique approfondi

- Limagerie, incluant examen du fond d’ceil et échographie transfontanellaire

- La biologie, comprenant la sérologie (dont le profil comparé mére/enfant par
WB) et la détection du parasite sur placenta ou sang de cordon

La plupart des cas de toxoplasmose congénitale étant asymptomatique en France,
la biologie joue un réle central dans ce diagnostic.

Le diagnostic sérologique néonatal de la toxoplasmose congénitale repose sur la
détection spécifique d’une néosynthése d’'IgM, d’IgA ou d’lgG, permettant de confirmer
l'infection. Il est recommandé que ce suivi soit réalisé dans des laboratoires
spécialisés, utilisant des techniques adaptées telles que le Western-Blot ou
l'immunocapture (ISAGA) (31), bien que celle-ci ne soit plus commercialisée depuis
mai 2024 (33). La présence d'IgM et d’'IgA, immunoglobulines ne traversant pas la
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barriére placentaire, détectée au 2° ou 3¢ jour de vie et confirmée au 10° jour, permet

de poser le diagnostic de toxoplasmose congénitale.

Pour les séroconversions maternelles survenant au premier et au deuxieme
trimestres, les IgA sont plus fréquemment détectées, tandis que les IgM spécifiques
sont plus souvent présentes dans le cas des infections survenant au troisiéme

trimestre. Il est donc recommandé d’associer ces deux tests (14).

Des analyses complémentaires, telles que la comparaison des profils
immunologiques entre la mére et I'enfant par immunoblot (Figure 12), permettent de
mettre en évidence la néosynthése d’IgM et d’lgG par I'enfant.

(A)
. | N | ik Mére
195 o0 i e B 1] i B 14 Enfant J1
. - b
|gM i - l l . ! " | Mére
e 1 Enfant J1
(B)

i 20 Mére
l9G i ‘ ‘ 21 Enfant J1
A
| 1 FE s 22 Mére
'gM e = 1 23 Enfant J1

‘AAA AA AAA A AA

Figure 12 : profils immunologiques compareés IgG et IgM mere/enfant par western-blot

(A) : enfant non infecté ; (B) : enfant infecté (29)

Les IgG anti-Toxoplasma produits par le nourrisson peuvent étre identifiees en
comparant leur réactivité antigénique a celle de la mére. La présence de réactions
avec des antigénes supplémentaires par le sérum de I'enfant confirme son infection
par le parasite. Cette méthode peut également étre utilisée pour détecter les IgM en
cas de contamination du sang du nouveau-né par celui de la mére, contenant des IgM

anti-Toxoplasma, lors de I'accouchement.

Actuellement, il n'existe pas de consensus national sur les méthodes de

diagnostic de la toxoplasmose congénitale par biologie moléculaire a la naissance
52



(29). Différents échantillons peuvent étre prélevés et analysés par PCR et
éventuellement par inoculation a la souris : le placenta, le liquide amniotique recueilli
a 'accouchement et le sang de cordon du nouveau-né. La présence du parasite dans
le liquide amniotique et/ou le sang de I'enfant (cordon ombilical ou sang périphérique)
confirme le diagnostic de toxoplasmose congénitale.

Dans certains cas, la biologie moléculaire permet un diagnostic plus précoce
que la sérologie. Néanmoins, la détection du parasite dans le placenta ne constitue
pas une preuve définitive de toxoplasmose congénitale, car il existe des cas de
« placentite isolée » : le parasite est présent dans le placenta sans étre transmis au
foetus.

Bien que le diagnostic de toxoplasmose congénitale par biologie moléculaire a
la naissance soit intégré dans le processus diagnostique, notamment pour les
grossesses peu ou mal suivies, sa sensibilité semble étre inférieure a celle du
diagnostic prénatal. Par conséquent, le diagnostic biologique chez le nouveau-né

repose principalement sur les analyses sérologiques (14,29).

Il est important de préciser que lorsque le diagnostic prénatal est positif, le
diagnostic néonatal repose principalement sur des évaluations cliniques et

radiologiques, afin de déterminer la sévérité de I'infection congénitale.

2.53. Diagnostic postnatal

Le diagnostic postnatal repose principalement sur la surveillance sérologique
de I'enfant, et est indispensable chez un enfant a risque de toxoplasmose congénitale,
surtout si les tests de dépistage prénatal (DPN) et néonatal (DNN) sont négatifs ou
n’ont pas éteé réalisés.

En cas de DPN ou de DNN positif, le diagnostic postnatal se concentre

principalement sur I'’évaluation clinique et en particulier 'examen ophtalmologique pour

détecter d’éventuelles Iésions oculaires tardives (29).

En l'absence d’arguments sérologiques de toxoplasmose congénitale a la
naissance, un suivi postnatal mensuel doit étre instauré pour surveiller la disparition
des anticorps jusqu’a I'dge de 1 an. La disparition totale des IgG et des IgM, sans

traitement, confirmée sur un deuxiéme échantillon sanguin avec une méthode de
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by

sensibilité et de spécificité suffisantes, permet de conclure a l'absence de

toxoplasmose congénitale chez I'enfant.

En revanche, I'apparition d’'IgM, d’IgA, d’'une néosynthése d'IgG et/ou d’'IgM
anti-Toxoplasma ou encore I'augmentation ou I'absence de diminution du titre d'IgG

spécifiques aprés un an, confirment I'infection congénitale chez I'enfant (26,29,).

Apres un an, un enfant infecté devra étre soumis a une surveillance
ophtalmologique annuelle jusqu’a I'age d’environ dix ans. A cet age, il sera en mesure

de signaler des troubles visuels, qui nécessiteront une consultation rapide.

L'ensemble des techniques de diagnostic de la toxoplasmose congénitale a été
résumée dans un schéma (Figure 13).

PCR, inoculation a la souris
anténatal
alin o —
S, + Diagnostic
“ paréazlit;:ztg;:ue parasitologique
néonatal
e S
postnatal
i s

Figure 13 : stratégie du diagnostic de la toxoplasmose congénitale (14)

2.6. Prévention

La gravité potentielle de la toxoplasmose, notamment chez le nouveau-né et

'enfant, rend essentielles les mesures de prévention contre cette maladie. Un
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programme frangais de prévention de la toxoplasmose congénitale a été mis en place
depuis 1978 (14).

2.6.1. Prévention primaire

Actuellement, les mesures de prévention primaire sont le seul moyen de
protection des femmes enceintes non immunisées contre la toxoplasmose
(séronégatives). Ces mesures sont cruciales et reposent sur des regles
prophylactiques hygiéno-diététiques. La premiére d’entre elles a été la diffusion, en
1983, d’'une circulaire destinée aux meédecins pour leur permettre d'informer les
femmes enceintes sur les moyens de prévenir la toxoplasmose. Une étude réalisée en
1995 démontre la nécessité de renforcer le programme de prévention primaire, car les
femmes enceintes ne connaissent pas toujours les modes de contamination du

parasite.

Une série de recommandations a été publiée dans le Bulletin Epidémiologique
Hebdomadaire (BEH) en 1996, celles-ci étant toujours pertinentes mais nécessitant
d’étre actualisées (10) :

- Bien cuire la viande (bceuf, mouton, porc, cheval), c’est-a-dire une cuisson d’au
moins 65°C dans toute I'épaisseur de la viande. Eviter la consommation de
viande marinée, fumée ou grillée (comme cela peut étre le cas pour le gibier).

- Lors de la préparation des repas : laver soigneusement les légumes et les
plantes aromatiques surtout s’ils sont terreux et consommés crus. Laver
soigneusement les ustensiles de cuisine ainsi que les plans de travail. Se laver
les mains aprés contact avec des légumes, des fruits ou de la viande crue et
avant de passer a table. Une bonne hygiéne des mains et des ustensiles de
cuisine est importante pendant la grossesse pour éviter la transmission de la
toxoplasmose.

- Eviter les contacts directs avec les objets qui pourraient étre contaminés par les
excréments de chat (comme les bacs des litieres, la terre) et porter chaque fois
des gants en cas de manipulation de ces objets. Désinfecter les bacs des litiéres
de chat avec de I'eau de Javel.

- Eviter le contact direct avec la terre et porter des gants pour jardiner. Se laver
les mains aprés les activités de jardinage mémes si elles sont protégées par
des gants.
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2.6.2. Prévention secondaire

Elle repose sur le dépistage des séroconversions pendant la grossesse. En
effet, le décret de février 1992 impose une surveillance sérologique mensuelle pour
les femmes enceintes séronégatives, de la déclaration de grossesse jusqu’a
'accouchement (24). En revanche, les femmes immunisées avant la grossesse,

immunocompeétentes, ne nécessitent pas de surveillance sérologique spécifique.

Le diagnostic sérologique doit déterminer la date de I'infection maternelle car
cela influence la fréquence et la gravité de 'atteinte foetale. Si une infection maternelle
est suspectée, un traitement immédiat par spiramycine doit étre mis en place (14).

2.6.3. Prévention tertiaire

Elle repose sur le dépistage des toxoplasmoses congénitales grace au diagnostic
prénatal, néonatal et postnatal. Elle consiste a limiter au maximum les complications
plus ou moins tardives chez le nouveau-né, par un programme de surveillance clinique

et thérapeutique approprié (14).

2.7. Traitement
2.7.1. Molécules

L'une des voies métaboliques de Toxoplasma gondi est celle de la synthése des
folates, qui implique deux enzymes : la déhydroptéroate synthétase et la dihydrofolate
réductase (DHFR). Les sulfamides et la pyriméthamine inhibent ces enzymes,
bloquant la synthése de I'acide folique chez le parasite, entrainant ainsi une carence
en folates, ce qui perturbe la synthése des bases puriques, provoquant des anomalies

dans la division cellulaire (14).

¢ Pyriméthamine (Malocide ®): antipaludéen de synthése qui agit comme
antimétabolite en inhibant la transformation de I'acide folique en acide folinique
via la DHFR. Efficace contre les tachyzoites mais inactive sur les kystes, elle
diffuse bien dans les tissus, y compris le placenta et les méninges. Cette
molécule peut entrainer des effets indésirables hématologiques (anémie,
leucopénie, thrombopénie), nécessitant une surveillance biologique
hebdomadaire. Ces effets sont réversibles et peuvent étre prévenus ou corrigés
avec de I'acide folinique.
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e Les sulfamides sont des anti-foliques qui inhibent la synthése de I'acide folique
en bloquant la déhydropteroate synthétase, une autre étape du métabolisme
des folates, ce qui explique leur synergie avec la pyriméthamine. In vivo, les
sulfamides les plus efficaces sont la sulfadiazine (Adiazine ®), un sulfamide a
action rapide et la sulfadoxine, un sulfamide a action prolongée (Fansidar ®, en
association avec la Pyriméthamine).

e Spiramycine (Rovamycine ®): antibiotique macrolide ayant une action
parasitostatique, qui se concentre dans le placenta mais ne le traverse pas
facilement, le rendant peu fiable pour traiter I'infection foetale (17).

2.7.2. Indications

Dés qgu’une infection maternelle est suspectée, un traitement préventif par
spiramycine, a la dose de 9 MU/jour en 3 prises est initie. En 'absence de preuve de
contamination foetale lors du diagnostic prénatal, la spiramycine doit étre poursuivie

jusqu’a I'accouchement.

Si linfection foetale est confirmée, la spiramycine est remplacée par un
traitement renforcé combinant la pyriméthamine et un sulfamide, qui agissent en
synergie sur la voie de synthéese des folates, permettant d’utiliser un plus faible dosage
de pyriméthamine, ce qui réduit le risque hématotoxique. Selon les auteurs, deux
protocoles sont utilisés : pyriméthamine (Malocide ®) (50 mg/ jour) avec sulfadiazine
(Adiazine ®) (3 g/ jour) en deux prises ou l'association pyriméthamine + sulfadoxine
(Fansidar ®) 1 comprimé/20 kg, tous les dix jours, sans dépasser trois comprimés par
prise (19).

L'efficacité du traitement anténatal sur la transmission materno-foetale est
controversée. Initialement, la spiramycine semblait réduire la durée et la sévérité de
l'infection placentaire. Cependant, une étude multicentrique en 1999 et une étude
rétrospective lyonnaise en 2001, n’ont pas trouveé de réduction du taux de transmission
avec le traitement prénatal (19). En 2003, I'étude européenne EMSCOT n’a également
trouvé aucun bénéfice du traitement anténatal, quel que soit le médicament utilisé. Les
auteurs suggérent que seul un traitement débuté dans les deux semaines suivant
l'infection maternelle pourrait étre efficace, ce qui est difficile a réaliser avec un
dépistage mensuel. Enfin, Gras et al., sur une cohorte de 181 enfants vivants infectés,
n’ont pas montré de supériorité du traitement pyriméthamine/ sulfamide par rapport a
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la spiramycine, pour prévenir les lésions oculaires et intracraniennes (19). Linitiation
d’un traitement anti-toxoplasmique pendant la grossesse est donc controversée, seule
une étude contrbélée randomisée permettant de clarifier son efficacité et le choix de la

molécule a utiliser.

Chez les enfants infectés avec certitude, le traitement postnatal consiste
généralement en une thérapie combinée de pyriméthamine et de sulfamides,
administrée de maniere continue pendant environ un an. Ce traitement peut faire
appel, soit a l'association fortement dosée de pyriméthamine et sulfadiazine
administrée quotidiennement (pyriméthamine : 1 mg/kg/jour en 1 prise pendant 2 mois
puis 0,5 mg/kg/jour les 10 mois suivants, et sulfadiazine : 100 mg/kg/jour en 2 prises),
soit a I'association moins dosée de pyriméthamine et sulfadoxine (pyriméthamine :
1,25 mg/kg/10 jours et sulfadoxine : 25 mg/kg/10 jours), administrée tous les dix jours.
Les résultats a moyen terme semblent similaires, quel que soit le sulfamide utilisé ;
I'association pyriméthamine-sulfadoxine étant avantageuse en raison de sa facilité
d’utilisation et de sa meilleure observance grace a demi-vie plus longue et par

conséquent, des prises moins fréquentes.

Il est courant d’observer un rebond sérologique avec une augmentation des
niveaux d’lgG spécifiques ainsi que parfois une nouvelle production d’lgM et/ou d’IgA
apres l'arrét du traitement. Ce phénomeéne est rarement lié a une véritable poussée de
choriorétinite évolutive et seule une Iésion oculaire active nécessite une reprise du

traitement, parfois associée a une corticothérapie.
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Partie 2 : Revue de la littérature

1. Objectifs

Dans le cadre du dépistage de la toxoplasmose, plusieurs tests sérologiques
ainsi que divers kits commerciaux et automates sont disponibles pour la détection des
anticorps anti-Toxoplasma gondii (IgG et IgM). Cette variété d'options, bien
qu’avantageuse, entraine une grande variabilité dans les résultats obtenus par les
laboratoires utilisant différents kits commerciaux. Une telle disparité peut conduire a
des résultats inexacts ou mal interprétés avec des conséquences potentiellement
graves pour les patients, en particulier pour les femmes enceintes, avec notamment

des erreurs de diagnostic et des traitements inappropriés (35).

Il est donc crucial de connaitre les performances des tests disponibles, en
particulier leur sensibilité et spécificite. Ces deux paramétres sont essentiels pour
évaluer l'efficacité d’'un test a détecter correctement les anticorps sans produire de
faux positifs ou de faux négatifs. Nous pouvons définir la sensibilité comme la
probabilité du résultat positif du test chez les patients porteurs de la maladie telle
qu’elle est définie par le gold standard, il s’agit du taux de vrais positifs. La spécificité
est la probabilité du résultat négatif du test chez les patients définis comme non
malades, appelée également taux de vrais négatifs.

D’autres criteres doivent également étre pris en compte pour choisir le kit le plus
approprié (36). Parmi ces critéres, la robustesse du test est primordiale. Un test
robuste produit des résultats fiables et reproductibles, méme dans des conditions
variées. Le délai d’obtention des résultats est également important, surtout dans un
contexte clinique pour lequel le temps de réponse peut affecter les décisions de

traitement.

Les objectifs de dépistage varient selon les patients testés. Par exemple, pour
les femmes enceintes, il est nécessaire d’utiliser un test trés spécifique avec peu de
faux positifs dans la détection des IgG afin d’éviter de considérer une femme enceinte
comme immunisée et de négliger le suivi pendant la grossesse. En revanche, chez les
patients immunodéprimés une technique tres sensible pour la détection des IgG est
essentielle pour éviter des résultats faussement négatifs, méme lorsque les niveaux
d’'lgG sont tres bas (37). Chez le nouveau-né, une bonne sensibilité du test est

importante pour mettre en évidence une séroconversion ainsi que pour I'exclusion
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d’'une toxoplasmose congénitale aprés un an de suivi. Dans la plupart des cas, les IgG
détectées sont transmises par la mére ; I'idéal est de pouvoir les différencier des IgG
néosynthétisées, ce qui est impossible avec les tests immunoenzymatiques d’ou

I'utilisation du profil comparé mére/enfant qui permet leur détection (38).

La seérologie se place en premiére ligne pour déterminer le statut
immunologique chez une femme enceinte, dater l'infection par rapport a la conception
et évaluer le risque d’infection foetale. Les tests doivent donc étre précis et offrir des
performances fiables (39). Pour les IgG, la spécificité est primordiale, surtout dans le
contexte actuel de diminution de la prévalence. Pour les IgM une sensibilité élevée est
nécessaire, car des faux négatifs pourraient retarder le début du traitement, qui doit
étre introduit dans les trois semaines suivant l'infection, comme démontré dans

plusieurs études (39).

D’autres parts, de récentes études montrent un nombre élevé de faux positifs
en IgM chez les femmes enceintes, pouvant étre di a un défaut de performance du
test ou a des IgM résiduelles d’'une infection ancienne (35). Cela peut entrainer des
inquiétudes inutiles, des tests répétes, voire des avortements thérapeutiques chez les

femmes enceintes.

Pour pallier ces difficultés lors de l'interprétation, notamment des IgM, ces tests
sont utilisés en combinaison avec d’autres comme lindice d’avidité des IgG,
particuliéerement utile pour démontrer une infection ancienne, ou I'analyse du titre en
IgG sur deux sérums du méme patient prélevés a trois semaines d’intervalle, une
élévation du titre en IgG dans le temps suggérant une infection acquise récemment
(35).

Concernant I'indice d’avidité, le calcul de celui-ci n'est pas standardisé entre les
laboratoires et peu de connaissances existent sur sa variabilité et sa reproductibilite.
En effet, la maturation des IgG varie considérablement entre les individus. Il a été
observé chez de nombreux patients la persistance d’un faible indice d’avidité, méme
plus de quatre mois aprés l'infection (40). De méme, la maturation des IgG serait
souvent retardée chez les femmes enceintes par rapport aux autres individus. Il est
nécessaire de mener des études plus approfondies pour clarifier le processus de
maturation de l'avidité chez les femmes enceintes, surtout si celle-ci sont traitées
pendant la grossesse, par rapport aux individus qui ne le sont pas. La maturation lente
de l'avidité pouvant persister pendant des années selon l'individu, une faible avidité
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n’est donc pas un argument suffisant pour confirmer une récente séroconversion, et

encore moins pour prescrire une procédure invasive telle que 'amniocentese (41).

La divergence entre les résultats (pour les 1gG et les IgM) peut s’expliquer par
les différences entre les antigénes utilisés dans les kits. Ainsi, la sensibilité et la
spécificité d’un test sérologique dépendent largement des antigénes choisis (35).

La plupart des tests commerciaux utilisent des antigénes natifs, souvent extraits
de toxoplasmes entiers, préparés chez les souris ou en culture cellulaire. Cependant,
ces antigénes posent des problémes de standardisation, car ils sont préparés par des
meéthodes variées et peuvent étre contaminés par des matériaux exogénes, créant une

grande variabilité entre les tests.

Depuis quelques années, les antigénes recombinants ont été introduits pour le

diagnostic sérologique de la toxoplasmose, présentant plusieurs avantages (35,42) :

- Variabilité d’antigénes utilisés : antigénes de surface, antigénes de granules
denses et antigénes de rhoptries.

- Spécificité aux différentes phases de linfection par T. gondii, permettant de
distinguer une toxoplasmose aigué d’une infection ancienne ou chronique. En
effet, les protéines distinctes de la phase tachyzoite ou bradyzoite peuvent étre
utilisées pour reconnaitre les anticorps spécifigues a chaque phase de

I'infection.

La comparaison des kits commerciaux pour la détection des anticorps anti-
toxoplasmiques est essentielle pour optimiser le dépistage de la toxoplasmose. Cette
évaluation doit tenir compte de la sensibilité et de la spécificité des tests, mais aussi
de la robustesse, du délai d’'obtention des résultats et de la nécessité ou non d’un
personnel qualifié. Cette approche permet de choisir les outils les plus adaptés aux
besoins des laboratoires et d’améliorer la qualité des diagnostics pour les patients.

2. Comparaison de différents kits pour la détection des IgG

et IgM anti-toxoplasmiques

Parmi les nombreux kits de détection des IgM et IgG dans le cadre du dépistage
de la toxoplasmose, certains sont plus couramment utilisés, qu’il s’agisse de
laboratoires de routine ou des centres spécialisés. Nous avons analysé les
performances de cinq d’entre eux (Architect ®, Liaison ®, Platelia ®, Vidas ®, IDS-
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iISYS ®), en comparant leur sensibilité et spécificité respectives pour la détection des
lgG et des IgM.

2.1.Détection des IgM

2.1.1. Sensibilité

L'apparition des IgM se fait généralement en moins d’'une semaine apres
I'infection, avec un pic atteint a différentes périodes selon le test utilisé. Marqueurs
précoces et sensibles de toxoplasmose aigué, ils peuvent persister jusqu’a dix-huit
mois aprés linfection, pouvant rendre difficile et insuffisante l'interprétation basée

uniquement sur la présence d’IgM.

Chez les femmes enceintes, la sensibilité de la détection des IgM est cruciale
pour confirmer une infection, le traitement devant étre mis en ceuvre le plus rapidement

possible aprés une possible séroconversion (41).

Parmi les tests évalués dans cette population, la sensibilité varie de 63,6 %
(Architect ®) a 94,4 % (Platelia ®) (Tableau 1), avec une probabilité non négligeable
de faux négatifs en IgM, posant un risque de manquer le diagnostic d’'une infection
acquise récemment, ce qui est particulierement critique dans cette partie de la

population.

La présence d’IgM dans le sang périphérique étant un indicateur de
toxoplasmose congénitale, il est nécessaire pour le test utilisé d’avoir une bonne
sensibilité afin d’éviter les erreurs de diagnostic ou les retards de traitement. Le gold-
standard pour le diagnostic post-natal de la toxoplasmose congénitale par détection
d’'IgM est I'ISAGA, c’est pourquoi il était utilisé comme test de référence lors de

divergences entre les résultats de deux tests évalués.

La sensibilité pour la détection des IgM chez les nouveau-nés, dans les articles
étudiés, est assez variable, allant de 17,5 % avec Vidas ® a 75,63 % avec Platelia ®
(Tableau 1), les performances globales de ces tests étant jugées suffisantes pour le
diagnostic de la toxoplasmose congénitale (38). Par ailleurs, il a été démontré que le
traitement anti-toxoplasme instauré pendant la grossesse est associé a une diminution
de la fréquence de détection des IgM (et IgG) chez le nouveau-né. Cette baisse de
sensibilité nécessite d’utiliser des tests trés efficaces pour éviter les faux négatifs et
pouvoir ainsi traiter précocement le nouveau-né pour éviter le risque de complications
(43). De plus, I'absence d’IgM a la naissance peut également étre liée a une synthése

transitoire par le foetus, surtout si l'infection a eu lieu tét pendant la grossesse.
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2.1.2. Spécificité

Il est nécessaire que le test utilisé présente également une spécificité élevée
pour la détection des IgM, car la découverte d’IgM isolées pendant la grossesse est
interprétée comme un marqueur d’infection aigué, pouvant créer une situation
anxiogéne. Les IgM non spécifiques sont frequemment observées chez les femmes
enceintes. Leur origine n’étant pas bien comprise, un contréle rapide sera, dans tous

les cas, nécessaire pour confirmer ou exclure une infection aigué (44).

Chez les femmes enceintes, la spécificité des tests évalués pour la recherche
d’'IgM est, de maniere générale excellente, allant de 95,2 % avec Liaison Toxo IgM I
®, a 100% avec Vidas Toxo IgM ® et Architect Toxo IgM ®, mais nous retrouvons,
dans une étude récente (33), une spécificité qui semble diminuée pour Architect ®
(60,4 %), Platelia ® (24,4%) et Vidas ® (71,16%) (Tableau 1).

La spécificité est également trés satisfaisante globalement chez les nouveau-
nés, allant de 92,8 % avec Platelia Toxo IgM a 100% avec Vidas Toxo IgM et Architect
Toxo IgM (Tableau 1). Toutefois, des IgM maternelles peuvent se retrouver dans le
sang de cordon d’'un nouveau-né sain, issues d'une contamination lors de la
délivrance. Il ne s’agit pas réellement de faux positifs, mais cela diminue la spécificité
des tests (38).
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Tableau 1 : Comparaison des tests pour la détection des IgM

Technique | Fabricant Antigénes Population Nombre Sensibilité | Spécificité Références
de (%) (%)
sérums
Architect Abbott CLIA Lysat Nouveau-né 384 55,77 97,16 (38)
Toxo IgM d'antigénes
T.gondii
(contenant
protéine P30) Femmes 730 89,9 99,8 (41)
enceintes
Femmes 500 63,6 100 (45)
enceintes
Femmes 413 95,7 60,4 (33)
enceintes
Nouveau- 285 48,6 100 (33)
nés
Platelia BioRad EIA Antigénes de T. Nouveau- 432 75,63 92,78 (38)
Toxo IgM gondii inactivé nés
Nouveau- 115 59,2 ND (43)
nés
Nouveau- 344 64,6 95,4 (33)
nés
Femmes 59 94,4 24 .4 (33)
enceintes
Vidas Toxo | BioMérieux ELFA | Antigénesde T. Nouveau- 357 58,25 97,55 (38)
IgM gondii inactivé nés
Nouveau- 177 17,5 100 (33)
nés
Femmes 500 81,8 100 (45)
enceintes
Femmes 78 81,8 71,16 (33)
enceintes
Liaison Diasorin CLIA | Antigénesde T. Nouveau- 31 56,55 97,2 (38)
Toxo IgM II gondii inactivé nés
Femmes 884 90,6 95,2 (33)
enceintes
Dépistage 1488 96,7 95,4 (40)
de routine
Femmes 500 81,8 98,7 (45)
enceintes
TGS TA IDS-iSYS CLIA | Antigénesde T. Femmes 783 75 99 (44)
Toxo IgM gondii purifié enceintes
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2.2.Détection des IgG

2.2.1. Sensibilité

Pour rappel, les IgG peuvent étre détectées deux a trois semaines apres
I'apparition des IgM, avec un pic entre un et deux mois, persistant de fagon résiduelle
tout au long de la vie et sont ainsi considérées comme des marqueurs d’infection
ancienne (42). Le test de référence pour confirmer ou infirmer la présence d’'IgG en
cas de divergence entre deux techniques est le Dye-test, mais I'lFI et le Western-Blot

sont aussi couramment utilisés.

Un ensemble d’articles a été évalué afin d’examiner la sensibilité des tests
immunoenzymatiques utilisés pour la détection des IgG. La plupart de ceux-ci
concernait le dépistage d'une infection toxoplasmique chez les femmes enceintes ou
d’'une toxoplasmose congénitale chez les nouveau-nés de méres infectées pendant la
grossesse. Un seul article concernait les patients immunodéprimés, pour lesquels les
titres en IgG peuvent étre assez bas (37). Nous retrouvons donc des sensibilités plus
faibles pour cette catégorie de patient, allant de 13,4 % avec Liaison Toxo IgG Il ® a
46,3 % avec TGS TA Toxo IgG/IDS-iSYS ®. Il est mis en évidence que ces tests ne
sont pas adaptés pour détecter de faibles taux d’'lgG sans ajuster les seuils
recommandés par les fournisseurs, ce qui est nécessaire pour éviter les faux négatifs

et ainsi le risque de toxoplasmose généralisée chez ces patients plus fragiles.

Dans la population de femmes enceintes, la sensibilité pour la détection des I1gG
se revele importante pour initier le suivi pendant la grossesse. En effet, si le test utilisé
ne présente pas une sensibilité suffisante, le risque est d’entrainer un suivi inutile chez
un nombre élevé de femmes enceintes, représentant un colt important pour le
systéme de soin, ainsi que de possibles inquiétudes durant la grossesse (41). La
sensibilité est globalement satisfaisante pour 'ensemble de ces tests, supérieure a 90
% pour chacun d’entre eux (Tableau 2). Cependant, la sensibilité de I'Architect ®
descend a 84,4%, lorsque les résultats de la zone d’incertitude sont exclus du calcul
ou sont considérés comme négatifs. Elle remonte a 93,8% lorsque ceux-ci sont

considérés comme positifs (45).

Chez les nouveau-nés, la sensibilité dans la détection des IgG est également
satisfaisante, supérieure a 90% pour les quatre tests évalués (Tableau 2) (38),
Architect ® présentant le meilleur résultat (95,5%) dans cette catégorie de patients.
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2.2.2. Spécificité

Comme rappelé précédemment, la spécificité de la détection des IgG est
indispensable lors du dépistage de routine, afin d’éviter de considérer a tort une femme
immunisée contre la toxoplasmose, et donc de limiter le suivi et retarder I'éventuelle

prise en charge (44).

Tous les tests évalués dans ces différentes études chez les femmes enceintes
bénéficient d’'une excellente spécificité. Celle-ci est tres légérement plus faible avec
Liaison Toxo 1gG Il (96,8 %) et trés proche de 100 % avec Architect Toxo IgG (de 99,1
a 99,8 %) (Tableau 2). La fiabilité d'un test positif en IgG permet donc d’affirmer une

immunité acquise.

Chez les nouveau-nés, dans le contexte de toxoplasmose congénitale, plusieurs
pieges peuvent avoir un impact sur la performance des tests, notamment la présence
d’IgG chez un nourrisson non infecteé, liées a la transmission maternelle passive. Il ne
s’agit pas la de faux positifs, mais la spécificité du test peut en étre diminuée (38). De
ce fait, la spécificité n’a pas été comparée entre les différents tests pour la détection

des IgG, dans cette catégorie de la population.
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Tableau 2 : Comparaison des tests pour la détection des IgG

Technique Fabrica Méthode Antigénes Population Nombre Sensibilité Spécificité (%) Références
nt de sérum (%)
. . 99,8
Architect Abbott CLIA Recombina Femmes 2992 90,7 (36)
Toxo IgG nts : P30 enceintes,
(SAG1) et autres
P35 (GRA8
35 ) Immunodé 367 43,9 100 (37)
primés
Nouveau- 447 95,53 ND (38)
nés
Femmes 730 97,5 99,1 (41)
enceintes
Femmes 500 84,4 99,5 (45)
enceintes
. ) - 99,4
Platelia BioRad EIA Antigénes Autres 1436 96,4 (36)
Toxo IgG de T. gondii
inactivé Immunodé 366 36,6 100 (37)
primés
Nouveau- 447 90,2 ND (38)
nés
- s - 99,8
Vidas BioMérie ELFA Antigéne de Autres 3368 95,5 (36)
Toxo IgG ux T. gondii
inactivé Immunodé 366 37,8 100 (37)
primés
Nouveaux- 309 91,52 ND (38)
nés
Femmes 500 93,8 99,3 (45)
enceintes
L - . 99,5
Liaison Diasorin CLIA Antigéne de Autres 1381 94,8 (36)
Toxo IgG Il T. gondii
inactive Immunodé 367 13,4 100 (37)
primés
Nouveau- 310 94,01 ND (38)
nés
Depistage 1488 99,3 96,8 (40)
de routine
Femmes 500 93,8 99,3 (45)
enceintes
TGS TA IDS-iSYS CLIA Antigéne de Autres 1137 97 97 (36)
Toxo IgG T. gondii
purifié Immunodé 367 46,3 96,7 (37)
primés
Femmes 783 97 97 (44)
enceintes
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3. Place du CHU de Lille

Le Centre Hospitalo-Universitaire (CHU) de Lille se place comme un laboratoire de
référence concernant le diagnostic de la toxoplasmose, qu’il s’agisse de dépistage de
femmes enceintes ou d’établir le diagnostic de certitude d’'une toxoplasmose
congénitale ainsi que la recherche dimmunité acquise chez les patients
immunodéprimés. De ce fait, un certain nombre de laboratoires, des centres
hospitaliers périphériques aux laboratoires de ville, font appel a cette expertise lors

d’un cas suspect de toxoplasmose.

Disposant de techniques sérologiques de premieres et secondes lignes, ainsi que
de tests de confirmation tels que I'lSAGA (anciennement) ou le Western-Blot, le CHU
permet ainsi de confirmer ou d’exclure une potentielle infection, toute catégorie de
patients confondue ; I'activité de routine étant surtout concentrée chez les femmes

enceintes et le suivi de nouveau-nés.

3.1. Technique de premiére intention

Lors du dépistage d’une infection par T. gondii, la recherche d’IgM et d’IgG est
réalisée sur I'Alinity i (Abbott ®), dont les performances correspondent a celles de
'Architect ®. Il s’agit d'un dosage immunologique micro particulaire par
chimiluminescence (CLIA) (Annexe 1).

Concernant ce kit de dépistage, la sensibilité pour la détection des IgM et des IgG
est satisfaisante, globalement supérieure a 90 %, surtout pour les IgG, sauf pour les
patients immunodéprimés bien qu'il reste fiable pour le dépistage chez les patients
avec un faible titre en IgG (37). Néanmoins, une étude démontre une meilleure
sensibilité pour la détection des IgG pour Vidas ® et Liaison ® par rapport a Architect
®, méme lorsque les résultats de la zone d’incertitude sont considérés comme
négatifs, ligne de conduite la plus sure dans un contexte de dépistage de la
toxoplasmose aigué chez les femmes enceintes, permettant d’assurer un suivi
pendant la grossesse (45). Une autre étude nous montre qu’Architect ® aurait une
meilleure sensibilité pour la détection des IgG en cas de séroconversion, mais avec
une persistance des IgG positifs dans les sérums de nouveau-nés sans toxoplasmose
congénitale pendant une durée plus longue que les deux autres tests auxquels il était
comparé (45) ; or la négativation des IgG chez les enfants non infectés permet de

conclure définitivement a I'absence de toxoplasmose.
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La spécificité est excellente, avec des valeurs trés proches de 100 % (Tableau 2)
pour la détection des IgG (99,1 a 100%), ce qui est nécessaire pour le dépistage des

femmes enceintes ; mais Iégérement moins bonne pour les IgM (60,4 % a 100 %).

Cependant d’autres critéres peuvent également étre pris en compte pour évaluer
les performances de ce test. En effet, lors d’'une séroconversion, le diagnostic de
toxoplasmose ne peut se faire que lors de l'apparition des IgG ; ainsi le délai de
détection des IgG parait étre un point important lors du choix d’'une technique. Celui-
ci a été étudié sur 127 sérums de femmes enceintes, avec une apparition en deux
semaines et un plateau en seize semaines (46). Dans une autre étude, I'impact du
traitement de la mére pendant la grossesse sur la détection des immunoglobulines a
la naissance a été évalué, montrant ainsi que bien que la sensibilité soit diminuée si
un traitement avait été instauré, c’était Architect (Abbott ®) et Liaison (Diasorin ®) qui
présentaient les meilleurs résultats, par rapport a Platelia (BioRad ®) et Vidas
(BioMérieux ®) (38). De plus, Abbott ® montre une meilleure sensibilité dans la
détection des IgG lorsque l'infection maternelle a lieu au 3¢ trimestre, avec donc de
trés faibles taux voire une absence d’lgG chez le nouveau-né ; cela pourrait étre
expliqué par la composition antigénique du réactif qui permettrait une détection plus
précoce des IgG néosynthétisées (38).

Le délai d’apparition des IgM, qui sont considérées comme un marqueur d’infection
aigué et comme un signal pour des investigations afin d’affirmer ou non une
toxoplasmose aigué, est également un critére intéressant a évaluer. Une étude montre
des performances similaires pour Architect ® et Vidas ®, et une apparition plus tardive

avec Liaison ® (45).

Ainsi, avec tous ces éléments, I'Alinity i ® (ou Architect ®) d’Abbot semble fiable
pour toutes les situations cliniques concernant la sérologie de la toxoplasmose. De par
sa spécificité et sensibilité élevées pour la détection des IgG et sa sensibilité pour la
détection d'une séroconversion, il s’agit d’'un test performant pour la détection
d’infections récentes (41).

3.2. Technique de seconde intention

Lorsqu’un résultat apparait douteux pour un sérum avec I'Alinity i ®, pour les IgM
comme pour les 1gG, celui-ci est contrélé par une autre technique: Vidas ®

(BioMérieux) afin de confirmer ou non les résultats précédemment obtenus. |l s’agit
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d'un test quantitatif permettant la mesure des IgG ou IgM anti-toxoplasmiques par

technique ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay).

La sensibilité de ce test pour la détection des IgM est variable selon les études
avec des valeurs allant de 17,5 % chez les nouveau-nés a 81,8 % chez les femmes
enceintes (Tableau 1). Elle est plus élevée pour la détection des IgG, avec des valeurs
allant de 91,52 % a 95,5 %, sauf pour les patients immunodéprimeés (37,8%) comme
nous l'avons vu précédemment avec Alinity i ® (Tableau 2).

La spécificité est en revanche excellente avec des valeurs tres proches de 100 %
pour la détection des IgM et des IgG, toutes populations confondues.

Ces parameétres, calculés dans une étude, ont montré une sensibilité plus élevée
du Vidas ® par rapport a I'’Architect ®, notamment dans la détection des IgM, 'absence
de faux négatifs en IgM étant un élément important pour le dépistage des femmes
enceintes (45). En revanche, concernant les |gG, ceux-ci étaient détectés plus t6t avec
Architect ® ou Liaison ® par rapport au Vidas ®. Les performances étaient similaires
entre Vidas ® et Architect ® concernant le délai de détection des IgM en cas de

séroconversion.

Chez les enfants suivis a la naissance mais sans toxoplasmose congénitale les
IgG étaient détectées pendant une période moins longue avec Vidas ® qu’avec les
deux autres tests; ceci permettant d’affirmer plus rapidement l'absence de

toxoplasmose congénitale, bien que le suivi doive étre réalisé pendant un an.

Les performances du Vidas ® semblent donc étre similaires avec des tests
commerciaux plus récents ; avec méme une meilleure sensibilité pour le dépistage
(IgM et IgG) chez les femmes enceintes que d’autres tests tels que Liaison ® ou
Architect ® (45). Dans les cas de séroconversion, Vidas ® détecte les IgM aussi t6t
que les autres tests, mais est moins puissant dans la détection précoce des IgG

nouvellement synthétisées.

Pour résumer, le test Vidas ® répond aux besoins des laboratoires de routine pour
les petites séries en tant que test de dépistage de premiére ligne. Il est également
adapté comme test de deuxiéme ligne pour les laboratoires experts, souvent sollicités
pour des confirmations, grace a sa haute spécificite.
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3.3. Test d'avidité

Lorsque la situation I'exige, le calcul de l'indice d’avidité se réalise grace a I'Alinity
i ® (Abbott) au CHU de Lille. Il s’agit d’'un test immunologique par chimiluminescence
en deux étapes (Annexe 2).

L'évaluation de quatre tests d’avidité (Architect ®, Vidas ®, Platelia ®, Liaison
®) a éte réalisée en 2013 chez des patients immunocompétents et immunodéprimeés
présentant une toxoplasmose aigué ou chronique (42). Le test Vidas ® a montré la
meilleure performance pour le diagnostic d’'une toxoplasmose latente. De son cote,
Architect ®, utilisant des antigénes spécifiques des tachyzoites, P30 (SAG1) et P35
(GRAS8), a déemontré une meilleure performance pour le diagnostic d’infection latente
mais avec présence d’IgM résiduelles. En outre, le test Architect ® peut étre utilisé
pour éliminer une infection aigué a T. gondii chez une femme enceinte, 100% des

sérums de la phase aigué ayant été détectés avec une faible avidité.

Le parametre le plus important d’'un test d’avidité étant sa capacité a détecter
des avidités élevées en cas de toxoplasmose chronique, c’est, dans une autre étude,
le test Vidas ® qui a montré le plus de valeurs élevées, permettant une meilleure
identification des infections anciennes. Cette observation est concordante avec
d’autres études, qui indiquent également que le test d’avidité Vidas ® est le plus précis
pour détecter les infections datant de plus de quatre mois par rapport a d’autres tests
commercialisés (45).

Une étude analysant les performances du test Architect ® chez les femmes
enceintes met en évidence qu’'un indice d’avidité élevé en cas de positivité des IgG et
des IgM est un bon indicateur qu’une infection aigué (datant d’il y a moins de 4 mois)
peut étre exclue en utilisant ce test (41).
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Partie 3 : Comparaison de deux kits de réactifs

1. Objectif du travail

L'objectif de ce travail est de comparer les performances du kit de dépistage de la
toxoplasmose utilisé au CHU de Lille en premiére ligne (Alinity i ®) avec celles d’'un
autre kit : IDS-iISYS ®. Cette comparaison porte sur la sensibilité, la spécificité et la
concordance entre ces deux tests ainsi que sur la cinétique d’apparition et de
disparition des anticorps. Le but est de les situer par rapport aux nombreux réactifs

existants et de fournir davantage de données pour une évaluation plus compléte.
2. Matériel et méthodes

2.1.Echantillons et patients

Pour réaliser ce travail, un total de 169 échantillons de sérum a été analyseé dont
134 ont permis la comparaison de la sensibilité, la spécificité et la concordance entre
les deux tests et 35 ont été utilisés afin d’analyser les indices d’avidité obtenus.

Dans un premier temps, les 134 échantillons ont été sélectionnés selon les

résultats obtenus en routine, formant ainsi 6 catégories :

- 1gG +etIgM -

- 1gG faiblement + et IgM —

- 1gG+etigM +

- 1gG —etlIgM —

- 1gG — et IgM + spécifiques

- 1gG — et IgM + non spécifiques

Ceux-ci ont pu ensuite étre divisés en trois groupes principaux, par 'analyse des

données du patient et les tests de confirmation éventuels :

- Groupe 1 : Surveillance sérologique de nouveau-nés de meres suspectées de
seéroconversion pendant leur grossesse (n = 41)

- Groupe 2 : Surveillance de femmes enceintes (n = 78)

- Groupe 3: Regroupement des autres prélevements comprenant des
immunodéprimés (n = 4), des réactivations (n = 3), et des bilans d’adénopathies
(n=8).

D’autres parts, pour I'analyse des indices d’avidité entre les deux méthodes, 3

groupes sont également définis :
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Groupe 1 : Toxoplasmose Acquise Récente (TAR)
Groupe 2 : Immunisation ancienne

Groupe 3 : Autres

Tous ces sérums ont été analysés en routine durant 'année 2023 au CHU de Lille,

avec dans un premier temps un dépistage avec le kit Alinity Toxo ® (IgM et IgG) et,

dans les cas le nécessitant, une confirmation par Vidas Toxo ® (IgM et IgG) et/ou par
Western-Blot (LDBIO Toxo Il IgG ou IgM ®).

lls ont été conservés depuis la date de leur analyse a -30°C, soit dans le service

de Parasitologie-Mycologie, soit au Centre de Conservation des Echantillons (CDCE).

Apreés le passage sur le deuxieme automate testé (IDS-iISYS ®), ils ont, de nouveau,

été congelés, en cas d’erreur ou de passage supplémentaire nécessaire.

2.2. Principe des techniques

2.2.1. Alinity Toxo ® (IgG et IgM)

Le dosage des IgG et des IgM par chimiluminescence permet la détermination

quantitative des anticorps anti-Toxoplasma gondii dans le sérum ou le plasma du

patient (Annexe 1).

Pour les IgG, le dosage se réalise en deux étapes ; dans un premier temps
lincubation de [I'échantillon pré-dilué avec des microparticules
paramagnétiques recouvertes d’antigénes recombinants de T. gondii (P30 =
SAG 1 et P35 = GRA 8). Les anticorps spécifiques présents dans I'échantillon
vont se lier aux microparticules recouvertes d’antigénes recombinants. Apres
une étape de lavage, un conjugué d’anticorps murins anti-lgG humaine, marqué
a I'acridinium est ajouté pour former un mélange réactionnel. Aprés une période
d’incubation et un second lavage, des solutions de pré-activation et d’activation
sont ajoutées et la réaction de chimiluminescence résultante est mesurée en

Unités Relatives de Lumiére (URL).

Le dosage des IgM se produit également en deux étapes, en commengant par
lincubation de [I'échantillon pré-dilué avec des microparticules
paramagnétiques recouvertes d’anticorps anti-IgM humaines (monoclonaux et
provenant de souris). Les IgM présents dans I'’échantillon, dont les IgM

spécifiques anti-toxoplasmes, se lient aux microparticules recouvertes
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d’anticorps anti-IgM humaines pour former un complexe anticorps-anticorps.
Aprés une étape de lavage, un complexe [fragment f(ab’)2 (marqué a
I'acridinium) d’anticorps dirigé contre I'antigéne P30 du toxoplasme — lysat natif
de T. gondii contenant I'antigéne P30] est ajouté. Le mélange est incubé, et se
forme alors un complexe anticorps-anticorps conjugué. Aprés un second
lavage, les solutions de pré-activation et d’activation seront ajoutées pour

permettre la réaction de chimiluminescence.
2.2.2. IDS-iSYS Toxo ® (IgG et IgM)

Il s’agit également d’'une méthode basée sur le principe de la chimiluminescence
(Annexe 3).

e Pour les IgG, I'échantillon du patient pré-dilué est incubé avec des particules
magneétiques recouvertes d’antigénes purifies de T. gondii. Aprés une étape de
lavage, une immunoglobuline anti-IgG humaine spécifique marquée a
'acridinium est ajoutée. Les particules magnétiques sont ensuite capturées
avec un aimant et un lavage est effectué pour éliminer tout analyte non lié. Les
réactifs déclencheurs sont ajoutés et la lumiére résultante émise par le
marquage a l'acridinium est directement proportionnelle a la concentration

d’analytes du mélange.

e Concernant les IgM, I'échantillon pré-dilué du patient est incubé avec des
particules magnétiques recouvertes d’anticorps anti-lgM humaines. Aprés une
étape de lavage, des antigénes purifiés de T. gondii spécifiques marqués a
I'acridinium sont ajoutés. Les particules magnétiques sont alors capturées par
un aimant et un lavage a lieu pour éliminer les analytes non liés. Les réactifs
déclencheurs sont ensuite ajoutés et la lumiére résultante émise par le
marquage a l'acridinium est proportionnelle a la concentration d’analyte dans

I’échantillon.

2.3. Analyses statistiques

La concordance réelle entre le réactif de dépistage au laboratoire (Alinity, Abbott
®) et le réactif IDS sur iISYS a été étudiée par le coefficient k de Cohen dont

l'interprétation est la suivante :

- 0,8 a 1 = concordance parfaite
- 0,6 2 0,8 = concordance moyenne
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- < 0,6 = concordance imparfaite

Ce test permet d’évaluer la proportion de I'accord observé par rapport a I'accord qui
pourrait étre d au hasard. Un k de 1 correspond a un accord parfait, tandis qu’un K
de 0 est un accord par hasard.

Les comparaisons entre les réactifs ont été analysées par le logiciel GraphPad Prism

(version 8), pour les corrélations et les calculs de sensibilité et de spécificiteé.

3. Résultats

3.1.Résultats globaux

3.1.1. Corrélation

Nous avons calculé la corrélation entre les valeurs obtenues pour les IgG avec
Alinity ® et iSYS ®, ainsi qu’entre les valeurs d’lgM de ces deux tests. Pour les IgG, il
existe une faible corrélation, de l'ordre de 0,63 (Figure 14). Elle est lIégérement
meilleure pour les IgM, avec un coefficient de corrélation de 0,86 (Figure 14).

Les valeurs seuils n’étant pas identiques, la dispersion des valeurs entre les
deux réactifs ne permet pas d’établir une corrélation linéaire. Ces réactifs ne sont donc

pas superposables et I'un ne peut pas remplacer 'autre.

A
A

. IgG Alinity -
£ Correlation vs i IgM Alinity
10G YSIS £ Correlation VS.
g IgM YSIS
4 _ .
T earson r 1 |Pearsonr
2 | r 0.6293 2 |t 0.8628
35% conlidonce mtanial |0.5947 50 8 7249 95% confidence interval 08120 to 0.9006
4  Rsquared 0.3961 4 R squared 0.7444
6 Pvalue ' P value
7 | P (two-tailed) <0.0001 7 P (two-tailed) <0.0001
P value summary e P value summary e
9 Significant? (alpha = 0.05) Yes 9 Significant? (alpha = 0.05) Yes
10 10
11 Number of XY Pairs 134 11 Number of XY Pairs 134

Figure 14 : Calcul des coefficients de corrélation pour les IgG et les IgM
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3.1.2. Sensibilité et spécificité

Dans notre cohorte, nous retrouvons avec [l'Alinity ®, pour les IgG, une

sensibilité¢ de 98,25 % associée a une spécificité de 90,70 %. Pour les IgM, la
sensibilité est de 90,74 % et la spécificité de 91,25 % (Tableau 3).

Avec I'iSYS ®, la sensibilité et la spécificité sont respectivement de 97,78 % et
97, 73 % pour les I1gG et de 96,30 % et 90,0 % pour les IgM (Tableau 3).

Tableau 3 : sensibilité et spécificité (IgM et IgG) par Alinity ® et iSYS ®

Sensibilité (IC 95%) Spécificité (IC 95%)

Alinity Toxo IgM ®

iSYS Toxo IgM ®

Alinity Toxo IgG ®

iSYS Toxo IgG ®

3.1.3. Concordance

90,74 (80,09-95,98) 91,25 (83,02-95,70)

96,30 (87,46-99,34) 90,00 (81,49-94,85)

98,25 (95,95-100) 90,70 (78,40-96,32)

97,78 (92,26-99,61) 97,73 (88,19-99,88)

Pour les IgM, afin de calculer le coefficient k pour la concordance entre les deux

tests, nous avons dans un premier temps considéré les résultats douteux (avec iSYS

®) comme étant positifs, puis comme étant négatifs. |l n'y a pas de différence

significative entre ces deux modes de calcul, car le coefficient k était de 0,66 dans le

premier cas et de 0, 659 dans le second (Tableau 4).

Tableau 4 : Calcul du coefficient kappa (IgM)

Total

Pos

43

52

Neg(+4 dtx)

IDS-iSYS

82

Total

56

134

Quantify agreement with kappa results

A B | Total

A | 43 9 52
B 13 | 69 82
Total | 56 | 78 134

Number of observed agreements: 112 ( 83.58% of the observations)
Number of agreements expected by chance: 69.5( 51.84% of the observations)

Kappa= 0.659
SE of kappa = 0.066
95% confidence interval: From 0.529 to 0.789
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Pour les 1gG, nous avons donc directement considéré les résultats douteux
comme étant négatifs (ligne de conduite la plus sure pour le dépistage des femmes
enceintes), avec un coefficient k de 0,88 (Tableau 5).

Tableau 5 : Calcul du coefficient Kappa (IgG)

Quantify agreement with kappa results

A B Total

Routine A &3 ! &

B [} 39 45

Pos Neg Total
Total 94 40 134

Pos 88 1 89 Number of observed agreements: 127( 94.78% of the observations)
Number of agreements expected by chance: 75.9( 56.62% of the observations)

IDS-iSYS

Neg 6 39 45 Kappa= 0.880
SE of kappa = 0.044
Total 94 40 134 95% confidence interval: From 0.793 to 0.966

Ainsi, la concordance est considérée comme « parfaite » pour les IgG, mais reste
moyenne pour les IgM.

3.2.Résultats par groupe

3.2.1. Corrélation

Dans les différents groupes formés, les corrélations entre Alinity Toxo ® et IDS-

iISYS Toxo ® sont les suivantes (Annexe 4) :

- Dans le groupe 1 : la corrélation est de 0,60 pour les IgG et de 0,79 pour les
IgM.

- Dans le groupe 2 : la corrélation est de 0,60 pour les IgG et de 0,87 pour les
IgM.

- Dans le groupe 3 : la corrélation est de 0,89 pour les IgG et 0,55 pour les IgM.

3.2.2. Sensibilité et spécificité

Apres avoir calculé la sensibilité et la spécificité globale de chacune des deux

techniques, nous avons ensuite calculé ces données pour chacun des trois groupes.

Nous observons, pour les IgM, une sensibilité plus élevée pour les groupes 1 et
2 avec iSYS ®, avec des valeurs respectives de 50% et 95,56 % par rapport a Alinity
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® (30% et 74,14 %). Pour le groupe 3, nous retrouvons une sensibilité de 100% avec
les deux réactifs (Tableau 6).

Alinverse, la spécificité est plus élevée pour I‘Alinity ® dans les groupes 1 et 3,
pour lesquels la valeur est de 100 %, contre 83,87% et 72,73% pour iSYS ®. En
revanche, pour le groupe 2, c’est avec iSYS ® que la spécificité est de 100% contre
70% avec Alinity ® (Tableau 6).

Tableau 6 : Comparaison de la sensibilité et de la spécificité des IgM entre Alinity ® et iSYS

®
Sensibilité en % Spécificité en %
(IC a 95%) (IC a 95%)
Groupe 1 Groupe Groupe 3 Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3
2
Alinity 30(10,78a 74,14 100 100 (88,97 70 (48,10 100
60,32) (61,62 (51,01 a a 100) ag8545) (7412a
a 100) 100)
83,65)
iSYS 50 (23,66 a 95,56 100 83,87 100 72,73
76,34) (85,17 (51,01 a (67,37 a (89,57a (43,44 a
a 100) 92,91) 100) 90,25)
99,21)

Le calcul de la sensibilité des IgG ne montre pas de différences significatives
entre Alinity ® et iSYS ®, qu’il s’agisse du groupe 2 ou du groupe 3 ; avec des valeurs
de 96,49 % et 100% pour I'Alinity ® et de 98,15 et 100 % pour I'i'SYS ® (Tableau 7).
La spécificité, pour le groupe 2, est semblable entre I'Alinity ® et I'i'SYS ®, avec des
valeurs respectives de 95,24 % et 95,83%. En revanche, pour le groupe 3, nous
observons une spécificité de 100 % pour I'iSYS contre 87,50 % pour 'Alinity ®
(Tableau 7).

La sensibilité et la spécificité n'ont pas été calculées dans le groupe 1, car
s’agissant de nouveau-nés, le transfert passif des IgG maternelles pourrait interférer

avec les résultats.
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Tableau 7: Comparaison de la sensibilité et de la spécificité des IgG entre Alinity ® et iSYS ®

Sensibilité en % Spécificité en %
(IC a 95%) (IC a 95%)

Groupe 1 Groupe 2 =~ Groupe 3  Groupe 1 Groupe 2  Groupe 3

Alinity 96,49 100 95,24 87,50
(98,083 (64,57 a (77,334 (52,914
99,38) 100) 99,76)  99,36)
iSYS 98,15 100 95,83 100
(90,233 (56,55 a (79,764 (72,254
99,91) 100) 99,79) 100)

3.3.Indices d’avidité

Concernant le calcul des indices d’avidité, nous observons trois résultats douteux
lors du passage sur I'iSYS ®. Parmi ces trois résultats douteux, pour deux d’entre eux,
l'avidité était forte lors du calcul avec I'Alinity ®, correspondant a une infection
ancienne. Pour le dernier, I'avidité calculée avec I'Alinity ® était faible. Il s’agissait, en

effet, d’'une infection récente prouvée (uvéite).

Cependant, pour une patiente chez laquelle la séroconversion était prouvée, et
dont 'avidité avait posé un probléme en routine avec un premier passage sur Alinity ®
et un second passage sur Vidas ®, I'iSYS ® nous rendait ici une avidité faible

correspondant a la séroconversion récente.

3.4.Cinétiques
3.4.1. Nouveau-nés

Nous avons étudié les cinétiques d’apparition et de disparition des IgG et IgM
dans le groupe 1. Pour ce faire, nous I'avons divisé en 2 sous-groupes : d’'une part les
nouveau-nés sans toxoplasmose congénitale, chez qui nous pouvons observer une
disparition des IgG (d’origine maternelle) au cours du temps ; et d’autre part, les

nouveau-nés présentant une toxoplasmose congénitale.

Concernant les nouveau-nés sans toxoplasmose congénitale, nous mettons en
évidence une diminution des IgG équivalente entre Alinity ® et iISYS ®, sauf dans le
cas 1, avec une trés légere ré-augmentation sur le dernier échantillon avec iISYS ®

(Tableau 8). Pour le cas 6, la valeur était encore douteuse en septembre avec Alinity
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® (zone d’incertitude = 1,6 a 3, Annexe 1), alors qu’elle était déja négative avec iSYS
®.

Pour les IgM, nous retrouvons deux cas (cas 2 et 5) pour lesquels les premiéres
valeurs sont positives ou douteuses avec iSYS (seuil de positivité = 16,5, Annexe 3),
alors gu’elles sont négatives avec Alinity ® (Tableau 8).

Tableau 8 : cinétique des anticorps pour 7 cas de nouveau-nés sans toxoplasmose
congénitale

Alinity ® iSYS ® Alinity ® iSYS®

< 1,6 : négatif <1,2:négatif  <0,5:négatif <13,5: négatif
1,6a3: 1,2a1,8: 0,5a0,6: 13,54 16,5 :
équivoque équivoque équivoque équivoque
= 3 : positif = 1,8 : positif 20,6 : positif =~ = 16,5 : positif

1 28/07/2023 94 11,7 0,06 5,54
01/09/2023 45,1 6,5 0,05 3,17
19/09/2023 31,5 7,4 0,05 5,42

2 18/08/2023 50,2 24,6 0,04 21,19
28/09/2023 18] 7,7 0,04 4,58

3 14/08/2023 71,6 10,2 0,05 5,33
14/09/2023 35,9 7,2 0,06 2,20
17/10/2023 18,7 4,3 0,05 0,0

4 06/09/2023 43,6 5,5 0,07 0,0
09/10/2023 24,6 3,6 0,05 4,11
13/12/2023 8,4 1,9 0,05 1,36

5 20/08/2023 115,3 15,6 0,06 15,29
23/08/2023 112,5 10,4 0,05 17,83
27/09/2023 61,4 6,8 0,05 1,77

6 15/09/2023 1,8 0,2 0,06 1,58
16/10/2023 1,0 0,0 0,08 3,24

7 27/07/2023 0,09 0,0 0,06 7,26
12/10/2023 0,4 0,0 0,08 8,87
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Chez les nouveau-nés atteints de toxoplasmose congénitale, a l'inverse, nous
pouvons observer une élévation des IgG jusqu’a un plateau, leur conférant une
immunité protectrice ; et une diminution voire négativation des IgM. Celles-ci se
négativent plus rapidement, dans le cas 2, avec Alinity ®, par rapport a iSYS ®
(Tableau 9).

Tableau 9 : Cinétique des anticorps pour 3 cas de nouveau-nés avec toxoplasmose
congénitale

Alinity ® iSYS ® Alinity ® iSYS ®

< 1,6 :négatif <1,2:négatif <0,5:négatif <135 : négatif
1,6a3: 1,2a1,8: 0,5a0,6: 13,54 16,5 :
équivoque équivoque équivoque équivoque
2 3 : positif > 1,8 positif =~ = 0,6 : positif = 16,5 : positif

1 01/09/2023 68,2 78 0,21 12,55
16/10/2023 86,8 78 0,18 6,14
05/12/2023 33,3 78 0,06 8,76

2 07/07/2023 157,8 25,1 2,51 >200
05/09/2023 4531 75,1 0,30 23,40

3 01/08/2023 33,4 9,9 0,06 3,67
17/10/2023 29,7 11,1 0,10 5,03

3.4.2. Femmes enceintes

Nous avons procédé a la méme évaluation pour les femmes du groupe 3 ayant

contracté une toxoplasmose pendant la grossesse.

Dans un cas (cas 2), nous observons une apparition plus rapide des IgG avec
I'Alinity ® qu’avec l'iSYS ® (Figure 22). En revanche, pour les IgM, dans 2 cas (cas 4
et 5), 'apparition des IgM est plus précoce avec I'iSYS ® qu’avec I'Alinity ® (Tableau
10), permettant d’effectuer des analyses supplémentaires ainsi qu'une éventuelle prise

en charge plus rapide.
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Tableau 10 : Cinétique des anticorps pour 6 cas de femmes enceintes avec séroconversion
pendant la grossesse

Alinity ® iSYS ® Alinity ® iSYS ®
< 1,6 : négatif < 1,2:négatif <0,5 : négatif = <13,5 : négatif
1,6a3: 1,2a1,8: 0,5a0,6: 13,54 16,5 :
équivoque équivoque équivoque équivoque
2 3 : positif = 1,8 : positif 20,6 : positif = 16,5 : positif
1 11/01/2023 6 2,4 2,14 35,92
08/02/2023 77 16 1,56 31,56
2 20/09/2023 4 0,4 6,79 200
11/10/2023 21 6,6 6,96 200
3 31/03/2023 103 64,8 14,81 >200
30/04/2023 166 78,0 13,2 >200
4 18/03/2023 0,0 0,0 0,12 24,58
15/04/2023 6,7 3,0 2,21 74,09
5 25/07/2023 0,1 0,0 0,06 22,20
31/08/2023 127 1 23,4 11,96 >200
6 25/04/2023 0,0 0,0 0,07 5,5
21/07/2023 197 1 25,9 14,26 200

4. Discussion

La diversité des réactifs disponibles, provenant de différents fournisseurs, souléve
une problématique importante en raison des variations de performances qu’ils
présentent. Il est donc essentiel de les évaluer et de les comparer afin de déterminer
celui qui offre le meilleur équilibre entre sensibilité et spécificité. En outre, les objectifs
de dépistage variant en fonction des populations testées, cela doit étre pris en compte

lors du choix du réactif le plus adapte.

En ce qui concerne notre étude, la sensibilité et la spécificité de détection des IgG
et des IgM par Alinity i ® ont été évaluées par le fournisseur (Abbott ®) sur 2464

échantillons provenant d’une large population constituée de femmes enceintes, de
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patients hospitalisés et donneurs de sang. Pour les IgG, la valeur de sensibilité donnée
par le fournisseur est de 99,7% (Annexe 1), comparable a celle que nous avons
calculée sur la population totale (98,25 %, Tableau 3). En revanche, la spécificité que
nous avons estimée en prenant en compte la globalité de notre population (90,7 %,
Tableau 3) semble diminuée comparée a celle donnée par le fournisseur (99,6%,
Annexe 1). Le risque de faux positifs avec le réactif d’Abbot ® (Architect dans cette
étude) a été étudié et pourrait étre lié a une réactivité contre I'antigene P35 (GRA 8),
utilisé par Abbott ® et présent chez d’autres parasites tels que Hammondia hammondi
ou Neospora caninum (47). L'étude plus approfondie de possibles réactivités croisées
doit donc étre realisée.

Concernant les IgM, une étude a également été réalisée par le fabricant (Abbott ®)
sur 2772 échantillons, dans le but de fournir une spécificité relative comparable a celle
d’'un dosage Toxo IgM de comparaison (Annexe 1). Sur la population totale, il était
retrouvé une spécificité de 99,89 %, une valeur supérieure a celle que nous retrouvons
dans notre étude (91,25%, Tableau 3). |l en est de méme pour la population des
femmes enceintes, pour qui Abbott ® fournit une valeur de spécificité de 99,95 %, alors
que nous calculons une valeur de 70% (Tableau 6). Cependant, notre cohorte présente
un biais de sélection, car nous avons choisi des échantillons présentant des IgM non

spécifiques afin de comparer les résultats avec obtenus avec iSYS ®.

La sensibilité et la spécificité (IgG et IgM) du second réactif testé, iISYS ® ont
également été calculées par le fournisseur (IDS ®). La valeur de spécificité relative
fournie par IDS ® pour les IgG est de 100 % (Annexe 3), légérement plus élevée que
la valeur que nous avons calculée (97,73 %, Tableau 3), offrant une trés bonne fiabilité
des résultats. Il en est de méme pour la sensibilité, pour laquelle la valeur du
fournisseur (97,6 %, Annexe 3) est comparable a celle calculée dans notre étude
(97,78 % Tableau 3). Pour les IgM, les valeurs calculées par IDS ® permettent de
prédire d’excellentes performances, avec une spécificité de 100% et une sensibilité de
96,6 % (Annexe 3). Pour ce qui est de notre étude, la spécificité n’est que de 90,0 %,

mais la sensibilité est, elle, similaire a celle fournie par IDS (96,3%, Tableau 3).

En nous intéressant plus spécifiquement au groupe des nouveau-nés (groupe

1), nous constatons une faible sensibilité des deux réactifs pour la détection des IgM
(30% pour Alinity ® et 50% pour iISYS ®, Tableau 6), ce qui présente un risque non
négligeable de faux négatifs et pourrait entrainer un retard dans le diagnostic de la
toxoplasmose chez les nouveau-nés. Cette faible sensibilité est confirmée dans la
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littérature pour le réactif d’Abbott ® chez les nouveau-nés mais n’a pas encore fait
I'objet d’étude dans ce type de population pour IDS ® (33). Pour deux cas de nouveau-
nés atteints de toxoplasmose congénitale dans notre cohorte, les IgM étaient
détectées par iSYS ® mais pas avec Alinity ®, le test de confirmation par ISAGA étant
également positif. Cela met en évidence un des problémes potentiels avec la détection
des IgM, lorsque ceux-ci sont présents a de faibles taux, comme c’est souvent le cas
chez les nouveau-nés. Une autre étude souligne ce risque de faux négatifs en IgM
chez les nouveau-nés, avec 9 échantillons positifs en IgM avec ISAGA mais négatifs
avec un test immunoenzymatique (Liaison ®) mettant en évidence I'importance d’une
confirmation par une deuxiéme méthode lors de la suspicion d’'une infection (35). Ces
tests ayant une sensibilité diminuée, il est préférable d’utiliser d’autres réactifs chez le
nouveau-neé. Le test ISAGA n’étant plus commercialisé depuis mai 2024, il a été établi
que c’est le réactif de Biorad ® (Platelia Toxo IgM) qui serait le plus adapté pour le
remplacer (33,38). Celui-ci présente en effet une sensibilité, une spécificité et une
précision semblables a celles de 'ISAGA. Il semblerait qu’il soit donc le plus approprié
pour devenir le test de référence pour le diagnostic de la toxoplasmose chez les
nouveau-nés de meéres infectées pendant la grossesse. La faible spécificité pour la
détection des IgM pour le réactif d'IDS ® (83,87 %, Tableau 6) ne le rend pas

compatible pour le diagnostic de la toxoplasmose congénitale.

Pour rappel, le dépistage chez les femmes enceintes nécessite un test
spécifique présentant peu de faux positifs en IgG, afin d’éviter de considérer a tort une
femme comme immunisée, ce qui pourrait entrainer un manque de suivi et de
précautions d’hygiéne. Le test doit également avoir une sensibilité élevée dans la
détection des IgM pour éviter les faux négatifs et permettre une détection rapide de
l'infection, ainsi que la mise en place d'un traitement. Pour la détection des IgG, les
deux réactifs présentent une spécificité équivalente (95,83 % pour iSYS ® et 95,24 %
pour Alinity ®, Tableau 7), mais la sensibilité est Iégérement plus élevée avec iSYS ®
(98,15 % contre 96,49 % avec Alinity ®, Tableau 7), ce qui permet le rendu de résultats
fiables dans cette catégorie de population a risque. Concernant les IgM, iISYS ®
présente de meilleures performances dans ce groupe, avec une spécificité de 100 %
(contre 70 % pour Abbott ®, Tableau 6), et une sensibilité de 95,56 % (contre 74,14 %
pour Abbott ®, Tableau 6). Dans 5 cas de discordance entre les deux réactifs, des IgM
sont détectées avec Alinity ® (mais négatives ou douteuses avec iISYS ®) et
correspondent a des IgM résiduelles persistantes d’une infection ancienne. Nous
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pouvons nous interroger sur la véritable interprétation de ces résultats, et s’ils doivent
étre considérés comme de faux positifs. Cela peut dépendre du nombre de tests déja
effectués ; s’il s’agit du premier, il pourrait y avoir une crainte d’infection aigué alors
qu’il s’agit en réalité d’'une infection ancienne (sans risque particulier pendant la
grossesse), entrainant une anxiété inutile et des tests supplémentaires non
nécessaires. Une division de ce groupe en sous-catégories (infection ancienne,
infection récente et absence d’infection) permettrait des résultats plus précis quant aux
performances de ces tests.

La détection des anticorps IgM résiduels est courante chez les patients atteints
de toxoplasmose chronique. Pour éviter des diagnostics erronés d’infections aigués, il
serait préférable de sélectionner des tests ayant une capacité réduite a détecter ces
IgM résiduelles. Une autre approche consisterait a développer davantage de tests
utilisant des antigénes recombinants qui ne seraient pas reconnus par les IgM

résiduelles, afin d'améliorer la précision des diagnostics (48).

De plus, des IgM de spécificité douteuse sont présentes dans 5 autres cas avec
Alinity ® et ne sont pas retrouvées avec iSYS ®. Une étude menée en 2005 aux Etats-
Unis soulignait déja le nombre élevé de faux positifs pour la détection des IgM avec
les tests commerciaux signalant une réactivité erronée envers un antigéne de faible

poids moléculaire de T. gondii, sans lien avec une infection aigué (49).

Pour le dernier groupe (immunodéprimés et bilans d’adénopathies), les IgM
retrouvées avec iISYS ® sont peu spécifiques (72,7 %, Tableau 6) avec des cas
d’infections virales (EBV et HHVG6, famille des Herpesviridae). Ces résultats sont
cependant peu représentatifs compte tenu du faible nombre d’échantillons dans ce

groupe.

La multiplicité des kits de réactifs disponibles sur le marché entraine des
difficultés d’interprétation, qui sont accentuées par I'absence de standardisation des
seuils significatifs des différentes techniques. L'expression des résultats en unités
internationales (Ul) ajoute une confusion supplémentaire, car elle suggere a tort une
standardisation des valeurs observées. En reéalité, les réactifs utilisent des
préparations antigéniques différentes, empéchant toute correspondance directe entre
les titres obtenus par les différentes techniques (50). Chaque fabricant va ainsi établir
le seuil de son réactif de fagon a trouver le meilleur compromis entre sensibilité et

spécificité.
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Les antigénes multiépitopiques chimériques, intégrant plusieurs épitopes de
plusieurs antigénes, représentent un nouvel outil prometteur pour la détection des
anticorps spécifiques de Toxoplasma gondii (35,48). Ces antigénes recombinants sont
couramment utilisés dans les tests ELISA et Western-Blot pour 'identification des IgM,
IgG et IgA, ainsi que dans les tests d’avidité des IgG, comme I'Architect IgG avidité ®
(Abbott ®), qui offre une bonne spécificité et sensibilité. L'utilisation d’antigénes
recombinants, qu’ils soient utilisés seuls, en mélange, ou sous forme de protéines
chimériques, présente plusieurs avantages: meilleure standardisation des Kkits,
réduction des colts de production et augmentation de la probabilité de différencier les
phases de linfection. Toutefois, des défis demeurent, notamment une sensibilité
potentiellement inférieure des tests utilisant ces antigénes par rapport a ceux utilisant
des antigenes natifs. C’'est en effet ce qui est observé ici, avec une sensibilité
léegérement diminuée avec Alinity ® de maniére globale, utilisant les antigénes
recombinants P30 (SAG 1) et P35 (GRA 8), par rapport a iSYS ®, qui utilise un lysat
d’antigénes natifs. Les différentes stratégies de clonage et méthodes de purification
des protéines peuvent également influencer la sensibilité et la spécificité des tests, ce
qui souligne la nécessité de poursuivre les études pour surmonter les défis liés au

remplacement des antigenes natifs par des antigénes recombinants.

Pour le test d’avidité, les résultats obtenus avec iSYS ® ne montrent pas
d’aberrations par rapport a ceux obtenus en routine avec Alinity ®, mais ils révélent un
plus grand nombre de résultats douteux (avidité intermédiaire) qui ne permettent pas
de conclure sur la date d’infection. De plus, les instructions des fournisseurs différent

entre les deux tests (Annexes 2 et 5) :

- En cas de de résultat positif pour les IgG, sans IgM et avec une avidité élevée ;
Alinity ® interpréte ce cas comme une infection ancienne, suggérant fortement
une infection survenue plus de quatre mois auparavant. En revanche, iSYS ®
considere simplement cela comme une infection passée, sans préciser le délai,
ce qui complique la datation de I'infection, qui est I'objectif principal du calcul de
I'indice d’avidité.

- Siles IgG et IgM sont positives avec un faible indice d’avidité, Alinity ® ne fournit
pas d’interprétation précise et recommande de refaire une analyse (IgG + IgM)
sur un nouvel échantillon préleveé trois semaines plus tard. A l'inverse iSYS ®
conclut a une infection primaire récente, susceptible d’avoir été contractée au

cours des deux mois précédant le prélévement.
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- En cas de résultat positif pour les IgG et les IgM, mais avec un indice d’avidité
eleveé, Alinity ® identifie une infection ancienne, indiquant fortement une
infection survenue plus de quatre mois auparavant. Cependant, iSYS ® laisse
planer une incertitude, suggérant une infection récente ou passée avec une
présence encore élevée d’'IgM. Cette approche d'iSYS ® rend plus difficile la
datation précise de l'infection, en particulier pour remonter plus loin dans le
temps et affirmer une séroconversion antérieure a la grossesse, ce qui est plus

aisément possible avec Alinity ®.

La détermination de la date de l'infection est cruciale lorsque les échantillons de
sérums présentent des anticorps 1gG et IgM positifs. Les tests d’avidité permettent
donc de distinguer une infection datant de plus de quatre mois (pour la plupart) d’'une
infection récente. Cependant, comme le précisent les instructions du fabricant, il s’agit
avant tout d’'un test d’exclusion : un indice d’avidité élevé est une forte indication d’'une

infection datant de plus de 4 mois (51).

La notice d’utilisation de I'Alinity ® précise que les résultats d’avidités faibles ne
peuvent pas étre utilisés pour le diagnostic d’'une toxoplasmose aigué, ce qui n’est pas
le cas pour celle d'iISYS ® qui définit qu’un faible indice d’avidité correspondrait a une
infection récente susceptible d’avoir été contractée dans les deux mois précédents. Le
peu de données existantes pour ce réactif ne permet pas de confirmer cette
interprétation, des études plus approfondies nécessiteraient d’étre menées.

La comparaison des résultats d’lgG anti-T.gondii obtenus par deux méthodes
sérologiques utilisant différentes cibles antigéniques (antigénes membranaires ou
antigénes cytosoliques) s’est révélée étre une approche fiable pour estimer la date de
l'infection. Des titres en IgG dirigés contre les antigénes cytoplasmiques plus faibles
que ceux observes contre des antigénes membranaires sont indicatifs d’'une infection
récemment acquise. Le ratio des dosages d’'lgG utilisant ces cibles antigéniques
différentes a été validé et une étude a été menée par le CHU de Nice montrant une
interprétation possible des ratio 1IgG Vidas/ 1gG Architect (51). Cela permet la
discrimination entre une infection aigué ou ancienne, en association avec le résultat

des autres isotypes (IgM et IgGA) :

- Un ratio supérieur a 1 étant en faveur d’'une infection de plus de quatre mois

- Un ratio inférieur a 1 suggérant tres probablement une infection aigué

88



Pour finir, le délai d’apparition des différentes classes d’anticorps est un critére
essentiel lors du choix de réactif. Chez les nouveau-nés sans toxoplasmose
congeénitale, les résultats attendus sont une disparition des IgG d’origine maternelle
ainsi qu'une absence d’lgM, ce que nous retrouvons dans notre étude avec les deux
réactifs testés. Toutefois, un cas a été observé pour lequel les IgG persistaient avec
iISYS ® alors qu’elles s’étaient déja négativées avec Alinity ® (Tableau 8). Il a été
démontré dans la littérature que la positivité des IgG chez les nouveau-nés sans
toxoplasmose congénitale persiste plus longtemps avec Architect ® qu’avec les deux
autres tests étudiés (Vidas ® et Liaison ®) (45). Il est avantageux pour un test de
détecter la clairance des IgG le plus tét possible, la négativation des IgG aprés un an
permettant I'arrét du suivi post-natal. En outre, dans plusieurs cas, des IgM non
spécifiques ont été détectées avec iISYS ® mais non retrouvées avec Alinity ®.
Cependant, nous manquons encore de données dans la littérature concernant iSYS
®, en particulier sur les IgM.

Chez les nouveau-nés atteints de toxoplasmose congénitale, nous observons une
séroconversion caractérisée par une diminution des IgM et I'apparition, suivie d’'une
augmentation progressive des IgG jusqu’a atteindre un plateau. Dans un cas, la
disparition des IgM a été plus rapide avec Alinity ® par rapport a iISYS ® (Tableau 9),
bien que cet exemple soit peu représentatif en raison du peu de cas de toxoplasmoses
congeénitales confirmées dans notre cohorte. Plusieurs études ont mis en évidence un
délai différent avant la détection des IgG chez les nouveau-nés de meres infectées
pendant la grossesse, avec un avantage significatif pour Architect ® (38). La meilleure
sensibilité du test d’Abbott ®, surtout lorsque l'infection maternelle est survenue au
troisiéeme trimestre de grossesse (avec donc un taux trés faible voire une absence

d’'IgG), permet une détection plus précoce des IgG néosynthétisées.

Chez les femmes enceintes infectées, le délai d’apparition des IgG est essentiel,
car il constitue une preuve de séroconversion. Dans un des cas de notre étude,
'apparition des IgG a été observée plus tét avec Alinity ® (Tableau 10). A l'inverse,
deux cas ont montré une apparition précoce des IgM avec iSYS ®, soulignant
'importance du délai de détection des IgM, un critére nécessaire pour déclencher des
investigations supplémentaires afin de confirmer ou infirmer une infection. Un article
comparant le délai d’apparition des IgG entre Architect ® et Vidas ® a mis en évidence
que les IgG apparaissaient plus t6t avec Architect ® (2 semaines apres l'infection
contre 3,6 semaines avec Vidas ®), bien qu’un plateau soit atteint avec les deux tests
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a 16 semaines (46). Une autre étude a montré un délai médian de détection des IgG
de 21 jours avec Architect ® et de 22 jours avec iSYS ®, offrant au moins dix jours
d’avance par rapport aux autres tests (52). La capacité a détecter rapidement une
séroconversion toxoplasmique varie entre les tests, un facteur important a considérer
lors du choix des réactifs pour réduire au maximum le temps avant intervention
thérapeutique. Architect ® semble le plus performant pour détecter une
séroconversion, bien qu’il soit difficile de conclure définitivement en raison du nombre

limité de sérums disponibles autour de la date d’infection (45,46),.
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Conclusion

La toxoplasmose congénitale demeure un enjeu de santé publique, ce qui a
conduit la France a instaurer un programme de dépistage prénatal depuis les années
1970. Ce suivi des femmes enceintes, ainsi que de leur nourrisson a la naissance,
constitue I'essentiel de l'activité de dépistage de la toxoplasmose. De plus, avec
'avenement des biothérapies créant un risque d'immunodépression profonde, il est
nécessaire de pouvoir dépister efficacement les patients immunodéprimés, pour qui la
toxoplasmose reste une pathologie opportuniste. La diversité des tests disponibles
rend essentielle leur constante évaluation et comparaison. Cette étude confirme ainsi
la fiabilité du réactif d’Abbott ® (Alinity ®), utilisé en premiere ligne au CHU de Lille,
ainsi que celle d’un réactif moins étudié (iISYS ®). Elle souligne également I'importance

des tests de confirmation avant le rendu d’un résultat.

Les performances variant d’un kit a l'autre, il est primordial que le suivi soit

effectué dans le méme laboratoire, en utilisant systématiquement le méme réactif.
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Annexes

Alinity i
Toxo IgG

Faire attention aux modifications : Révision de décembre 2019.

Suivre scrupuleusement les instructions. La fiabilité des résultats
du dosage ne peut pas étre garantie si ces instructions ne sont pas
strictement respectées.

H DENOMINATION
Alinity i Toxo IgG Reagent Kit

l DOMAINE D'APPLICATION

Le dosage Alinity i Toxo IgG est un dosage immunologique
microparticulaire par chimiluminescence (CMIA) utilisé pour la
détermination quantitative des anticorps IgG anti- Toxoplasma gondii
dans le sérum et le plasma humains sur I'analyseur Alinity i.

l RESUME ET EXPLICATION DU TEST

Toxoplasma gondii est un parasite protozoaire intracellulaire
obligatoire qui infecte la plupart des espéces d'animaux a sang
chaud, y compris 'nomme.! La toxoplasmose est contractée

en premier lieu par ingestion de viande infectée insuffisamment
cuite, par les oocystes présents sur les mains, les aliments et

I'eau contaminés par des matiéres fécales et est transmise de la
mére & I'enfant par transmission transplacentaire.2 En outre, une
transmission liée a une transplantation d'organes et survenant au
cours d'une transfusion sanguine a été rapportée, bien que le risque
de transmission par transfusion sanguine soit extrémement bas.®
Chez les sujets sains, une infection acquise par Toxoplasma gondii
se déroule généralement de fagon asymptomatique, cependant 10 a
20 % des patients souffrant d'infection aigué peuvent développer une
lymphadénopathie.*

Des infections graves peuvent se produire chez les patients atteints
du SIDA, chez les adultes immunodéprimés a la suite d'une
chimiothérapie anticancéreuse ou chez les receveurs de greffes
sous traitement par immunosuppresseurs. Ces infections peuvent
étre fatales. L'encéphalite toxoplasmique est la manifestation la

plus commune et la cause la plus fréquente de Iésions en foyer du
systéme nerveux central chez les patients atteints du SIDA.®

Une primo-infection au cours de la grossesse peut entrainer

la transmission transplacentaire du parasite et provoquer une
infection congénitale. Le risque d'infection congénitale est au

plus bas (10 a 25 %) si l'infection aigué de la mére intervient au
cours du premier trimestre et au plus haut (60 a 90 %) si elle
intervient au cours du troisiéme trimestre.2 La gravité de l'infection
congénitale est plus élevée lorsque l'infection de la mere intervient
au début de la gro Les manif ions cliniques de la
toxoplasmose congénitale comprennent la choriorétinite, les
calcifications intracraniales et I'hydrocéphalie. La majorité des
nourrissons contaminés a un moment plus tardif de la grossesse est
asymptomatique a la naissance, avec des séquelles qui apparaissent
plus tard.

Il a été démontré que le traitement précoce suite au diagnostic
prénatal de l'infection par Toxoplasma gondii réduit la fréquence et
la gravité de la toxoplasmose congénitale.® Des tests sérologiques
permettent d'identifier les femmes séronégatives devant donc étre
suivies tout au long de la grossesse.

La présence d'anticorps IgG anti- Toxoplasma gondii indique

que l'infection a eu lieu mais ne permet pas de différencier une
infection récente d'une infection ancienne. Les anticorps IgM sont
détectés chez les individus atteints d'une infection récente, mais
des anticorps peuvent persister jusqu'a 18 mois aprés l'infection.?
Afin de différencier une infection récente d'une infection ancienne,

Annexe 1 : Notice d’utilisation Alinity ® IgG et IigM

B fr
Toxo IgG
07P45
G73081R04
B7P452

07P4522
07P4532

l'avidité des IgG doit étre analysée pour les échantillons positifs pour
les anticorps IgG et IgM. Un indice d'avidité élevé des anticorps

IgG est un fort indicateur d'une infection survenue plus de 4 mois
auparavant.

Peut indiquer.../ Analyses

Toxo IgG Toxo IgM Avidité Toxo IgG

non réactif non réactif N/A absence d'infection

non réactif réactif N/A obtenir un nouvel échantillon 2
a 3 semaines apres I'échantillon
initial et analyser les IgG et IgM
anti-Toxo

réactif non réactif avidité élevée infection ancienne. Fort indicateur
d'une infection survenue plus de
4 mois auparavant

réactif réactif avidité faible obtenir un nouvel échantillon
3 semaines apreés I'échantillon
initial et analyser les IgG et IgM
anti-Toxo

réactif réactif avidité élevée infection ancienne. Fort indicateur

d'une infection survenue plus de
4 mois auparavant

H PRINCIPES BIOLOGIQUES DE LA METHODE

Ce dosage est un dosage immunologique en deux étapes pour

la détermination quantitative des anticorps IgG anti- Toxoplasma
gondii dans le sérum et le plasma humains utilisant la technologie
de dosage immunologique microparticulaire par chimiluminescence
(CMIA).

L'échantillon prédilué, les microparticules paramagnétiques
recouvertes d'antigénes recombinants Toxoplasma gondii (contenant
les antigénes recombinants P30(SAG1) et P35(GRA8)) et le
diluant de dosage sont mis en présence et incubés. Les anticorps
spécifiques anti- Toxoplasma gondii présents dans |'échantillon se
lient aux microparticules recouvertes d'antigenes recombinants
Toxoplasma gondii. Aprées lavage, le conjugué d'anticorps (murins)
anti-lgG humaines marqué a l'acridinium est ajouté pour former un
mélange réactionnel et incubé. Aprés un autre cycle de lavage, les
solutions de préactivation et d'activation sont ajoutées.

La réaction chimiluminescente résultante est mesurée en unités
relatives de lumiere (URL). Il existe une relation directe entre la
quantité d'anticorps IgG anti-Toxo présente dans I'échantillon et les
URL détectées par le systeme optique.

Pour de plus amples informations concernant I'analyseur et

la technologie de dosage, se référer au Manuel Technique

Alinity ci-series, Chapitre 3.

B REACTIFS

Contenu du kit

Alinity i Toxo IgG Reagent Kit 07P45

REMARQUE : Certains conditionnements ne sont pas disponibles
dans tous les pays. Contacter le distributeur local.

Les volumes (mL) dans le tableau ci-dessous indiquent le volume
par cartouche.

07P4522 07P4532
Tests par cartouche 100 500
Nombre de cartouches
s 2 2
par kit
Tests par kit 200 1000

) Abbott
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prosults conterant du sérum c'erigine animale pevent dre
wiets A catte intardrance al fournir de o Int des valeurs
ancrmains. Powr #isbir un dlagnosto, des informations
wppemeninmes peient At nécassakes ¥

*  Les achaniions prélevis sur dos paderts mogue's ont 8le
ndministrées des prépaalions Fanbcorps MorcCNK de Bourls
o dos fing dagroetiques ou thivapeiigues pauvert cordeny
dos arfcorps hamams ant-sourts (HAMA), De tis schamibons
poavent donner des resuliats fasssemant Movis ou Rbalssas
lorsqifis sont analysds avec des dits de dosage twis i Alnty |
Toun 196G qui inbeent des articorps monocionmnx de souns. Pour
olablr un Glagnosic, de plus amples irformations peavent dre
necassaies 4 Y
Lot réactite Aty | Toso IgG comtenvam ur composant qul
mdull Tetiet dus dchantfons réacils paur MAMA

»  Vwiation dos résdiats de dosage A dosage © Les valeers
do concamiralion en anticorps Ig@G anti-Yoxo dans un
schantilion donnd pewvent variar an fonction de la métkode
do dosage utitsée ot de s slandardisation ot ne sont pas
Imerchangeables. Pemargue | Les Alinky | Toxn igG Caitbralors
wonl rfamncas gar rapport au Premier Standand imermationa
(01600} do Organsation Mondisle o ia Samé [OMS) pour e
19 anthtmeplsmons '

* 38 peut que I didon des anticorps Igh antl- Bomplasms
gonaY ne 308 pan Andare powr 1ous ke dchantilons, Ne pas
uthiser de protoosies de dliton diférams kors de fanalne
dachaniiions praleves & mecealies 1dgubers sur un patert

B VALEURS ATTENDUES

Cone dude 2 4ol réaksda sur YARCHTECT | Systam.

Cotie parie prasurts des dorndes de pecfarmance ndcasves, Las
rasuliats obtenus pauvers varer dun labarmicie & Tastre,

N w3t recommanda A chagque boralore de déarminer ses propres
valnuTe de rédéranos en fonchion des caractanshques kcams ot g
In popdnton quil dessert,

La prévalence des anicomps IgG oti- Raplarma gondV varie en
fonction de fhge el de b localzaton gécgraphiaun. Lors de catte
#lude, 1270 dchantiions de lemmes sccemes w1 1297 échartilons
dingradus pris au hasard ont 418 asalyses. Parme ces achamilions.
1118 (42,6 %) dmbent postile, B3 (32 %) #talent compris dans les
Imtes Geayzone (zone grise) ot TG0 (53 3 %) dalect nom shactify
pour ' dosage AACHITECT Yoo igh
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"%
Catagoras n %) n{% "%
gobules Farmmes
déchantflons  de encairtay
tol<td 1568 B3 5 203 (454) by R 1 (B84
169<30 nan san wmhy BED
100«100 L TR RE T 134040 161405 BNy
wos<xap 354214 190 e e R »maaen
01 <1000 e SILE b 3:8 Mo
1Rop<im nan Lt Fom mown
1Be0a =2t TRY my 200 BN
>0 209 mwny 70m nam
ol 2587 (100.9) 607 (1000 3 (1000 2N 000

B CARACTERISTIQUES DES PERFORMANCES
Calto partie présente des donndes do parftemance indicalives. Los
rhsutals cbtenus pauvent Warier d'un boeatore & lMautra.

Las anadysours Alnity | ot ARCHITECT i Sywom witesnt ke mdmes
rdactits ot ratics dchantilonfrdactlt.

Sau hdoatan conbabn, loutes les diudes ot 610 realisbes sur
Tanasor Alnky |

mwm

Une étace 0 Ale mandes sir Ia tase du documant EPOS-AZ

@ CLSLT Lanstyse & 404 monde & Iaide de 3 fols d'Alnity |

Towo igG Asagest K1, de 3 Wols dAlnty 1 Too gl Calbmiors, de

3 ot Alrity | Toxo 196 Controis ot &1 analysaur, Trols contrdles wi
4 pane’s de plasma human ont e04 anaysés pe misimum e double,
£ Yols par jowr, pandant 20 ours.

i adee
i) ok {woreiol e (Vaal*
Roean o Er 2 )
Echatier o (3
Coraide L T ] al By ps W5
" [Lcd R a] mezatarn
Comrike s 89 a1 35 s 2
posd | °24027) Nray
Corvie M M2 3 s R s
poset 2 1563 906 LA RN 4]
Fawmi ¥ W 2 a2 wr 3
(008 3 047 @aasy
Pl 2 » 0w am 26 {5 ) i
123015 Qarasg
Faml ) W Mo 1w 24 m ar
AT 23N AraSH
Pamid N eE AW 34 L) &2
BEAA T 2N BT

A ot B vasaniitd intra-sdde, iner-sddes at Inarows
EET. 0t CV (%) madmaue of mnimaux gour chague ket de réactfs
& complsaison Sanadysours.

Limites de mesure basses

Une éhude n 416 manss sur ls Sase du document EPYLAZ du CUSH
LU'snavyse o ¢ mands 4 l'aide do 3 lols Aty 1 Tooo igG Heapent
B 3w 2 analysaurs mspectimment, persdant un mnmum de 3 purs
Lo vadwrs macmales observies de & Iimee ou banc (Lodl). de
fimite do delection (LD} ¢ @ Ia imite de quartiiicaton (LQY) sont
rerumdas cloapeas M

e
(E1 n1
b 02
L 02

* La limbe du bane [LoB) seprdsente b 95¢ parcanile do
n = 60 raptiques ddchamiions 2dm analyte.

¥ La Im#e de ditecion (LD) reprasante la concentmdon @ pus
vasse & bguelhe analyte pet Mro délecth ovec une probaliité de
#5 %, tasde s n 2 60 répigues déchantilons prdseniarn on faitle
newem d'analyte,

* La lmte de guamstication (LG} a ets délerminse & parir

@ n 2 60 réptques d echarilors présertanm um faitie nveau

o analyte ot eet Sfirre comme dtant b phes petite concanyation
pouenct dtro quanifée mec un coallicient de wariabion macenal
acoepiatie de 20 N

Sensibliite et specificlte relatives résclues et concordance
relative

Catta dlude a 016 réalisde sw NARCHITECT | Syatem.

La sensibiftd o1 b apdeiticnd relates rdschues aina que B
conzardance ralathe om éd dvalides sur 2464 dchandlors

& farmmes anzeintas, déchandions de patans diagroatiquds/
Bospitalads o de donvaurs &0 sang volonmakes sdlactonnds s
hasarc

W3 dchanttions denmant des rosulals comps dans les Imtse
Grayzoom (zone gnes) avwec b dosape ACHITECT Yoo IgG ellou
@osage Towo i5G de comparaison e4'ou toul atre dosage Yoo n'ont
Po5 #4 incha dans ' oaloul de ks sershiine af do & spachcis
relotves rdsolins NN que de W concordance relntive

Sur los 2684 achantiions avoude, Y05 o #é classiliss comma
poeifs. 1008 stawm raciis par b dosape AACHITECT Yoo igG of
3 achantilons dtment non réactis par le dosage ARCHTECT Taso
1gG. La seosmbing relatrew rézolie stait de 99 7 % (1066/1008) avec
W intnrvalo de contlance & 98 % entre 90.2 % ol UBS %,

Spdsiichs riytve risolio

S les 2484 achantiions avouda, TGS ot de classfies comme
mgwile 1359 dcaient nom réactds par le dosage ARCHITECT Tox
196G wt 8 achamions élnent réacifs par le dosage ARCHITECT Toxo
gG. La spécfond relativw résoie it de 56.6 % {1255/ 13085) awec
W intnrvalo de conflance & #8 % entre 900 % ol 0P A N,
Sancerdance rebiiiy

S los 2684 achantiions avoude, 12 4chantiicns ont loumi des
réxutats dlscorcants avec e dosage ARCHTECT Toxo igG et le
@osage Towo GG de comparatson, donnant une concordance rekstve
o 905 % (2452/2064) meec un imervalie de confiance & 05 % sndw
25597

ARCMIELT Tem K0

A " e

1M e T8

:‘::.: Nea - 1258 1368
W o e Hu

REA = rdactl NA = non réactt. POS = postit, NEG = négatt!

* Deux dchanttions mur les B échantibons ronctils avns o dosage
ARCHTECT Tuwo igG ot non résctis e In dosage Toan 196G de
compannson ot ¢4 condemas réacts par un desage disponble
dans s commarce, s tast de osloration Sab-Falaman ot 1o lest
“aggutnaton 165, S echartions sur lns 8 dchantiions réactls
e s corage AACHITECT Yoo IpG ot nen réactfs mec le dosage
Taxo igG de comparaison cnt #ié conlirmds non reactls par un
dosage dsponitie dans ks commence, bs test do colnrtion Satin
Faldman ot jo tast d'agghination HS. Parmi cas & échantilons non
conliemés, quatre dctantions atwert réactis powr GRAE (535) avec
wns méthode immunobiol dsgontle dans le commarncas,

** Un dchantiion sur me 4 achantiions réactfs e lo dosage
Towo ig0 de comparaison e nan rdocti! avee lo dosaga ARCHITECT
Tako GG n'a pas pu St oonfinmd par les anakysos suppldmentanes
indgades ci-dessus, does que 3 dchaniions ont pu Bke contikmés
comme Glant réactis.

Pourcentage de concordance negative et positive

Uno @ude o 616 monds alin dé ddlenmings W powrcantage de
conzerdance néGIAw G poakive entie e dosage Alnly | Tow IgG
o o dosaga Towo G dsponbio dand ke commerce an analysan
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Alinity i
Toxo IgM Reagent Kit

Faire attention aux modifications : Révision de janvier 2020.

Suivre scrupuleusement les instructions. La fiabilité des résultats
du dosage ne peut pas étre garantie si ces instructions ne sont pas
strictement respectées.

H DENOMINATION
Alinity i Toxo IgM Reagent Kit

l DOMAINE D'APPLICATION

Le dosage Alinity i Toxo IgM est un dosage immunologique
microparticulaire par chimiluminescence (CMIA) utilisé pour la
détection qualitative des anticorps IgM dirigés contre Toxoplasma
gondii dans le sérum et le plasma humains sur I'analyseur Alinity i.

B RESUME ET EXPLICATION DU TEST

Toxoplasma gondii est un parasite protozoaire intracellulaire
obligatoire qui infecte la plupart des espéces d'animaux a sang
chaud, y compris I'homme.! La toxoplasmose est contractée

en premier lieu par ingestion de viande infectée insuffisamment
cuite, par les oocystes présents sur les mains, les aliments et

I'eau contaminés par des matieres fécales et est transmise de la
mére & I'enfant par transmission transplacentaire.? En outre, une
transmission liée a une transplantation d'organes et survenant au
cours d'une transfusion sanguine a été rapportée, bien que le risque
de transmission par transfusion sanguine soit extrémement bas.?
Chez les sujets sains, une infection acquise par Toxoplasma gondii
se déroule généralement de fagon asymptomatique, cependant 10 a
20 % des patients souffrant d'infection aigué peuvent développer une
lymphadénopathie.*

Des infections graves peuvent se produire chez les patients atteints
du SIDA, chez les adultes immunodéprimés a la suite d'une
chimiothérapie anticancéreuse ou chez les receveurs de greffes
sous traitement par immunosuppresseurs. Ces infections peuvent
étre fatales. L'encéphalite toxoplasmique est la manifestation la

plus commune et la cause la plus fréquente de lésions en foyer du
systéme nerveux central chez les patients atteints du SIDA.5

Une primo-infection au cours de la grossesse peut entrainer la
transmission transplacentaire du parasite et provoquer une infection
congénitale. Le risque d'infection congénitale est au plus bas (10 a
25 %) si l'infection aigué de la meére intervient au cours du premier
trimestre et au plus haut (60 a 90 %) si elle intervient au cours du
troisiéme trimestre.2

La gravité de l'infection congénitale est plus élevée lorsque
l'infection de la mére intervient au début de la grossesse. Les
conséquences habituelles de la toxoplasmose congénitale
comprennent la choriorétinite, des calcifications intracraniennes

et de I'nydrocéphalie. La majorité des nourrissons contaminés a

un moment plus tardif de la grossesse est asymptomatique a la
naissance, avec des séquelles qui apparaissent plus tard.

Il a été démontré que le traitement précoce suite au diagnostic
prénatal de l'infection par Toxoplasma gondii réduit la fréquence et
la gravité de la toxoplasmose congénitale.® Des tests sérologiques
permettent d'identifier les femmes séronégatives devant donc étre
suivies tout au long de la grossesse.

La présence d'anticorps IgG dirigés contre Toxoplasma gondii indique
que l'infection a eu lieu mais ne permet pas de différencier une
infection récente d'une infection ancienne. Les anticorps IgM sont
détectés chez les individus atteints d'une infection récente, mais des
anticorps peuvent persister jusqu'a 18 mois apreés l'infection.?

& fr
Toxo IgM
07P47
G73097R07
B7P472

07P4722
07P4732

Afin de différencier une infection récente d'une infection ancienne,
l'avidité des IgG doit étre analysée pour les échantillons positifs pour
les anticorps IgG et IgM. Un indice d'avidité élevé des anticorps

IgG est un fort indicateur d'une infection survenue plus de 4 mois
auparavant. Les résultats d'avidité bas ne peuvent pas étre utilisés
pour le diagnostic d'une toxoplasmose aigué.

Toxo IgG Toxo IgM Avidité des 1gG  Peut indiquer.../ Analyses
anti-Toxo ¢

Non réactif Non réactif N/A absence d'infection

Non réactif Réactif N/A obtenir un nouvel échantillon 2
a3 semaines apres I'échantillon
initial et analyser les 1gG et IgM
anti-Toxo

Réactif Non réactif Avidité élevée  infection ancienne. Fort indicateur
d'une infection survenue plus de
4 mois auparavant

Réactif Réactif Avidité faible obtenir un nouvel échantillon
3 semaines apres I'échantillon
initial et analyser les 1gG et IgM
anti-Toxo

Réactif Réactif Avidité élevée infection ancienne. Fort indicateur

d'une infection survenue plus de
4 mois

H PRINCIPES BIOLOGIQUES DE LA METHODE

Ce dosage est un dosage immunologique en deux étapes pour la
détection qualitative des anticorps IgM dirigés contre Toxoplasma
gondii dans le sérum et le plasma humains utilisant la technologie
de dosage immunologique microparticulaire par chimiluminescence
(CMIA).

L'échantillon prédilué et les microparticules paramagnétiques
recouvertes d'anticorps anti-lgM humaines (souris, monoclonaux)
sont mis en présence et incubés. Tels que les autres anticorps
IgM spécifiques, I'anticorps IgM spécifique anti-Toxo présent dans
I'échantillon se lie aux microparticules recouvertes d'anticorps
anti-lgM humaines (souris, monoclonaux) pour former un complexe
anticorps-anticorps. Aprés lavage, un complexe de conjugué
composé d'un fragment F(ab’)2 marqué a l'acridinium d'anticorps
(souris, monoclonaux) dirigés contre I'antigéne p30 du Toxoplasme
et de lysat natif de Toxoplasma gondii, contenant de I'antigéne
p30, est ajouté pour créer un mélange réactionnel et incubé. Ce
complexe de conjugué est lié par les anticorps IgM spécifiques
anti-Toxo, capturés par les microparticules recouvertes d'anticorps
anti-lgM humaines (souris, monoclonaux), pour former un complexe
anticorps-anticorps-conjugué. Aprés un autre cycle de lavage, les
solutions de préactivation et d'activation sont ajoutées.

La réaction chimiluminescente résultante est mesurée en unités
relatives de lumiére (URL). Il existe une relation directe entre la
quantité d'anticorps IgM anti-Toxo présente dans I'échantillon et les
URL détectées par le systéme optique.

La présence ou l'absence d'anticorps IgM anti-Toxo

dans I'échantillon est déterminée en comparant les URL
chimiluminescentes de la réaction a la valeur URL seuil déterminée
a l'aide d'une courbe de calibration active.

Pour de plus amples informations concernant I'analyseur et

la technologie de dosage, se référer au Manuel Technique

Alinity ci-series, Chapitre 3.
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le laboraioire. Cetin étude devra prendre en complie les sources de

variation potertielles afin de rendre comple de & future performance

du systéme :

« Calbeations mémonsdes multiples

* Lots de réactifs multiples

* Lots de calioratours multiples

*  Modules danalyse multiples (le cas échéant)

* Données prélevéos A différerts moments de la joumée

Se redérer au document C24-A3 du Clinical and Laboratory

Standards institute (CLS|) cu aux autres directives publides

contenant dos recommandations géndrales en matiérn de conlrdle

de qualpe."

*  Si dos conrdles plus froquonts sont ndcessaires, suvre los
procédures de contrdle de qualité en viguewur dans le laboratore.

*  Siles résultats des contréles de gualite ne répondent pas aux
oritéres de validation défins par le laboratore, il se peut que les
résultals oblerus pour les echamtilons scient erronds. Sunre los
procedures du contrble do guaiité en wyueur dans le laboratoire.
Une recalibrasion peut s'awéver nécessaire. Pour obtenir des
informations sur je dépannage, se référor au Manued Technigue
Alinrty ci-saries, Chagitre 10

* Vérifier los résultals dos contréles do qualté et les criléres de
waldaton & chague changament de ko do réactfs ou de kot de
calibratours.

Recommandations en matiére de controle de qualité

Sa rédéror & *Basic QC Pmctices' de James O Westgard, PhD.,

pour obtenir des recommandations en matisre de pratiques de

contrdle do qualné au sein du laboratoire. '

Vérification des performances des dosages

Pour de phus amples srormations sur los protocoles de wirificaton

des performances des dosages mentionnéds dans la notice, se

référer & la partie \@rification dos perfarmances dos dosages du

Marual Tochnique Alnity ci-series.

B RESULTATS

Calculs

L'analyseue Alinity | calcuie los résultats pour le dosage Alnity |
Too IgM sur la base ou rappert da la valeur UAL do I'échamtilon
sur la valeur URL moyenne du calibrateur 1 (indice) pour chague
échartilon et contréle.

La valour URL moyonne du calibrateur 1 est mémcrisée pour chagque

calibration de ot do réacefs
ndice = valour UAL de léchantitonvalour URL moyenne du
calibrateur 1

Interprétation des résultats
La valour sewl est de 0.80 Indice (1.00 S/CO).
Adsultals mittaux
Ranultat des Interprétation
échantitons de l'analyseur Reanatyse
< 650 vk Moo stact! past AU Ay regats
(< 2.835/00) antcops 3N dingés
corye TaaspGsam gangs
0154 <x < 050 ndce Guvgrone (mone gise) 11 es! recommascd de petkever
WATSx < 100500 U deamrne sctaniden
dms us (rdervade do lamps
INEsralin [par xx dard ¥d
daux semanes) = de 1epéter
Fasabys pent le dasags Aty |
Tooo g,
> 06 ndhee FRncHt poar lew aeicoris  Auoums rsnayse etz
(= 1.0 5C0) QM dirigés comre
Tiaagdsais goodi
Annotations

La rubrique Annotations peut comanir des informations sur certains
résutats. Pour une description des annotations qui pauvent
appanive dans cette rubrigue, se rédéror au Manuel Tochrigue
Alnity ci-series, Chapitre 8.

B LIMITES DE LA METHODE

* Sl les résultnts du dosage Alrity | Toxo igh scrdt incohérents
avec les donndes cliniques. |l est mcommands ¢ eMoctuer des
tosts compiémantaires afn de confirmer e résultat

* A des fins diagnostigues, los résultats du dosage doivent dire
wtlisés en association avec d'autres donndes. telles que les
résultats d’autres desages {Taxo igG, Towo IgG Awddity), le
tableau clnigue, etc.

* Deos anticorps hétérophiles présents dans le sénsm humain
pouvert réagr aves les mmmuncgicbulnes des réactds,
interférant aveo los cozages iImmunologiques in vitro. Los
patients reguliérement en contact avec des anmaux cu des
produits contenant du sérum d'origne anmale peuvent étre
sujets a cotte nterférence et foumr de ce fat des valews
anormales. Pour élabiir un diagnostic, des ndormations
suppiémentaires peuvent étra nécessares.”

* Los echantilons prélevés sur dos patients awouels ont oté
adminsirees dos préparations d'anticorps monocionaux de souns
& des fins dagnostigues cu thérapeutiques peuvernt contenir
dos anbcorps fumains ang-souns (MAMA), De tels échantilons
pouvertt donner dos résulals faussoment élevés cu abussés
lorzquils sont analysés aveo des ats do dosage tels qu/Alnity |
Toxo IgM qui utikisent des anticorps monoclonawux de ours. Pour
établr un dagnostic, de plus amples niormations peuvent dtre
néoessares 't ¢

* Leos echantilons de patients présentant dos taux élevés dight,
par example des échantilons provenant de patents atternts de
myelome muliple, pewvent présenter des valeurs abaissées lors
do l'analyse aveo des dosages reposant sur le principo de la
caplure d'igM.

* Lo plasma humain prelevé sur citrate de sodemn ne pout pas
&ure utilisé avec ce dosage, car les résutats du dosage Abnity |
Toxo Igh pouvernt étre affectas par ce typa de tubo.

B CARACTERISTIQUES DES PERFORMANCES
Cefte partie présente des donndos de performance indicatives. Los
résuftats obtenus pouvent varer d'un laboratoire & acutre.

Les analyseurs Alinty | et ARCHITECT i System utilisant les mémes
réactifs et mtios échantlion/reactd,

Sauf indication conirare, toutes los etudas ont até rdaliséos sur
fanalyseur Alinty L

Reproductibilité

Aoproductibiind Intra-laboratoire

Une etude a % mende sur la base du dooument EPOS-A2 du
CLSL™ L'analyze a été monée a faide de 3 fots d Alinzy | Toxo Ight
Aoagent Kit, do 3 lots d Aleity 1 Taxo igM Calibrater, de 3 lots
d*Alinkty | Toxo IgM Controls et ¢t analysour. Deux contriles et

2 paneis de plasma humain ont 6té anafysas au minimum en double,
2 dois par jour, pondant 20 jowrs.

Infra seole
(ripétabitte) Inéra-tadoratoire (ot )*
Ieticn £ VN
Ecartiion » moms  ETL OV (%) (Urshes™) (Untes")
Cotitde 357 010 0004 57 01 104
néguit 022001 @s5ang
Cotrids 350 143 0280 26 0848 2
pastt VOML0052 (30A3S)
Faell 388 033 emz 3| 004 az
B 350016 (5830
Pl 2 W M s 32 0928 15
2026 30.030) (33237

¥ Inclit |a varabiité mtra-sdrie, Mter-séres el mor-jours.
VET, et CV (%) maximawux ef minimaux pour chague lot de réactits
of combinaison d'analysewrs.
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Intra-serie

Vaiogr __ (ripdeabidn) rea-tseraoine (1atel)*

300 EL cV i)

Echanilon & moyew  EL  CV(%)  (Uimies™) (Limiles™)
Comtie 357 Q17 o010 &) £019 "o
it 001640028  {1064111)
Comthe 3839 24 L0665 28 oM a2
past! (0073 4 0087 (30835
Pl 358 0B84 edm 9 oo 38
(0.022 20.027) (36213

Pami? 30 131 oo 32 004 35
M04220080 (33337

* Inout la vaniabilné intra-séne. fter-seres of infer-jours.
VEY. et CV (%) maximacx et minimaux pour chague lot de réaceds
ot combinalzon d'analyseurs.

Spécificité relative résolue

Catto étude a d1é réaliséde sur IARCHITECT | Systom.

Le dosage ARCHTECT Tom igM a été congu de manidre A fournir
une spocificité relatve résolue compamabie & cele d'un dosage

Toxo IgM de comparaiscn. Une étude a 416 mende dans un ate
d'évaluation nterne ot un sio d évakation externe. Parmi los 2772'
échanttions dvaksés pour la mesure de la spéciiond relatve résoe,
36 dchantilons étaiert réactils concordanis et trois échantifons
supplémentares étalent candirmés postifs aprés la resohution des
discordances et ont 616 exclus des calculs do spécificite.
""Remarquo : Les échantitons qui n'ont pas pu étre résclus ou qui
ont présenté uno interprétation des résukats Grayzone (zone grise)
mvec chacun ces dosages comparéds ou welizés pour la résciution do
la dscordance rort pas é1é nclus cans [édualsation de & specihctie
relative résciue.

Les résultata do cetto étude sont résumés dans jeo tableau subant.
Specificité relmive réscluo

ARCHITECT Toas ig¥ Dasage Toea [gM 0o comparalsso
Lisske |ebériesrn Utrily infienun
€e Hmarvale de Nriervalle
Ty Speclicte  decorbmaced  Spéciici e conllance &
déchantdion odservee "5 Hlarrnn BN
Fermires 06 % TS 9395 % 9872 %
sty (1987/1983) {718
Faten 120 % [SRERS 0% LERERY
Gagrostiph’  MS151) [450457)
haspiaises
Dxsasry e 1% E% 0% s
ang {strum) (154154) 154154)
Donsears de 5T Y ST LS 100 % 9740%
an] (rasma) (L3140 naa)
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Pourcentage de concordance négative

Une etude a eté mende afn de determiner le pourcentage ce
concordance négatve entre o dosage Alinity | Touo Ight ot un
dosage Tom 3gM dsponible dans le commerce en analysant

1028 échantilions prélevés sur une population composée de
femmes enceintes, de patients hospaalisés et de donnewrs de
sang. Les échamilons ont été analysés on simple a |'aide de 3 lots
d'Ninity | Toxo Igh Reagent Kit, de 2 lots o Alnity | Toxo Ighd
Callbrator et & lot dAlimity | Toxo Ighd Controls. Les échantilons
ont égaloment até analysés on simple a I'aide d'un dozage Toxo
IgM disponible dans le commerco. Los échantilions ayant présenté
une rterprétaton des résultats Grayzone (zcno grise) avec le
dosage Alnity | Yoxo lgM ou fe dosage Toxo IgM cisponible dans le
commerce n'ont pas 6td inclus dans |'évaluation. Le pourcentage do
concordance négatve dtont de 100.00 % (sont %028/1028, 10271027
et 1020/1026) pour les 3 jols de réactits analysés. La imite
infévicure de fimervalie de confanoe & 98 % (de la spécifité de
100 % assumée du dosage ce comparnison) $tait de 56.54 %.

Sensibilité de séroconversion

Cetto dtude a é réalsae sur TARCHITECT i Systom.

Le dosage ARCHITECT Toxo IgM a été congu de maniare &
présomear une sensbilké de sdrocamersicn compamble & celle dun
dosage Toxo igM de compamison. Un total de 122 prélévements do
38 ndwdus dittéronts présentart une sércconversion durant une
Irfoction de toxoplasmose aigue ort 6% analysds et ont présennd
une détecton de séroccnversion acoeptabie. Les données de
sérccorversion do sept ndradus représantasés séloctionnés sont

présamoes dans le tableau sulvant.
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Cetto étudo a ¢48 réalsec sur laralysour Alnity 1.

Pouwr déterminer la sonsivtité de séeoconversion, 1 panel de
séroconversion obtend aupeés dun fournisseur commercial a eté
analysé sur fanalysour Alnity | & laide du dosage Alinity | Toxo Ig.
Los résultats cbienus pour le panel ont 616 dvaluds par mpport

2 coux obtenus aveo un dosage Toxo Ight disponile dans e
commerce. Les donndes sont résumees dans le tabloau o-dessous.
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Annexe 2 : Notice d’utilisation Alinity i ® avidité

Sulwe scrupuiousament los instructions. La fabidie des resultats
du dosage no pout pas Slre gasantie =i ces instruotions ne sont pas
sirictoment raspaclées.

[l DENOMINATION

Alnty | Toxo IgG Reagent K2

B DOMAINE D'APPLICATION

Le dosage Alinfly | Toxo IgG est un dosage immunologique
micropartioulare par chimiluminescence (CMIA) utilisé pour &
détermination quanstatve des anticarps IgG antk Texoplasma gondV
dans le sérum et le plasma humains sur Fanalyseur Alingy L

# RESUME ET EXPLICATION DU TEST

Toxoplasena gondy est un pamsile profozoaire mtracellulare
obfigatoire gut sdocte la plupart des espéces danimaux & sang
chaud, y compeis Momme.' La toxoplasmase est contractée

en premier liou par ingestion de viande infectée nsuffisamment
cuite, par los cooystes présents sur les mains, los aliments ot

l'eau contamings par des matiéres féoales et est transmise de la
mér & fendant par transmission tmnsplacentaire.? En outre, une
ransmission bde & une fransplantation d crganes et survenant au
cows dune tansfusion sangune a é1é rapportde, bion que Je risque
de transmission par transfusion sanguine soit oxirémemant bas.?
Chez les sujets sains, une ndoction acguse par Taxagdsma gondi
se déroulo gonérafernant de lagon asymptomatcue, copendant 10 &
20 % des patients scufiram dinfection aigué peuvent déwvelopper une
lymphadénopathio *

Doz infections graves pouvent se produire chez les pabents attents
du SIOA, chez les adultes immunodéprimés a & sulte d'une
chimicthérapse anticancéreuse ou chez les mceveurs de grolfes
sous tmitemont par immunosuppresseurs. Ces mections peuvent
éve fatales. L'oncéphalite toxoplasmique est fa manfestation la
plus commune et & cause la plus fréquente de lesions en foyer du
systéme nerveux oentral chez los patients altokts du SIDAS

Una prime-infection au cows de @ grossesse peut entrinor

la transmssion tansplacentaine du paraste et provoquer ung
Infecson congénitale. Lo risque dinfection congéritale est au

plus bas (10 4 25 %) =i Minfecticn algué de la mare mervient au
cows du premier inmestre of au phus haut (80 & 60 %) si elle
Intervient au couws du trolsidme tnmestre.? La grnité de lnfection
congénitale st plus élevée lorsque finfection de la mére interviert
au cébul de la grossesse. Les maniestalions olniques de ks
toxoplasmose congénitale comprennent la chorocdtinite, les
calcifications infracrariales ot hydrocéphalie. La majorité des
NoUITS0NS contamngs & un moment plus tasdif de la grossesse est
asymptomnatique 4 la nassance, avec dos sécueles qui apparassent
plus tand.

Il & é3 démontré gue |e traternant précoce suite au diagnostic
prénatal de linfection par Toxoplasma gondd rédult la fréquence et
ln grawité de la tomplasmose congentale.” Des tosis sérologiques
permettert didentifier les fommes séconégatves devant conc Stre
suivies tout au lang de la grossesse.

La présence d'anticcrps IgG antl. Toxoplasma gandd indigue

qua |'nlection a eu leu mais ne parme! pas do ditférencier une
infection récente dune infection ancienne. Les anticorps Igh sont
détectds chez los ndvdus atteints dune infection récente, mais
des anficorps pouvent parsister jusqu'a 18 mows aprés Prdection ®
Adin de diftéeoncier una ndoction réoente d'une infoction ancienne,

fr
Toxo IgG
07Pas
G73081R04
B7P452

4

[ner | O7TP4522
mer! 07PA532
lavcité des IgG doit étra analysée pour les échantilions positits pour
los articorps igG et gl Un indice davicité élevé des anticorps
IgG est un fort Indicateur d'une nfection survenue plus de 4 mos
auvparavant.

Past ndiquer../ Aalypsen
Teaz RN Addis Tam IgS recanmandées

et sy WA ipice Sirfection
st A ClrEs um aovel dchaniian ¥
# 3 serraines apres Fechantiion

W o anyesr %S G o g\
artd Toen

Ihactian anchanse. Forl ndicaar
dune (rfecton sursse pius do
4 moly paavant

GO U Aol Sctaniion

3 somaives azees Pechandion
W o avyesr s G o gM
artd Toen

Infactian ancinee. Fort ncloaewr
U infecton sy snee pAs
4 mas aspaaaant

B PRINCIPES BIOLOGIQUES DE LA METHODE

Ce dosage est un dosage mmunaiogigue en deux étapes pour

la cétermination quartaative des amicarps IgG antl- Toxopiasma
gondi dans le sérum et le plasma humains utilsant la technologie
de dosage immunciogique microparticulaire par chimiuminescence
(ChAA.

L'échantillon prédiué, les microparticules paramagnétiquas
recouvertes d'antigénes recombinants Taxcplesma gondd {contenam
los artigénes recomainants P30(SAGY) et PIS{GRAR)) et je
dilam de dosage somt mis on présance ol moubés, Les anticarps
spacifiques anth Toxoplasma gondV présents dans |'échantiion so
bent aux micropartioulos recouvertes danbigénes recombinants
Toxoplasma gondd. Aprés bwage, le conjugué d'anticorps (murns)
ant-iaG humanes margué & facndinium ost youlé pour fomer un
mélange réacticonel of incubé. Aprés un autre oycle de lvage, los
soltions de préactvation at d'activation sont ajoutdes.

La réaction chimiuminoscente résutante 05! masurée en unfés
refatives de lumidre (URL). ¥ axste une relation directe entre a
quamne damticorps igG ans-Toxo présente dans |'échartdlon ot les
UAL detectées par le systéma optique.

Pour de plus amples informations concernant analyseur et

la tochnologie de dosage. se référer au Manuet Techrigue

Alnity c-series, Chapitre 3.

B REACTIFS

Contenu du kit

Alnity 1 Toxo igG Reagent it 07P45

REMARQUE : Certains conditionnements ne sonl pas dspoccbies
dans tous les pays. Contacter le disirbuteur focal

Les volumes (mL) dans le tabloau ci-dessous indiquert le volume
par carfouche.

Toos G
fon ract!
fon it

i

P

i

it e

awidde drede

e | 07Pa522 o7P4532
Yosts par cartouche 100 s00
Nombre de cartouches
2 2
par ka
Teosts par kit 200 1000
) Abbott
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Annexe 3 : Notice d’utilisation iSYS-IDS ® IgG et IgM

®
IDS TOXO IgG 4

W) CE g T

0459 . . .
immunodiagnosticsystems

Nom du produit IDS TOXO IgG 1S-ID5001

Nom du produit abrégé IDS TOXO IgG

Systéme IDS-iSYS Multi-Discipline Automated System REF 1S-310400

1. Utilisation prévue

Pour utilisation diagnostique in vitro.

Le test IDS TOXO IgG est un test immunologique par chimiluminescence (CLIA) pour la détermination quantitative, avec
l'instrument IDS System, des anticorps spécifiques IgG, dirigés contre le Toxoplasma gondii (TOXO) dans des échantillons de
sérum ou de plasma humain (K3-EDTA, citrate de sodium).

Ce dosage est utilisé comme outil diagnostic dans I'évaluation du systeme immunitaire du patient. Ce produit ne doit étre
manipulé que par du personnel qualifié en respectant strictement les instructions reportées dans le présent document..

ATTENTION : aucune décision médicale ne peut se baser sur le résultat de ce seul test, mais doit étre prise en considérant
I'ensemble de toutes les données cliniques et du laboratoire disponibles.

2. Résumé et explication

La toxoplasmose est une zoonose causée par le Toxoplasma gondii, un protozoaire intracellulaire obligatoire’. Ce parasite est
capable d'infecter la plupart des mammiferes, y compris I'étre humain, mais son hote définitif est le chat. Les animaux peuvent
étre contaminés en mangeant de la viande infectée, des oocytes provenant de féces de chats malades ou encore par
transmission de la mére au foetus?.

Les chats représentent la premiére source d’infection pour ’homme bien que la possibilité d'infection par I'ingestion de viande
crue, notamment de porc, est trés fréquente dans certains pays. La contamination des mains avec les féces de chat constitue
un facteur de risque® élevé. La toxoplasmose est trés répandue chez I'nomme et concerne environ un tiers de la population
mondiale* et sa prévalence est trés hétérogéne selon les pays.

Traditionnellement, I'infection est asymptomatique avec la formation de kystes tissulaires qui existent sous forme latente dans
de nombreux organes®. L'infection primaire est, de fagon générale, sous-clinique, mais certains patients peuvent présenter des
manifestations cliniques, notamment une adénite latérocervicale ou une choriorétinite®. Il existe quatre groupes d'individus, pour
lesquels l'infection représente un risque trés sérieux : les femmes enceintes, le foetus et les nouveau-nés contaminés durant la
grossesse, les patients immunodéprimés et les patients atteints d’une choriorétinite” #°. Bien que ces contaminations soient, dans
la plupart des cas, asymptomatiques ou associées a de légers symptdmes chez les adultes (fievre, mal-étre général et
lymphadénite), elles peuvent toutefois causer de graves problémes au foetus chez les femmes enceintes. En effet, durant la
grossesse la toxoplasmose peut étre transmise par la mére a son feetus (infection congénitale) et causer de graves séquelles
telles qu'un handicap mental, la cécité et I'épilepsie.

Pour le médecin, le défi le plus important est de diagnostiquer, chez la femme, le risque de toxoplasmose durant la grossesse. En
effet, cette maladie contractée avant la grossesse confére a la femme une immunité permanente contre le risque de mettre au
monde un enfant atteint de toxoplasmose (a I'exception de certaines grossesses avec déficit immunitaire).

De plus, les méthodes de diagnostic et les différentes interprétations peuvent différer pour chacun des 4 groupes cliniques.

Le diagnostic d'une infection par Toxoplasma gondii peut étre établi au moyen de tests sérologiques, de la technique
d’amplification génique (PCR), d'un examen histologique pour la recherche du parasite, la recherche des antigénes ou
directement de I'organisme®.

La recherche des anticorps spécifiques anti- Toxoplasma gondii représente la méthode de diagnostic la plus simple.

Le dépistage sérologique se base sur le calcul des anticorps 1gG et IgM.

Si la présence de taux élevés d’anticorps spécifiques anti-Toxoplasma gondii peut confirmer I'existence de I'infection, elle ne
peut toutefois pas affirmer s'il s'agit d'une infection récente ou contractée dans le passé. Au cours d’une infection grave, les IgG
et IgM apparaissent généralement a partir de la premiére et deuxiéme semaine suivant l'infection®'. La présence d’'IgM est donc
utilisée pour définir la phase active, mais il est important de rappeler et de souligner que les IgM peuvent résister longtemps dans
le sang, voir méme pendant 18 mois aprés l'infection'.

Pour faire la différence entre une infection récente et une infection contractée dans le passé, les échantillons résultant positifs
tant pour la présence d’'IgM que d’'lgG, devraient étre controlés pour calculer I'avidité des IgG. Un indice d'avidité élevé des IgG
indique une toxoplasmose acquise depuis plus de 4 mois'?1> 4,
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3. Description de la méthode

Le kit IDS TOXO IgG est basée sur le principe de la chimiluminescence.

10 uL de I'échantilion du patient ou 110 pl des étalons sont incubés avec des paricules magnétiques recouvertes d'antigéne
purifiés de Toxoplasma gondi. Aprés ['étape de favage sulvant la premiére Incubation, on ajoute une IgG anti-humaline spécifique
marguée & l'acrdinium.

Les particules magnétiques sont capturées & l'alde d'un almant et un lavage est effectué pour évacuer tout analyte non ké. Des
réaciifs déclencheurs sont ajoutés | la lumidre résultante émise par le marguage & I'scridinium est directement proportionnelle
a |a concentration d'analyte dans Féchantilion d'origine.

4. Avertissements et précautions

Le test IDS TOXO IgG est exclusivement congu peur les emplols de diagnostic in witro et ne paut pas &tre employé en usage
Interne sur les humains ou les animaux. Ce prodult doit étre wtilisé en stricte conformité avec les instructions contenues dans ce
mode d'emplol. Excepté lorsque la lo I'exige, Immunodiagnostic Systems Limited (IDS) ne sera pas tenu responsable de toute
perte ou préjudice conséguents, causés, d'une maniére ou d'une autre, par le non-respect des Instructions foumies.

MISE EN GARDE : ce kit contlent une substance dorgine animale. Manipuler kes réactifs du kit en gardant & I'espeit qu'lls
peuvent transmettre un agent infectiew. Appiquer les précautions et les bonnes pratigues de laboratoire qul s'imposent pour le
stockage, la maniputation et I'émination des réactifs du kit. L'élimination des réactids du kit doit &tre effectuée dans ke respect
des réglementations locales.

Substances d'origine humaine

La substance humaine utiisée dans la préparation de ce produit a é1é soumise aux analyses recommandées par la FDA pour la
détection des anticorps du virus de |'immuncdéficience humaine (VIH | et Il), de fantigéne de surface de I'hépatite B, des
anticarps de I'hépatite C, et s'est révéléde négative. Aucun test ne pouvant garantr de maniére absolue |'absence d'agents
Infectieux, les réactifs doivent &tre manipulés au niveau de eosécurité 2.

Réactifs contenant de I'azoture de sodium

Centalns réactifs de ce kit contiennent de I'azoture de sodlum (NaNs) < 0,1 % (mim} qui est susceptible de réagir avec le plomb,
le culvre ou le lafton des canaksations pour former dee azides métalliques hautement explosifs. Lors de I'élimenation, rincer avec
de grands velumes d'eau afin d'éviter toute accumulation de |'azoture.

Réactifs contenant du ProClin® 300
Centains réactifs de ce kit contlennent du ProCin® 300 comme agent de conservation.

Classification selon le réglement CLP :

Skin Sens. 1
Mentions d'avertissement: Attention Conseils de prudence:
#261: Eviter de respirer leg
Mentions de danger : poussiéreaffumées/gaz/broulllards/vapeurs/aérosols.
H317 Peut provoquer une allergle cutanée. P272: Les vétements contaminés ne dolvent pas sortir du
Baux de travail

P280: Porter des gants de protection/des vitements de
protection/un éguipement de protection des yeuxidu visage
P302+P352: EN CAS DE CONTACT AVEC LA PEAU: Laver
abondamment a F'eau.

P321: Traltement spécifique (vor les instructions
complémentaires de premiers

secours sur cette étiquette)

P333+P313: En cas d'iritation cu d'éruption cutanée:
consulter un médecin.

5. Précautions de manipulation
Les réactifs fournis dans le kit sont préts & 'emplol.

Stockez les cartouches et les &talons en position verticale dans 'obscunté 4 2-8 *C. Ne congelez pas les carlouches
at las étalons.

Conditions de stockage Durée - Cartouche | Durée - Etalons
Avant ouverture entre 2 e18 °C Jusqu'a la date de péremption

Aprés ouverture a 2-8 'C 60 Jours 60 jours, 4 usages
Aprés chargement dans le systéme” 60 jours 6 heures par usage

* Stabilité continue une fols dans le systéme
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11. Plage de mesures

La plage de mesure des IDS TOXO est: 0,04 78 IU/mL.
- Les résultats Inférieurs & 0,0 IWmL seront affichés comme 0 IWVmL' avec ie code 'OMR-' et/ou 'ORA’,
- Les résultats supéreurs & 78 IU/mL sercnt indiqués par le code 'OMR+' at/ou 'ORA’

12. Interprétation des résultats

UL Interprétation

<12 L'échantibon doit &tre considéré comme Négatif pour la présance d'igG anti-Toxoplasma Gondil
12-18 L'échantiion doit &tre considéré comme Douteux pour la présence d1gG anti-Toxoplasma Gondil
=138 L'échantibon doit &tre considéré comme Positif pour la présence d'igG ant-Toxoplasma Gondd

LUindex et l'interprétation cl-dessus dolvent &tre considérés uniquement comme des directives. |l est recommandé & chaque
laboratoire d'établr ses propres Index et interprétation sur ia base de sa propre populstion de patients.

13. Dilution

Les échantilions présentant des coacentrations d'igG ami-TOXO supéreures & lintervalle & signaler peuvent &tre dilués
manuellemeant avec un échantilion de sérum humain & faible concentration. Les résultats obtenus avec des échantllons dilués
doivent atre multipliés par le facteur de dilution pour obtenir ka concentration de |'échantilon faible.

14. Spécificité et sensibilité diagnostiques

En utllisant les tests IDSTOXO 1gG, IDSTOXO IgM e IDSTOXO oG Avidité, || est possible d'évaluer le systéme Immunitaire du
patient pour metire en évidence une éventuelle toxeplasmose.

Le tableau sulvant indique les profils sérologeques des trols tests TOXO 1gG, TOXO IgM & TOXO 1gG Avidité qul peuvent dtre
notés durant la période d'incubsation et l'interprétation correspondante par rappon 4 I'exposition au parasite.

g8 IgM m'q'?w lmmm
antl-Toxoplasma on
antl-Toxoplasma anti-Toxoplasma {test e 2° niveau)
Négatd Négatif - Non immun (susceptible d'étre contaminé)
Néqgatd Positif -
pnmaire récente (susceptible d'avor été
Positif Positit Falble avdité tractée au cours des 4 mols précédant le
&iévement de I'échantilion)
nfection récente cu passée avec une présence
jours élevée d'igM (infection présumée passée,
FomE Poskif Avidits Slevia ptible d'avoir 18 contractée au cours des 4
précédant le prédévement de M'échantilion)
Positif Neégatif Avidits Jnfection passée

Les tests IDSTOXO igG, IDSTOXO IgM et IDSTOXO IgG Avidité ont permis d'évaluer la spécificité et la sensibilté diagnostiques
auprés d'un groupe d'individus sélectionnés comme suit, étudiés conformément aux différentes méthodes et dassifids selon la
régle du consensus général

- 139 patlents non immuns ;

- 127 échantllons de 61 patients avec un diagnostic de toxoplasmose et soumis & une surveliance et & un suwl |

- 100 échantllons d'autant de patients ayant contracté l'infection pendant meins de 4 mols;

- 41 échantiicns d'autant de patients ayant contracté |'infaction depuss plus de 4 mois.

£n se référant & linterprétation susmentionnée, il a 416 possibie de calculer la spécificité et la sensibllité diagnostiques refatives
aux groupes de patients & I'étude.

Les valeurs igG et IgM des 139 patients non Immuns étasent en dessous du seul de coupure (cut-off en anglals) avec les
méthodes IDSTOXO 1gG et IDSTOXO g, La spécifické diagnostique des méthedes pour IgG et IgM relatives au groupe de
patients non immuns Atait de 100 % (intervalle de conflance & 85 % : 95,9-100,0 %).

Parmi les 168 échantllons (127 patients avec un diagnostic de loxoplasmose soumis & une surveillance et & un sulvl et 41
patients ayant contracté l'infection depuls plus de 4 mois), la méthode IDSTOXO igG a donné un résultat posatif pour 164
échantillons et ndgatif pour 4 échantiions &1, par conséquent, la sensibllité s'éldve & 97.6 % (Intervalle de conflance & 95 %
93,6%-99.2 %). Les 4 échantllions négatifs appartenalent & 4 patients en cours de séraconversion.

Parmy les 127 échantillons de patients avec un diagnostic de toxeplasmose et soumis 4 une surveillance et & un sulvi, la méthode

IDSTOXO IgM a donné un résultat positif pour 123 dchantiions et négatifs pour 4 dchantiions et, par conséquent. la sensibilité
diagnostigue g'éléve 3 95,9 % (Intervalle de confiance & 95 % : 91,6-99,0%).
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IDS TOXO IgM ® o
UK 100
€ ca

immunodiagnosticsystems
Nom du produit IDS TOXO IgM 1S-ID5002
Nom du produit abrégé IDS TOXO IgM
Systéme IDS-iSYS Multi-Discipline Automated System 1S-310400
IDS-i10 1S-810400

1. Utilisation prévue

Pour utilisation diagnostique in vitro.

Le test IDS TOXO IgM est un test immunologique par chimiluminescence (CLIA) pour la détermination quantitative, avec
l'instrument IDS-iISYS Multi-Discipline Automated System, des anticorps spécifiques IgM, dirigés contre le Toxoplasma gondii
(TOXO) dans des échantillons de sérum ou de plasma humain (K3-EDTA, citrate de sodium).

Ce dosage est utilisé comme outil diagnostic dans I'évaluation du systéme immunitaire du patient.

Ce produit ne doit étre manipulé que par du personnel qualifié en respectant strictement les instructions reportées dans le présent
document.

ATTENTION : aucune décision médicale ne peut se baser sur le résultat de ce seul test, mais doit étre prise en considérant
I'ensemble de toutes les données cliniques et du laboratoire disponibles.

2. Résumé et explication

La toxoplasmose est une zoonose causée par le Toxoplasma gondii, un protozoaire intracellulaire obligatoire’. Ce parasite est
capable d’infecter la plupart des mammiféres, y compris I'étre humain, mais son hote définitif est le chat. Les animaux peuvent
étre contaminés en mangeant de la viande infectée, des oocytes provenant de féces de chats malades ou encore par
transmission de la mére au foetus?.

Les chats représentent la premiére source d’infection pour ’'homme bien que la possibilité d’infection par I'ingestion de viande
crue, notamment de porc, est tres fréquente dans certains pays. La contamination des mains avec les féces de chat constitue
un facteur de risque® élevé. La toxoplasmose est trés répandue chez I'nomme et concerne environ un tiers de la population
mondiale* et sa prévalence est trés hétérogeéne selon les pays.

Traditionnellement, 'infection est asymptomatique avec la formation de kystes tissulaires qui existent sous forme latente dans
de nombreux organes®. L'infection primaire est, de fagon générale, sous-clinique, mais certains patients peuvent présenter des
manifestations cliniques, notamment une adénite latérocervicale ou une choriorétinite®. Il existe quatre groupes d'individus, pour
lesquels l'infection représente un risque treés sérieux : les femmes enceintes, le feetus et les nouveau-nés contaminés durant la
grossesse, les patients immunodéprimés et les patients atteints d’une choriorétinite”®°. Bien que ces contaminations soient, dans
la plupart des cas, asymptomatiques ou associées a de légers symptomes chez les adultes (fievre, mal-étre général et
lymphadénite), elles peuvent toutefois causer de graves problémes au foetus chez les femmes enceintes. En effet, durant la
grossesse la toxoplasmose peut étre transmise par la mére a son foetus (infection congénitale) et causer de graves séquelles
telles qu’'un handicap mental, la cécité et I'épilepsie.

Pour le médecin, le défi le plus important est de diagnostiquer, chez la femme, le risque de toxoplasmose durant la grossesse. En
effet, cette maladie contractée avant la grossesse confere a la femme une immunité permanente contre le risque de mettre au
monde un enfant atteint de toxoplasmose (a I'exception de certaines grossesses avec déficit immunitaire).

De plus, les méthodes de diagnostic et les différentes interprétations peuvent différer pour chacun des 4 groupes cliniques.

Le diagnostic d'une infection par Toxoplasma gondii peut étre établi au moyen de tests sérologiques, de la technique
d’amplification génique (PCR), d'un examen histologique pour la recherche du parasite, la recherche des antigenes ou
directement de I'organisme®.

La recherche des anticorps spécifiques anti-Toxoplasma gondii représente la méthode de diagnostic la plus simple.

Le dépistage sérologique se base sur le calcul des anticorps IgG et IgM.

Si la présence de taux élevés d'anticorps spécifiques anti-Toxoplasma gondii peut confirmer I'existence de l'infection, elle ne
peut toutefois pas affirmer s'il s'agit d'une infection récente ou contractée dans le passé. Au cours d’'une infection grave, les IgG
et IgM apparaissent généralement a partir de la premiére et deuxiéme semaine suivant I'infection®'°. La présence d’IgM est donc
utilisée pour définir la phase active, mais il est important de rappeler et de souligner que les IgM peuvent résister longtemps dans
le sang, voir méme pendant 18 mois aprés l'infection'".

Pour faire la différence entre une infection récente et une infection contractée dans le passé, les échantillons résultant positifs
tant pour la présence d’IgM que d’lgG, devraient étre contr6lés pour calculer I'avidité des IgG. Un indice d'avidité élevé des IgG
indique une toxoplasmose acquise depuis plus de 4 mois'>'3 4,

3. Description de la méthode
Le kit IDS TOXO IgM,est basée sur le principe de la chimiluminescence.
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6 pL de féchantiion du patient ou des éalons sont Incubds avec des particules magndtiques recouvertas d'antl-igh humaine,
Aprés I'étape de lavage sulvant ia premidre incubation, on sjoute une antigéne purifié de Toxoplasma gondli spécifique marguée

& Facridinium.

Les particulas magnétiques sont capturéas a aide dun aimant &t un lavage est effactud pour dvacuer tout analyte non llé. Des
réaclife déclencheuns sont apulés | 1a lumiére résullants érmise par le marguage A Machdinium est directement proporticnnelie

A %a cancentration d'anafyts dans |'échantiion d'origine

4. Avertissements et précautions

Le test IDS TOXO IgM es! exdusivemenlt congu pour les emplois de dagnostic it vilro el ne pedl pas ére employé en usage
interne sur Jes humans ou les animaux. Ce produil dok dtre ulifgd en stricte canformité avec les instructions contenues dans ce
mode @ emplo. Excepté lorsque la ol Texige, Immunodagnostic Systems Limited (IDS) ne sara pas tenu responsabie de toute
pearte ou préjudice conséquents, causds, d'une manidre ou dune sulre, par le non-respect dés instruclions foumies.

MISE EN GARDE : ce kit conient une substance d'crigine animale. Manipuler les rdactifs du kit en gardant & Vesprit quiils
peuvent transmetire un agent infectisux. Appliguer les précautions el les bonnes praliques de laboratoire qui simpasent pour |e
stockage, la manipulation &t I'dlimination des réactifs du kot L'élimination des réactifs du kit dolt 8tre affectude dans la respect

des réglementations locses,
Substances d'orgineg humaine

La substance humaine utiisde dans la préparation de ce produt & élé soumise aux anshysas recommandées par la FDA pour
détection des anticorps du virus de Nmmuncdéficience humaine (VIH | at 1), de I'antigéna de surface da hépabte B, des
anticorps de I'hépatita C, ot 5'est révélée négative. Auoun test ne pouvant garantir de maniére absolus |'absence d'agenis
infactinux, les réactifs doivent &lre manipulés au niveau de bicshcurilé 2.

Réactifs contenant de |'azoture de sodium

Certains réactifs de ce kit conliennent de Fazoture de sodium (NaN;) < 0.1 % (mdm) qui est susceplible de réagir svec le plomb,
I culvre ou %2 laiton des canadsations pour former des azides métaliques hautemant explosifs. Lors da |'élimination, rincer avec
da grands volumes d'eau afin d'éwter taute accumulation de I'azoture.

Réactifs contenant du ProClin® 300

Certans réactis de ca kit contiennent du ProClin® 300 comene agent de conservation.

Classification selon le réglement CLP :
Skin Sans, 1

Mentions d'avertissement: Abtlenlicn

Mentions de danger :
H317 Paut provoquar une allergla cutande

5. Précautions de manipulation
Las réactifs fournis dans & kit sont préts & F'emplol,

Consaeils de prudence:

P261: Eviter de raspirer los
poussidresfuméee/gazibrovillards/vapeursiadrosols.

P272: Les véemants contamings ne dolvent pas sortr du
houx da travail

P2B0: Porter das gants de prolection/des vitements de
protection/un équipement de protection des yewd'du visage
P302+P352: EN CAS DE CONTACT AVEC LA PEAU. Laver
abongamment a I'eau

P321: Tranement spécifique {voir las instructions
complémentaires de premiens

S8COUNS sur catta étiquetts)

P333+P313: En cas d'writation ou d'éruplicn cutanée:
consulter un médeacin.

Stockez les cartouches e 165 étalons en postion verticale dans 'obscunté 3 2-8 “C. Ne congelez pas les cartouches

el les étalons.
Conditions de stockage Duréa - Cartouche | Durée - Etalons
Avanl ouveriure entre 218 °C Jusgu's ka date de péremption
Aprés ouverturs 3 2-8 °C 60 jours 60 jours, 4 usages
Apeis chargament dans le systame* 60 jours 8 heures par usage

* Stabileé continus une fois dans le systéme

6. Prélévement et conservation des échantillons
Le tes! doit dlre réalisé au moyen d'échantillons de sérum (lubes de prélévemant standard ou tubes contenant un gel de
séowaﬂon de sérum) ou de plasma (héparine sodique, ctrate de sodium cu EDTA de potassium)
Aprés séparation, ks échantifons peuvent tra conserdés pendant un maximum de § heures a tempdratura ambants
{18 - 22 *C) ou jusqu's 7 jours & 2 ~ 8 "C. Si un tamps pius long asl nécessaire enlre fa séparation ef le tesl, les

dachantilons doivent étre consernvés a -20 “C.

= Les échantillons ne doiven! pas &lre exposés A des cycles rdpdlds de congdalion-décongélation, «t ils doivent &re
décongelés complélemeant of bien mélangés avant d'dMre chargés sur le syslame.
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8.2 Pripanation des dtalons
Les atnlons sant foumnis avec le kit ; I'utlisaton d'étalons provenant d'un autre lot est proscorre.
Les tFons sont préts A lemplol Laissss s Tacors ddlaion A lempdrstune ambisnte pendant 10 minutes. Ne secousz pas ol
ne retoumez pas ks facons, Pranez soin d'éviler I8 farmalion de mousse.
menmwummmm
Refiraz b scaau da sécurité ol ls bouchon tanc.
+  Placez les flacans d éalcn dans le support appropné, pus Insérezdes dans le systéme. Sulvez les instructions du
manuel d'uliisation du systéme.
Apras avoir retre los flacans de contréles du systéme, is dotvent &re rebouchés avec le jeu de bouchons 1DS Top
Cap (15.CAP300) et conservés @ une température comprise entre 2 ~ & °C. Afin d'aviter toute contaminaion, ne
réuliisez pas ies Douchons speas usage,
Les étalons peuvent dore wblsés au maximum 4 fois,

Lors do fa rewtilsation de flacons d'étalon stockes -
- Laigseg les facons d'418lon & lempérature anbianie pendan 10 minutéa. Ne 38Couez pas ol M eloumez pas ke
Nacons, Prénez scin d éviter I8 fomation de mousse
«  Retrez e bouchon supérour avant do placer jes facons d'étalon dans e support appropod el de les insérer dans o

Hyalbne,
Les étalons davert 8tre placés dans lo systéme dans los 10 minutes suivant leur retour 3 température amblante.
Sulvez bes inslroctions du manuet Tutiisalion oy systame

= AprEE avoit relird l8s Sacons de contebles du systéme, i dovent &tre rebouchds avec le jeu de bouchors IDS Top
Cap (IS-CAP200) ot conserves a une tempémbae compnsa entre 2 « 8 “C. Min d'éviter toute contaminaton, ne
réantiinaz pas s boudhans apnis LSage.

8.3 Etalonnags du dosage

Tous les nivoaux de V'IDE étalon TOXO IgM dotvert étre mesurés dans au moins 3 réplicatls et 1 réplcat de tous les niveaux du
DS contrdle TOXO an mime temps powr calbrer le sl IDS TOXO IgM. Le DS TOXO Contral Sel et fowrni sépanémant,
Consultez e mode d'emploi da ID€ TOXO Control Sat pour conraltre les procédures do préparaton et de manipulation,

Effectuez Mésaionnage dy dosage confrméenant aux insinactions du manuel ¢ utiisation d systéme.

8.4 Fréquence d'étalonnage

Un rouved éafannage et ndcassain |

A chague chargement d'un nouveau lot da cartouches.

Lorsque 168 vakeurs os coneble 8ont & dehors das plages dafinies
A sxpiration de Nntecvalie o éaionmage de 21 jours.

Apres une opération de maintenance du systdme.

La varfication de I'éalonnage &3t aulomatiguement génde par le systaéme.

8.5 Détermination des taux de TOXO IgM de I'échantilon
Trakez les échartllons conformément aux instructions du manue! d utlisation du systéma.

9. Contréle qualité

Utitsez le IDS TOXO Contrai Sot {IS-1D6030) pour le contrile de quaite. D'autres maténels de contréle adaptés peuvert dlro
Ullsés an plus du 1DS TOXO Control Set § faut 1esiar ks contrdles Bu début (ou vers ks dibut) de chague analyse cancemant
des échantilons de potierts en conformite avec les réglements cu les exgenoes o accrédtation des autonites locales, nasoraies
oliou feddrales, of avec 83 procédums de qualéd de volre laboraiows

Consultez lo mode d'emploi da I0€ TOXO Control Sat pour conraltre les procédures do préparaton ot de manipulation.

10. Calcul des résuitats

La concertrabion ¢lghd de Toxoplasmose dans un echantlion est calowee automatiquement. L'affichage des concentrasions (&
Fécran ou sur papier] dapend du choix de Tutifsalewr, La test IDS TOXO Igh utilise un ajustemsent de la courte logstique 4
4 paramétres {4P°L) pour calouder les concentrations ce TOXO Ight.

Les ndaultals sont expoimés an ALNmL

11. Plage de mesures
La ptooo de masure des IDS TOXO et : 0,0 3 200 AL,
Les résutats infénours @ 0.0 ALYmL sorcnd affiches comme '0 AL’ aveo le code 'OMR-' etiou "CRA'
- Les rdsuliats supdieurs & 200 AL ssront indiqués par le code ‘OMR+ stlou 'ORA’

12. Interprétation des résultats

AL Interprétation

<135 Léchanmilon doll &e considéné comma Negalil pour 18 préssnce oM ant-Toxoplasma Goeeli
135-165 Lichantilon GGl &% considing comms Douleu pocr 1a présencs digM ani-Toxoplasma Gondil
2168 L'échantilon doit &re considéréd comme Positf pour &a presence digM anti-Toxoplasma Gongii

Lincdax et imerprétason ci-dessus doivent étre considéres uniguement comme des drectves. || est recommande a chague
Taboratoire ¢'6LakAIr 866 propres index ol ineeprétation sur i base de 83 propes popuiation de patients.
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Annexe 4 : Calculs des corrélations par groupe

Groupe 1

g Correlation
] Tabular results

4
Pearson r

r
95% confidence interval
R squared

P value
P (two-tailed)

1
2
3
4
5
6
7
8  Pvalue summary
9

=

0
1 Number of XY Pairs

Groupe 2

i Correlation
Tabular results

4
Pearson r

r
95% confidence interval
R squared

1
2
3
4
5
6 Pvalue

7 P (two-tailed)

8 P value summary
9

10
1

Number of XY Pairs

Groupe 3

g Correlation
] Tabular results

95% confidence interval
R squared

P value

P (two-tailed)
P value summary

Number of XY Pairs

IGM Alinity
Vs,
IgM ISYS

0.7995
0.6524 to 0.8886
0.6393

<0.0001

xxnn

Significant? (alpha = 0.05) Yes

41

A
IGM Alinity

VS,
IgM ISYS

0.8715
0.8051 to 0.9163
0.7595

<0.0001

P

Significant? (alpha = 0.05) Yes

78
A
IGM Alinity
VS
1gM ISYS
0.5533

0.05722 to 0.8302
0.3061

0.0324

*

Significant? (alpha = 0.05) Yes

15

i) Correlation

Pearson r
r
95% confidence interval
R squared

P value

P (two-tailed)
P value summary

1 Number of XY Pairs

1gG Alinity

VS.
1gG ISYS

0.6030
0.3626 to 0.7681
0.3636

<0.0001

xxxn

Significant? (alpha = 0.05) Yes

41

1gG Alinity
vs.
IgG ISYS

0.6067
0.4442 to 0.7306
0.3681

<0.0001

xxnn

78

1gG Alinity
vs

1gG ISYS

0.8933
0.7025 to 0.9643
0.7980

<0.0001

xxxx

i) Correlation
4
1 |Pearsonr
2 r
3 95% confidence interval
4 R squared
5
6 Pvalue
7 P (two-tailed)
8 P value summary
9  Significant? (alpha = 0.05) Yes
10
11 Number of XY Pairs
f’:] Correlation
4
1 |Pearsonr
2 r
3 | 95% confidence interval
4  Rsquared
5
6 Pvalue
7 P (two-tailed)
8  Pvalue summary
9  Significant? (alpha = 0.05) Yes
10

11 Number of XY Pairs

15
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Annexe 5 : Notice d’utilisation iSYS-IDS avidité

3. Description de la méthode

Le kit IDS TOXO IgG Awvidity, utilisée pour |e calcul de Nindice de favidité des IgG spécifiques ant-Toxoplasmoses, s'appuie sur
une méthode Immunclogique indirecte @ deux étapes, basée sur le principe de ia chimiluminescence. Le test ne peut étre
réalisé que sur des échantillons, préalablement dosés, afin de vérifier la présence d'lgG antl toxoplasmose.

10 pL de I'échantillon du patient ou 110 plL des étalons sont ncubés avec des particules magnétiques recouvertes d antigéne
specific. Aprés I'étape de lavage suivant la premiére Incubation, on sjoute une IgG anti-humaine spécifique marquée a
I'scridinium.

Chaque échantillon est 1esté dans deux cuvettes différentes : une (a8) de référence et une (b) avec tampon pouvant rompee e lien
Antigéne (Ag)-Anticorps (Ab) au cas od I'avidité de I'anticorps IgG rubéolique serait falble. Au cours de ia premiére incubation,
les anticorps spécifiques, se trouvant dans |'échantilion, dans les calibrateurs ou dans les conirdles, se kent lors de la phase
solide. Une saconde Incubation est réalisde dans la seconde cuvette (b) & 1a fin de s premiére incubation, avec un tampon
pouvant rompee le lien entre I'Ag des particules magnébiques et les anticorps 19G de I'échantillon au cas ol les anticorps a falble
avidité Ab seralent plus nombreux.

Au cowrs de la deuxiéme Iincubation, le conjugué réagit au contact des anticorps IgG ant-Toxoplasmoses, séquestrés par la
phasea solide.

Aprés chaque phase d'incubation, le matérial non |ié & la phase solide est ratiré par asplration et lavage successi.

La quantité de conjugué, marqué et encore lié a la phase solide, est calculée par activation du phénoméne de chimiluminescence
et de la mesure du signal luminewx. Le signal obtenu, axprmé en unité relative de lumiére (URL ou RLU en anglais), est indicatif
de la concentration des anticorps spécifiques, présents dans I'échantilion, dans les calibrateurs et dans les contrdles.

Le rapport entre la concantration des anticorps de la seconde cuvette (b) (échantillon traité - IgG résiduel) et la concentration des
anticorps de la cuvette de référence (a) (échantiion non trazé - IgG total) foumit I'indice qul exprime l'avidité des anticorps 1gG
anti-Toxoplasmoses, présents dans féchantilion..

4. Avertissements et précautions

A e test IDS TOXO IgG Avidity est exclusivement congu pour les emplols de diagnostic in witro et ne peut pas &tre employé en
483ge Intemne sur les humains cu les animauwx. Ce produit dott &tre utilisé en stricte conformité avec les instructions contenues
dans c& mode d'emplol. Excepté lorsgue Ia loi I'exige, Immunodiagnostic Systems Limited (IDS) ne sera pas tenu responsable
de toute perte ou préjudice conséguents, causés, d'une maniére ou d'une autre, par le non-respect des instructions foumies.

& MISE EN GARDE : ce ke contient une substance dongmne animale. Manlpuler les réactifs du kit en gardant & l'esprt quits

_peuvent tranamettre un agent infectieux. Appliguer les précautions et les bonnes pratigues de laboratcire qui simposent pour le
stockage, la manipulation et I'dlimination des réactifs du kit L'élimination des réactfs du kit doit &tre affectudea dans le respect
des réglementations locales.

Substances d'origine humaine
A La substance humaine ut¥sée dans |la préparation de ce produit a &é soumise aux analyses recommandées par la FDA pour la
détection des anticorps du virus de 'immunodéficience humaine (VIH | et II), de I'antigéne de surface de I'hépatite B, des
anticorps de I'hépatite C, et s'est révélée négative. Aucun test ne pouvant garantir de maniére abeolue I'absence d'agents
Infectieux, les réactifs doivent &tre manipulés au niveau de blosdcunts 2.

Réactifs contenant de I'azoture de sodium

Certains réactifs de ce kit contiennent de |'azoture de sodium (NaN;) < 0,1 % (m/m) qui est susceptible de réagir avec le plomb,
le culvre ou le laiton des canalisations pour former des azides métalligues hautement explosifs. Lors de 'élimination, rincer avec
de grands volumes d'eau afin d'éwiter toute accumulation de |'azoture.

Réactifs contenant du ProClin® 300
Certains réactifs de ce kit contiennent du ProClin® 300 comme agent de conservation,

Classlification selon le réglement CLP :

Skin Sens. 1
Mentions d'avertissement: Attentlon Consells de prudence:
P261: Eviter de respirer les
Mentions de danger : poussiéresfumées/gazioroulllards/vapeursiadrosols.
H317 Peut provoquer une allergle cutande. P272: Les vétements contaminés ne dolvent pas sortir du
lieux de travail

P280: Porter des gants de protection/des v&tements de
protection'un dquipement de protection des yeux/du visage
P302+P352: EN CAS DE CONTACT AVEC LA PEAU: Laver
abondamment & I'eau.

P321: Traitement spécifiqua (voir les instructions
complémentaires de preméerns

secours sur cette &tlquette)

P333+P313: En cas d'irntation ou d'éruption cutanée:
consulter un médecin,
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19G anti- IgM anti- 19G Avidité anti-

Toxoplasmos | Toxoplasmos | Toxoplasmoses Interprétation

es es {test de 2* nivesu)

Neégatif Négatif - Non immun (susceplible @ &lre contaming)
Négatlf Posillf - Primo-infection en cours suspectée

Infaction primare récents (susceplible d'avoir &té
Positit Positif Faible avidité conractée au cours des 2 meois précédant e
_prélevement de Péchantillon)
Infection récente ou passée avec une présence

. loujours &levée dlgM (infection présumée passée,
Posiif Reai R G susu’::pllbh pourilal fbodoniverhfl gl i
précédant je prélévement de I'échantilion)

Pasitit Négatt Avidité dlevée Infection passée

Les teals DS TOXO IgG, IDS TOXO IgM &t 1DS TOXO IgG Aviditd ont penmis dévaluer la spécificitd et la sensibilité
diagnosliquas auprés dun groupe d'individus sélectionnés comme sull. éludiés conformémenlt aux différantas méthodes et
classifiés salon fa régle du consensus général |

- 139 patients non immuns ;

- 127 achantillons de 61 patients avec un diagnoslic de toxoplasmeee el soumis & une survelllance el & un sum |
- 100 échantillone dautant de patients ayant contracté Finfection pendant mains de 4 mois,

- 41 échantilons d'autant de patients ayant contractd lNnfection depuis plus de 4 mos,

En se rélérant & 'nterprétation susmentionnée, Il a élé possibie de calculer a spacificité o |a sansibiité diagnostiques
relatives aux groupes de patients 4 Félude.

Les valeurs 1gG et lgM des 130 patients non immuna élaient en dessous du saull de coupure (cut-off en anglais) avec les
méthodes IDS TOXO IgG et IDS TOXO Igh. La spécificité diagnostique des méthodes paur igG el IgM relatives su groupe da
patients non mmuns &tait de 100 % (intervalle da confiance & 95 % - 95,9-100,0 %)

Pamy les 168 échantlions (127 patienms avec un disgnostic de texaplasmess scumis & une survellance el 3 un suivi et 41
palients ayamt conltracté I'infection depuis plus de 4 meis), a méthode IDS TOXO IgG & donn un résultat positif pour 164
échantifons el négatil pour 4 échantilions et, par congdquent, |a sensibilité e'éléve & 97 6 % (intervalle de confiance 4 95 % .
93,6%-99,2 %) Les 4 achantilions négalifs appartenaient 4 4 pallents an cows de sérocornvearsion,

Pammi les 127 échantilons de patients avec un diagnostic de taxoplasmose el scumis & une survesliance &1 & un sulvl, la
méthodea DS TOXO ight a donné un résuitat posilil pour 123 dchantilons el un résultat négatil pour 4 échantillons e, par
consdquant, la sensbilité de dagnostc est de 97,6 % (ntervalle de confiance & % | 91,6%-99,0 %,).

Le kit IDS TOXO IgG Avidité a permis danalyser 100 échantilions appartenant au groupe des patients sous surveiliance et
sulvi, ayant une infection contraciée au cours des 4 mais précédant fa collecte. B4 échantifons présentaient une faible avidits,
S5 une aviditd modérde el 1 une avidité dlevée.

Pami les 41 échantilons d'sutant de palients ayant contracté linfection depuis plus de 4 mois, 1ous ont présentd une positivité
aux IgG avec par conséquent une sensibilté diagnostique de 100 %, une positivité des IgM de 39 % (16/41). Tous ces
échantilons, testés avec je kit IDS TOXO 1gG Avidité, ant mis én dvidence un Indice d'Avidité X

15. Limites d'utilisation

- Comme pour loute procédure diagnoslique, les résultats doivent dlre inlerprétés conjointemeant avec le tableau clinique
du patient et avec les autres informalions 3 |a disposition du médecin.

- Les résullals des tesls immunologiques pouvant &re affectés par les fluctustions de tempéralure, les utilisateurs
doivent suivre le manuel dulilisation du systéme IDS pour comnaitre fa température ambeants et les condilions de
fonctionnement optimales.

= Une fois une carfouche de réaclif introduite dans une unité du systéme, calle-ci doit toujours alre uliisde sur cetls undé
jusqu'a ce qu'ale solt vide.

- IDS TOXO Avidity n'utilise pas la technologie de bloline-streptaviding.

- Les caractéristigues de performance de cells analyse n'omt pas élé démonlrées en pédiatrie.

- Des anticorps hétérophiles du Sérum humain peuvent réagir avec les immunoglobulines du réactil e interférer avec
les immunodosages in vitro'. Les patients quotidisnnament exposés aux animswx ou aux produits sédques d'ordging
animale peuvent élre sujels & ce lype dinterférence, |l convient alars d'examiner louts valeur ancemale.
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