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INTRODUCTION



Le toxoplasme est un protozoaire, parasite habituel du chat, qui
évolue chez I'homme et les homéothermes. I détermine une affection
fréquente et polymorphe le plus souvent bénigne.

Elle existe sous trois formes: la toxoplasmose acquise,
habituellement bénigne et trés souvent inapparente, la toxoplasmose
congénitale, responsable d’embryo-foetopathies liées a 1’'immaturité du
systéeme immunitaire du feetus et a la voie de contamination sanguine, la
toxoplasmose des sujets immunodéprimés (SIDA, transplantés, greffés de
moelle, etc..).

La toxoplasmose oculaire se traduisant par une choriorétinite, est
d’origine acquise ou congénitale et d’expression parfois tardive. Le
diagnostic de toxoplasmose oculaire repose essentiellement sur les données
cliniques, anamnestiques et thérapeutiques.

Le but de 1’étude prospective que nous avons mené pendant 2 ans
a ¢été de déterminer 1’apport du diagnostic ainsi que la démarche
biologique la plus adaptée face a une suspicion clinique de toxoplasmose
oculaire. Pour cela nous avons choisi 3 techniques biologiques différentes
adaptées a ’analyse de I’humeur aqueuse : I’ELISA qui permet la mise en
évidence d’une production locale d’anticorps spécifiques, le Western-blot
qui compare les profils sériques et oculaires, et la PCR (Polymerase Chain

Reaction) qui recherche I’ADN toxoplasmique par amplification génique.



CHAPITRE I

GENERALITES SUR
TOXOPLASMA GONDII



I

HISTORIQUE



Toxoplasma gondii est découvert en 1908 par Nicolle et
Manceaux a I’Institut Pasteur de Tunis. A la suite d’une épidémie de
laboratoire chez un rongeur sauvage (Ctenodactylus gondii), ils isolérent un
protozoaire de forme arquée qu’ils nommerent Toxoplasma gondii (Nicolle
1909). L’origine grecque du mot vient de toxon (arc) et plasma (forme).
Cette découverte sera présentée le 26 Octobre 1908 par Laveran a
I’Académie des Sciences de Paris. A peu prés au méme moment, Splendore
isole le parasite chez des lapins de laboratoire, a Sao Paulo (Remky 1985).

Le premier cas humain de lésions ophtalmiques dues aux
toxoplasmes est décrit en 1923 par Janku, chez un enfant hydrocéphale
ayant des kystes rétiniens (Janku 1923).

En 1937, Wolf et Cowen rapportent le premier cas de
toxoplasmose congénitale humaine (Wolf 1937).

En 1941, Sabin décrit la symptomatologie de la toxoplasmose
humaine (Sabin 1941).

En 1948, Sabin et Feldmann proposent la technique du test de
lyse, mettant ainsi en évidence pour la premicre fois des anticorps
cytolytiques dans le cas du toxoplasme, en présence de complément. Cette
technique est devenue la technique de référence et est encore employée
aujourd’hui (Sabin 1948).

En 1957, Goldman et Kelen mettent au point
I’immunofluorescence indirecte simplifiant ainsi le diagnostic sérologique.

En 1965, Desmonts confirme le role de la viande dans la

transmission humaine (Desmonts 1965).



En 1970, Frenkel et Hutchinson mettent en évidence le cycle
évolutif complet de Toxoplasma gondii avec la description du cycle sexué
chez I’hote définitif (le chat) (Frenkel, Dubey et al. 1970; Hutchinson
1970).
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Toxoplasma gondii est un protozoaire intracellulaire obligatoire
dont la position systématique la plus admise a été précisée en 1980 par
Lévine (Levine 1980):

Embranchement : Protozoa (Goldfus, 1918)

Phylum . Apicomplexa (Levine, 1970)

Classe . Sporozoea (Leuckart, 1879)

Sous-classe . Coccidia (Leuckart, 1879)

Ordre . Eucoccidiida (Léger et Duboscq, 1910)
Sous-ordre . Eimeriina (Léger, 1911)

Famille . Sarcocystidae (Poche, 1913)
Sous-famille : Toxoplasmatinae (Biocca, 1957)

Genre . Toxoplasma (Nicolle et Manceaux, 1909)
Espece . gondii .

Le genre Toxoplasma ne contiendrait qu’une seule espece

(Fortier 2000).
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Toxoplasma gondii se présente sous trois formes différentes:

e La forme végétative : le tachyzoite ou trophozoite.

e La forme de résistance tissulaire : le bradyzoite intrakystique.
e La forme de résistance dans le milieu extérieur : le sporozoite

dans les oocystes (Fortier 1993).

1. Morphologie au microscope optique :

1.1 La forme végétative : le tachyzoite ou trophozoite

[l s’agit de la forme invasive du parasite, proliférante ; du grec
tachus (rapide) pour évoquer la rapidité de division dans les cellules qui
I’hébergent.

Le tachyzoite se multiplie par divisions cellulaires par un
processus d’endodyogenese asexuée et parasite toutes les cellules nucléées.

Il a I’aspect d’un arc de 6 a 8 microns de long et de 3 a 4 microns
de large, dépourvu d’organe locomoteur. Son extrémité antérieure est

effilée, et son extrémité postérieure est arrondie renfermant le noyau.

Figure 1: Tachyzoites dans des cellules MRCS5 en culture
(Candolfi 1992).
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Figure 1 : Tachyzoites dans des cellules MRCS5 en culture (Candolfi 1992).

Figure 2 : Qocystes de Toxoplasma gondii. A : oocyste immature ; B :
oocyste sporulé contenant 2 sporocystes et leurs 4 sporozoites (Candolfi

1992).
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1.2 La forme de résistance tissulaire: le bradyzoite

intrakystique

Le kyste est la forme de latence du parasite dans 1’organisme,
persistant toute la vie de 1’hote. On le trouve surtout dans les tissus
musculaires et nerveux (cerveau, rétine).

Les kystes résultent d’une série de multiplications asexuées
d’une forme végétative.

Le bradyzoite est la forme de résistance intrakystique (Fortier

1993).

Le kyste est sphérique ou ovoide et mesure de 5 a 100 microns de
diameétre. Il se développe progressivement a partir du cytoplasme de la
cellule hote et renferme une multitude de formes végétatives particulieres
accolées les unes aux autres : les bradyzoites.

Le bradyzoite possede une structure proche de celle du tachyzoite
mais il est de dimension plus petite. Son métabolisme est lent (bradus

signifie lent en grec) (Fortier 2000).

1.3 La forme de résistance dans le milieu extérieur: le

sporozoite dans les oocystes

Les oocystes représentent les formes sexuées et de résistance
dans le milieu extérieur.

L’oocyste résulte de la reproduction sexuée ou gamogonie, qui se
déroule dans les cellules intestinales de 1’hote définitif (chat).

L’oocyste est un ceuf diploide mesurant 14 microns de long et 9

microns de large, entouré d’une coque tres résistante.
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Figure 2: OQocystes de Toxoplasma gondii. A: oocyste
immature ; B : oocyste sporulé contenant 2 sporocystes et leurs 4

sporozoites (Candolfi 1992).

2. Ultrastructure :

2.1 Le tachyzoite :

Il est délimité par une structure membranaire trilaminaire.
Comme tous les Apicomplexa Toxoplasma gondii posseéde un complexe
apical a sa partie antérieure, comprenant un conoide, des rhoptries, des
micronemes et des granules denses (Fortier 2000). Le tachyzoite contient
¢galement des organites classiques tels qu’une mitochondrie unique et
ramifiée, un réticulum endoplasmique, un appareil de Golgi et des grains
d’amylopectine (Klainer, Krahenbuhl es al. 1973; Dupouy-Camet 1993;
Fortier 2000).

Fig 3: Schéma d’un tachyzoite de Toxoplasma gondii (Fortier

2000).
2.2 Le bradyzoite intrakystique :
Le kyste possede une paroi tres résistante formée d’une

membrane doublée intérieurement d’un matériel granulaire condensé en

couches homogenes.
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Figure 3 : Schéma d’un tachyzoite de Toxoplasma gondii (Fortier 2000).
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La structure du bradyzoite differe peu de celle du tachyzoite. Il
est plus petit, le noyau est plus postérieur, les micronémes et les grains

d’amylopectine sont plus abondants (Fortier 2000).
2.3 Le sporozoite dans les oocystes :

L’oocyste renferme 2 sporocystes contenant chacun 4
sporozoites. La structure du sporozoite est proche de celle du tachyzoite

mais elle s’en distingue par des micronemes et des rhoptries plus

abondants.
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1. Le cycle :

Le cycle de Toxoplasma gondii est un cycle hétéroxene se
déroulant entre un hote définitif représenté par les félidés et principalement
le chat et un hote intermédiaire, dont la spécificité est large regroupant les
vertébrés a sang chaud (herbivores, carnivores et homme). Le cycle
comprend une phase sexuée se déroulant uniquement chez 1’hote définitif
et une phase asexuée retrouvée chez 1’hote définitif et chez les hotes

intermédiaires.

1.1 La phase sexuée :

Elle se déroule chez 1’hote définitif aprés contamination orale par
des végétaux souillés d’oocystes ou par des proies porteuses de kystes. Les
oocystes et les kystes libérent dans la lumiere intestinale de 1’hote des
sporozoites ou des bradyzoites qui pénétrent dans les entérocytes. Cette
phase s’acheéve avec 1’élimination d’oocystes immatures avec les féces dans

le milieu extérieur.

1.2 La phase asexuée :

Elle a lieu chez les hotes intermédiaires (dont I’homme) et 1’hote
définitif. Cette phase est consécutive a I’ingestion de kystes ou d’oocystes
matures et aboutit a la formation de kystes dans les tissus dont la
localisation préférentielle se situe dans le tissu musculaire et nerveux

(cerveau, rétine).
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Figure 4 : Cycle évolutif de Toxoplasma gondii (Fortier 1993).
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Figure 4 : Cycle évolutif de Toxoplasma gondii (Fortier 1993).
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2. La prévalence :

La toxoplasmose sévit sous tout les climats et seules les régions
trop froides ou exemptes de félins sont hostiles au parasite. Ainsi un climat
chaud et humide favorisera la propagation des oocystes. Il faut également
tenir compte du mode d’alimentation (Zuber et Jacquier 1995).

En effet la France tient une place particuliere du fait de ses
spécialités carnées peu ou pas cuites (steak tartare, viande saignante). A
I’intérieur du territoire frangais les chiffres de la prévalence varient de
fagon importante : 70% a Paris, 69% a Toulouse et 41% en Alsace

(Wittersheim 1994).
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1. La pathogenése:

Chez I’hote intermédiaire (dont 1’homme), le parasite se propage
aprés l’ingestion de kystes ou d’oocystes, ou suite a une inoculation
accidentelle de tachyzoites. Les sporozoites et les bradyzoites se
transforment rapidement en tachyzoites qui ont la capacité, en 15 secondes,
de se fixer sur les récepteurs de n’importe quelle cellule nucléée et d’y
pénétrer (Joiner, Fuhrman ef al. 1990).

Apres plusieurs multiplications la cellule est détruite et le
toxoplasme se propage localement puis aux autres organes par les voies
lymphatiques et veineuses. Une réaction inflammatoire ainsi qu’une
réaction immunitaire cellulaire et humorale se mettent en place des le
premier contact. Peu a peu les tachyzoites se transforment pour laisser
place a des bradyzoites intrakystiques. Ces kystes se localisent
essentiellement dans les tissus musculaires et nerveux (cerveau, rétine) en
phase chronique.

La quiescence de ces formes de résistance est inféodée a 1’¢tat
immunitaire du patient et une toxoplasmose latente peut se réactiver sous

I’effet d’'une immunosuppression (Ambroise-Thomas 1993).

2. Les difféerentes souches parasitaires :

La majorité des souches de Toxoplasma gondii peuvent étre

classées au sein de 3 lignées clonales (Boothroyd et Grigg 2002):

o Les souches de type I sont caractérisées par leur virulence

aigué chez la souris. Le facteur de virulence serait li€¢ au géne SAG1 ou a
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un géne voisin, situé sur le chromosome VIII (Howe, Summers et al.
1996).

Chez I’homme aucune étude clinique précise n’a jamais été
réalisée et donc aucune corrélation ne peut étre faite entre la gravité de la
pathologie et le type de souche responsable. Cependant, les souches de type
I ont souvent ét¢é mises en cause dans plusieurs épidémies ou la
toxoplasmose oculaire représentait une fréquence élevée(Glasner, Silveira
et al. 1992; Bowie, King et al. 1997; Burnett, Shortt e al. 1998). De plus,
Grigg (Grigg, Ganatra ef al. 2001) rapporte une fréquence inhabituelle de
souches de type I ou I recombinant chez des patients présentant des 1ésions

de choriorétinite toxoplasmique séveres et atypiques.

o Les souches de type II sont responsables d’une pathologie
chronique chez la souris avec une propension a former des Kkystes
(McLeod, Skamene et al. 1989). Ce sont les souches les plus fréquemment
rencontrées en pathologie humaine (SIDA et toxoplasmose congénitale),
soit environ 70% des cas (Darde, Bouteille et al. 1992; Howe et Sibley
1995; Darde 1996; Boothroyd et Grigg 2002).

e Les souches de type III sont plus fréquemment isolées chez

I’animal que chez I’homme. Le caractére asymptomatique des infections

pourrait expliquer la rareté d’isolement chez [’homme.

3. La réponse immune développée au cours de la

toxoplasmose :

94



La réponse immunitaire de 1’h6te immunocompétent développée
lors d’une infection toxoplasmique, permet 1’acquisition d’une immunité
protectrice. Cependant, le parasite persiste sous sa forme bradyzoite a
I’intérieur des kystes. La rupture périodique de ces kystes serait a 1’origine
du maintien de I'immunité anti-toxoplasmique. Dans le cas d’une
immunodéficience et notamment au cours du SIDA, les bradyzoites libérés
lors de la rupture d’un kyste se transforment en tachyzoites dont la
prolifération n’est plus efficacement controlée par la réponse immune de
I’hote entrainant de graves Iésions (Subauste et Remington 1993; Suzuki et
Remington 1993).

L’immunité cellulaire constitue la composante majeure de la
réaction de I’hote face a I’agression par 7Toxoplasma gondii. Les
macrophages, les lymphocytes T (LT) et les cellules « natural killer » (NK)

d’une part, les cytokines d’autre part, en constituent les éléments essentiels.
3.1 La réponse immune naturelle ou non spécifique :

Toxoplasma gondii est capable d’activer de fagon non spécifique
les macrophages et les cellules NK. L’inhibition de la réplication du
toxoplasme ou sa destruction, relevent de différents mécanismes effecteurs
(Wong et Remington 1993): des mécanismes oxydatifs, des mécanismes
non oxydatifs dont le principal est représenté par la production de
monoxyde d’azote (NO) par les macrophages activés par I’IFN-y (Ding,
Nathan ef al. 1988; Drapier, Wietzerbin et al. 1988; Adams, Hibbs et al.
1990) et des mécanismes non oxygéno-dépendants.

C’est par I’action conjointe et synergique des macrophages et des
cellules NK ainsi que de la synthése d’IFN-y au cours de la phase précoce
de I'infection, que s’exerce 1’essentiel de la résistance non spécifique ou

naturelle qui précéde la mise en place d'une réponse immune spécifique.
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3.2 La réponse immune acquise spécifique :

3.2.1 L’immunité médiée par les cellules T :

Les cellules T, CD4+ et CD8+, ont un role majeur dans la
résistance a 1’infection toxoplasmique (Suzuki et Remington 1988;
Gazzinelli, Hakim ef al. 1991). Chez la souris, les LT CD4+ matures sont
divisés en deux sous-populations les Thl et les Th2 . Cette distinction est
basée sur le répertoire des cytokines sécrétées lors d’une stimulation
(Mosmann, Cherwinski et al. 1986). La stimulation est assurée par les
cellules dendritiques présentant 1’antigene au TCR (T Cell Receptor).

Les cellules Thl produisent 1’IL-2 et I’'IFN-y, les cellules Th2
produisent I’IL-4, I’'IL-6, et I'IL-10. Les LT CD4+ sont nécessaires au
développement d’une résistance au cours de la phase précoce de I’infection
et d’une immunité au cours d’une vaccination. Cette résistance semble
associée a une réponse de type Thl favorisée par I'IFN-y et I’'IL-12
produits lors de [’activation des cellules NK et des macrophages.
Cependant , il a été démontré que le contréle de 1’infection toxoplasmique
est le résultat d’une action synergique entre les LT CD4+ et CD8+
(Gazzinelli, Hakim et al. 1991).

Les LT CD8+ apparaissent comme essentiels dans la résistance
au cours de la phase aigué de I’infection toxoplasmique et permettent le

transfert d’une immunité protectrice (Kasper, Khan et al. 1992).

3.2.2 Les cytokines :

e [’interféron gamma (IFN-y) :
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Les principales sources d’IFN-y sont les LT CD4+ et CD8+ et
les cellules NK. Ses principales propriétés biologiques sont I’activation des
macrophages et des cellules NK, I’induction des antigénes de classe II du
CMH ainsi que I’inhibition de la réponse cellulaire de type Th2 (Cavaillon
1993).

Si IFN-y exerce ses effets cytotoxiques par 1’intermédiaire de
I’activation des macrophages, il pourrait également induire la formation de

kystes tout en prévenant leur rupture (Suzuki et Joh 1994).

e  L’interleukine 2 (IL-2) :

Elle est surtout produite par les LT CD4+. Elle aurait une action

protectrice contre une infection a 7oxoplasma gondii.

e L’interleukine 4 (IL-4) :

Elle est sécrétée par les LT CD4+ de type Th2 mais aussi par les
basophiles, mastocytes et LT CD8+. Il s’agit d’un facteur d’activation et de
différenciation des LT et B, elle augmente 1’expression des antigénes du

CMH de classe II et induit la commutation isotypique IgE.

e L’interleukine 10 (IL-10) :

Elle est sécrétée par les LT CD4+ de type Th2, les macrophages
et certains LB. L’IL-10 inhibe la prolifération des LT CD4+ de type Thl
ainsi que la sécrétion des cytokines par ces mémes cellules. Elle inhibe
aussi la production de dérivés nitrés et oxygénés ainsi que des cytokines

pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, TNF-a) par les monocytes-macrophages.
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o L’interleukine 12 (IL-12)

Elle est sécrétée par les macrophages et les cellules dendritiques
lors d’une stimulation antigénique. Son role semble important pendant la
phase aigué de I’infection. En effet il s’agit d’un puissant inducteur de la

réponse Thl (Letscher-Bru, Villard et al. 1998).
e Le Tumor Necrosis Factor alpha (TNF-o.) :
Il est produit par les monocytes-macrophages, les LT et les

mastocytes-basophiles. 11 possede un rdle protecteur précoce par

I’augmentation du pouvoir microbicide des macrophages et 1’induction de

la sécrétion d’IFN-y par les cellules NK. Facteur pyrogene, le TNF-o est

susceptible d’induire la sécrétion des protéines de la phase aigué de

I’inflammation par le biais de la production d’IL-6 (Cavaillon 1993).
Figure 5 : Schéma de la réponse immune.

3.3 Laréponse immune humorale :

3.3.1 Les isotypes :

o LeslIgM:

Ce sont les premiers anticorps sé€riques a apparaitre, ils sont
détectés a la fin de la premi¢re semaine de I’infection. Ces
immunoglobulines activent le systeme du complément. Par ailleurs, du fait
de leur structure, elles permettent une excellente agglutination et ont une

grande cytotoxicité. Ce phénomene est particulierement utilisé dans les
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techniques de diagnostic sérologique. Ces anticorps peuvent étre trouves
plus d’un an apreés la primo-infection grace a 1’utilisation de techniques de
détection de plus en plus sensibles. Cependant il existe une variation
individuelle. L’antigéne cible de ces IgM est la protéine de membrane

SAG-1. Elles ne traversent pas le placenta.
o LeslgG:

Ce sont les deuxiemes immunoglobulines a apparaitre au cours
d’une toxoplasmose, il en existe 4 sous-classes. Les I1gG1,2 et 3 seraient
prédominantes, elles fixent le complément et permettent la lyse du parasite.
Elles permettent également la cytotoxicité dépendante du complément
(ADCC) ou l’opsonisation, grace aux récepteurs a Fc existant sur les
monocytes-macrophages et les polynucléaires. Elles interviennent
¢galement dans la cytolyse médiée par le complément ou par une cellule
NK.

Elles sont capables de traverser le placenta.

o LeslIgA:

Il existe deux types d’IgA, les IgA sécrétoires et sériques. Lors
d’une toxoplasmose les deux types d’IgA sont retrouvés. Dans la
toxoplasmose acquise, 1’apparition des IgA n’est pas systématique mais la
cinétique d’apparition semble étre courte, avec une négativation obtenue a
1 an. Chez les immunodéprimés les IgA seraient le marqueur précoce de
I’infection endogeéne dans un cas sur deux (Pinon 1991). Dans la
toxoplasmose congénitale la détection des IgA prend toute sa valeur car
elles peuvent étre mises en évidence en dehors des IgM. Les IgA ne

traversent pas le placenta et sont retrouvées dans le sang vers le troisiéme
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mois post-infection dans 90 % des cas. L’antigéne cible des IgA est la

protéine P35.

o LeslIgE:

Cet isotype a été peu étudié, son apparition dans la toxoplasmose
aigué ou congénitale est possible. Sa présence est corrélée a I’apparition de
complications comme des adénopathies, une choriorétinite, des
réactivations toxoplasmiques chez les immunodéprimés (Villena, Aubert ef
al. 1999). L’analyse de cet isotype ne peut étre intéressante que si elle est

réalisée conjointement a celle des IgM et des IgA.

3.3.2 Lerole des anticorps :

Ils agissent sur les tachyzoites extracellulaires et limitent leur
multiplication en lysant les parasites en présence de complément. Ils sont
¢galement actifs par opsonisation en augmentant la phagocytose par les
macrophages. Il a été également démontré qu’une forte réponse anticorps
semble favoriser la formation de kystes intra-cérébraux (Brinkmann,

Remington et al. 1987).

3.3.3 La cinétique des anticorps :

La cinétique des anticorps conditionne le diagnostic sérologique
de la toxoplasmose acquise. En pratique sérologique, les IgM apparaissent
une a deux semaines apres le début de I’infection. Ils augmentent jusqu’au
premier mois, puis diminuent progressivement et disparaissent en regle
générale apres le troisieme mois post-infection. Cependant, dans un certain

nombre de cas les clones producteurs d’IgM persistent a étre stimulés et
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des IgM sont retrouvées dans le sérum au-dela de trois mois voir d’un an.
Les IgG apparaissent au bout d’un mois et leur pic est atteint vers le
troisitme mois post-infection. Elles se maintiennent a ce niveau pendant
environ trois mois puis diminuent progressivement pour atteindre un taux
résiduel compris entre 10 et 100 UI/ml au bout d’un an environ. Les IgA
auraient une cinétique d’apparition intermédiaire entre ces deux premieres
cinétiques et disparaitraient apreés un an. La cinétique des IgE ne peut étre

déterminée, leur apparition étant aléatoire au cours de 1’infection.

Figure 6: Représentation schématique de la cinétique des

anticorps au cours de l'infection toxoplasmique (Derouin 2000).
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LES FORMES CLINIQUES
D’UNE INFECTION A
TOXOPLASMA GONDII
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Une infection par Toxoplasma gondii peut se manifester par
différents tableaux cliniques selon qu’il s’agisse de la forme acquise du
sujet immunocompétent, de la toxoplasmose congénitale ou de la

toxoplasmose du sujet immunodéprimé.

1. La toxoplasmose acquise du sujet

immunocompétent :

La toxoplasmose acquise fait suite a une contamination post-
natale. Il s’agit de la forme la plus fréquente qui est asymptomatique dans
80 % des cas (Fortier 2000).

Elle peut se manifester par la triade symptomatique constituée
de: fiévre, adénopathies et asthénie, et peut se compliquer d’une

choriorétinite.

2. La toxoplasmose congénitale :

Elle est secondaire a une contamination transplacentaire dont le
risque augmente au cours de la grossesse (Desmonts 1974). La gravité de
I’atteinte feetale est importante en début de grossesse et diminue au fur et a
mesure que I’on se rapproche du terme (Ho-Yen 1992).

La choriorétinite en est le symptome le plus fréquent (Fortier

2000).

3. La toxoplasmose du sujet immunodéprimeé :
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Cette forme clinique a acquis un regain d’intérét durant les
années 1980 en raison de la fréquence croissante des greffes, des
transplantations et de 1’explosion du SIDA. Plusieurs aspects sont

rencontres :

3.1 La toxoplasmose aigué :

Elle peut étre observée au décours d’une greffe d’organe,
lorsqu’un greffon contenant des kystes est transplanté a un receveur
séronégatif en association a une thérapeutique immunosuppressive anti-
rejet (Couvreur 1992; Derouin, Devergie et al. 1992) exposant ce dernier a
une toxoplasmose disséminée polyviscérale. Ce tableau clinique peut
¢galement s’observer lors d’une primo-infection chez tout sujet

immunodéprimé (cancer, greffe, SIDA).

3.2 La réactivation toxoplasmique :

Il s’agit du tableau clinique le plus souvent observé chez les
sujets immunodéprimés et particulierement les sidéens (Holliman 1988;
Hunter, Subauste ez al. 1994). Elle est la conséquence d’une réactivation
d’une toxoplasmose latente due a I’effondrement de I’immunité cellulaire
et signe le plus souvent I’évolution vers le stade SIDA maladie.
L’encéphalite est la manifestation clinique majeure pouvant entrainer la
mort dans pres de 80 % des cas en I’absence d’un traitement adapté (Leport

et Remington 1992; Luft et Remington 1992; Suzuki et Remington 1993).
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En raison de la variété physiopathologique et clinique de
I’infection toxoplasmique, les modalités de diagnostic sont tres différentes
suivant qu’il s’agit d’une primo-infection, d’une infection congénitale, ou
d’une réactivation chez un sujet immunodéprimeé .

Le diagnostic de certitude est apporté par la mise en évidence du
parasite, mais sa recherche par examen direct est difficile et doit souvent
étre complétée par des méthodes directes telles que I’inoculation a 1’animal
ou la culture cellulaire. Depuis quelques années, les méthodes
d’amplification génique (PCR) sont un outil précieux pour la mise en
¢vidence de I’ADN parasitaire dans différents prélevements.

Dans la plupart des cas, la sérologie représente la base du
dépistage et du diagnostic de la toxoplasmose. La mise en évidence
d’anticorps spécifiques permet d’affirmer une contamination par
Toxoplasma gondii; 1’étude combinée des IgG et IgM permet
généralement de dater I'infection et d’orienter la thérapeutique en cas
d’infection récente, ou de proposer des mesures prophylactiques adaptées.

Nous étudierons successivement au cours de ce chapitre les
techniques de mise en évidence et de titrage des anticorps que nous
réalisons au laboratoire suivies d’un rappel de I’interprétation de leur

cinétique, puis les techniques de mise en évidence du parasite.
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Les méthodes du diagnostic biologique regroupent les techniques
indirectes immunologiques utilisant des antigenes figurés (dye-test, IFI,
réactions d’agglutination) ou solubles (hémagglutination, réactions
immunoenzymatiques), et/ou la mise en évidence directe du parasite
représentée par la biologie moléculaire, I’inoculation a 1’animal et la

culture cellulaire.

Nous allons détailler successivement 1’ensemble de ces

méthodes.

1. Les techniques immunologiques :

1.1 Les antigénes utilisés :

On distingue les antigénes présents sur la paroi, les antigénes
contenus dans le cytoplasme, et ceux issus du métabolisme du parasite. 1l
est important de noter que I’homme infecté par Toxoplasma gondii élabore
dans un premier temps des anticorps dirigés contre les antigenes
membranaires puis des anticorps dirigés contre les antigénes plasmatiques.

Deux types d’antigenes sont utilisés : les antigenes figurés,
représentés par les trophozoites entiers, vivants ou fixés ; les antigénes
solubles, obtenus aprés lyse du parasite, et qui sont des extraits

antigéniques plus ou moins purifiés .

1.2 Les techniques utilisant des antigénes figurés :
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1.2.1 Le test de lyse des toxoplasmes ou dye-test :

Le test de lyse des parasites, reposant sur le principe de la
cytotoxicité médiée par les anticorps en présence de complément, fut la
premiére technique utilisée pour le sérodiagnostic de la toxoplasmose. Sa
mise au point a été réalisée par Sabin et Feldmann en 1948 (Sabin 1948).

En pratique, le test se réalise en utilisant une suspension de
parasites vivants, incubés avec des dilutions de sérum a tester
décomplémenté, auxquelles sont ajoutées une source extérieure de
complément. La lyse est observée au microscope a contraste de phase, le
toxoplasme lysé a alors perdu sa réfringence ; ou au microscope classique
en présence de bleu de méthyléne, le toxoplasme lysé est coloré en bleu.
Une réaction est positive lorsque 50 % des parasites sont lysés par les
anticorps. Les résultats sont exprimés en unités internationales par
millilitres (UIl/ml) par rapport a un sérum étalon de référence de I’'OMS. Le
seuil de spécificité est de 2 a 5 Ul/ml. Le dye-test se positive 8 a 10 jours
apres I’infection, le titre des anticorps va persister toute la vie a un taux bas
(Derouin 2000).

I1 s’agit de la méthode de référence, elle est de lecture simple et
trés sensible, détectant des anticorps produits précocément. Cependant elle
nécessite 1’entretien d’une souche de toxoplasmes, sur souris ou par
culture, et I’apport de complément par du sérum frais humain, sans
anticorps anti-Toxoplasme et sans action lytique spontanée. Sa réalisation

est réservée a des centres spécialisés (Derouin 2000).

1.2.2 L’immunofluorescence indirecte (IFI) :

Cette technique utilise des toxoplasmes inactivés par le formol et

fixés sur une lame.

- 40 -



Aprés incubation du sérum a différentes dilutions puis lavage, la
fixation des anticorps spécifiques est révélée par une antiglobuline humaine
marquée par un composé fluorescent, I’isothiocyanate de fluorescéine. Une
contre-coloration au bleu d’Evans facilite la lecture de la réaction au
microscope a fluorescence. Le titre des anticorps correspond a la dernicre
dilution pour laquelle I’intégralité de la membrane des parasites apparait
bien fluorescente.

L’IFI permet la détection des IgG, des IgM (test de Remington),
ou des Ig totales anti-toxoplasmiques, selon I’antiglobuline utilisée. La
courbe d’évolution des IgG est superposable a celle du dye-test.

Pour les IgG les résultats sont exprimés en Ul/ml par rapport a un
sérum étalon de I’OMS. Le seuil de spécificité est de 8 Ul/ml.

L’IFI est une technique simple, fiable, reproductible et de faible
cout. Cependant des réactions faussement positives peuvent étre observées
avec les anticorps IgG ou Ig totales en présence d’anticorps anti-nucléaires.
Il existe aussi des faux positifs avec le conjugué anti-IgM, en présence de
facteur rhumatoide de type IgM anti-IgG. Enfin, un fort taux d’IgG peut
rendre les sites antigéniques inaccessibles aux IgM, entrainant une réaction
faussement négative. Pour rendre I’IFI plus spécifique et plus sensible, il
convient de pré-traiter ces sérums en adsorbant les IgG par un sérum

animal anti-IgG humaines.

1.2.3 Laréaction ISAGA (Immuno Sorbent Agglutination Assay):

Cette réaction repose sur un principe d’immuno-capture des
anticorps. Elle est appliquée pour la mise en évidence des IgM, IgA et IgE.
En pratique, pour les IgM, des plaques de microtitration sont sensibilisées
avec un anticorps monoclonal anti-IgM humaine. L’incubation du sérum

humain dans ces cupules permet une capture des IgM spécifiques ou non de
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Toxoplasma gondii. Aprés lavage une suspension de toxoplasmes est
ajoutée. En cas de présence d’anticorps anti-toxoplasme, les parasites sont
retenus le long de la paroi des cupules et sédimentent en voile, sinon ils
sédimentent au fond de la cupule formant un bouton.

Les résultats sont exprimés sous forme d’indice ISAGA allant de
0 a 12. C’est une technique de réalisation simple, non influencée par les
facteurs rhumatoides et de grande sensibilité (précocité de détection). Ses
inconvénients sont sa sensibilité aux IgM naturelles, le fait qu’elle soit
semi-quantitative et de lecture difficile.

La technique ISAGA peut étre positive, avec un score €levé, plus

d’un an aprés une primo-infection.
1.3 Les techniques utilisant des antigénes solubles :

Toutes ces réactions utilisent un antigéne extrait de tachyzoites et
la qualité de la réaction sera dépendante de la qualité de 1’antigéne préparé.
L’antigene soluble fabriqué a partir de tachyzoites est constitué d’un
mélange d’antigénes cytoplasmiques (en proportion plus grande) et
d’antigénes membranaires. Au début de I’infection, les premiers anticorps a
apparaitre sont principalement dirigé€s contre les antigénes membranaires,
d’ou le risque d’une moindre sensibilité de ces techniques a ce stade de
I’infection. A I’heure actuelle, la plupart des antigénes solubles sont
enrichis avec un antigene membranaire (P30 ou SAG1) de fagon a pallier

cette déficience.

Les techniques immunoenzymatiques ont €été appliquées au
diagnostic sérologique de la toxoplasmose par Voller (Voller, Bidwell et al.
1976). Actuellement les techniques ELISA sont trés largement utilisées

dans les laboratoires en raison de leur simplicité et des possibilités offertes
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par une automatisation qui peut s’appliquer avec les mémes matériels a de
nombreux autres tests biologiques (microbiologie, hormonologie,

marqueurs tumoraux...).

1.3.1 La technique ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)

indirecte classique :

Elle permet la recherche et le titrage des IgG.

Le sérum a étudier est incubé directement avec un antigene fix¢é
sur un support solide (paroi de plaques de polystyrene, billes,
microparticules...). Les anticorps spécifiques se fixent a I’antigéne, puis
sont mis en évidence par une antiglobuline anti-IgG humaine marquée par
une enzyme et révélée par 1’hydrolyse d’un substrat spécifique. La D.O
(densité optique) est mesurée a 1’aide d’un spectrophotometre. Le résultat
est une D.O qui peut étre convertie en unités par comparaison avec une
courbe étalon établie avec une gamme de sérums titrés (au moins 3).

Cette méthode est sensible, spécifique, automatisable,
reproductible avec la possibilit¢ d’exprimer les résultats en Ul/ml.
Cependant pour des titres enlevés d’anticorps (= 300 Ul/ml) la conversion
directe des densités optiques en unités est beaucoup moins précise car la
relation DO-unité n’est plus linéaire. Dans ces cas, la réaction peut étre
reprise en utilisant des dilutions plus élevées de sérum, mais la précision et
la reproductibilité du titrage sont moindres. Le choix de I’équipement est
délicat. Il doit tenir compte du nombre quotidien de sérums a analyser et
dépend du choix technique. Il peut s’agir : d’un systeme « ouvert » ou les
différentes étapes de la réaction sont accessibles a des modifications
techniques ; ou d’un systeme « fermé » sur lequel les étapes de la réaction

sont complétement automatisées.
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1.3.2 La technique ELISA inverse (immunocapture) :

Elle permet la recherche des IgM et des IgA. Le support est
sensibilisé avec un anticorps anti-IgM ou anti-IgA mono ou polyclonal. Le
sérum 2 tester est ensuite ajouté: a lieu alors I’immunocapture des
anticorps sériques par les anticorps fixés sur le support, et ainsi séparés des

autres composants du sérum donc des IgG (Derouin 2000).

1.3.3 Détermination de I’avidité des IgG par ELISA :

Au cours d’une infection microbienne, la réponse immunitaire se
manifeste entre autres par une maturation des régions hypervariables des
IgG spécifiques. Pratiquement, ces mutations se traduisent par une
augmentation de [D’affinit¢é entre [’antigéne et 1’anticorps et plus
généralement par une augmentation de 1’avidité d’un sérum vis-a-vis d’un
mélange antigénique. Les méthodes classiques de mesure de I’avidité des
anticorps, lourdes et complexes ont rapidement été supplantées par des
techniques immunoenzymatiques en phase solide. Ces techniques ont
d’abord été utilisées dans le sérodiagnostic de la rubéole et de la
toxoplasmose par Hedman, qui a mis a profit le pouvoir éluant de 1 urée sur
des IgG de faible affinité. Puis Lecolier a modifié un coffret ELISA de
détection des IgG anti- toxoplasmiques (Lecolier et Pucheu 1993).

Le principe général est la comparaison, pour un méme sérum, de
la D.O obtenue avec une technique ELISA indirecte avec celle obtenue par
cette méme technique en présence d’urée. La concentration d’urée est
choisie de fagon a dissocier les anticorps de faible avidité, tout en restant
sans effet sur les anticorps de forte avidité : pour des anticorps de forte

avidité les D.O des 2 réactions sont trés proches, alors que pour des
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anticorps de faible avidit¢ la D.O de la réaction obtenue avec agent
dissociant est beaucoup plus faible que sans.

L’avidité est exprimée par le rapport du résultat de la réaction
avec urée sur celui de la réaction sans urée. Ainsi une avidité élevée
correspond a une toxoplasmose chronique et une avidité basse a une
toxoplasmose aigué (Derouin 2000).

Il s’agit d’une technique simple et reproductible mais

relativement cotliteuse.

1.3.4 La technique du Western-blot :

Cette technique a tout d’abord été utilisée pour 1’étude de la
structure antigénique des agents infectieux dont 7oxoplasma gondii. Par la
suite, elle a permis de caractériser les antigénes parasitaires cibles des
anticorps synthétisés par le patient, dans les infections aigué et chronique.

Le principe est la mise en évidence de la présence d’anticorps
spécifiques anti-toxoplasme dans un liquide biologique (sérum, LCR,
humeur aqueuse...), par la révélation des réactions ag-ac apparues en son
sein en présence d’antigenes parasitaires. Les réactions ag-ac sont ensuite
visualisées sur un support matériel (membrane de nitrocellulose) par
I’addition d’anticorps anti-Ig humaines marquées a la phosphatase alcaline.
Cette méthode a d’abord été appliquée au diagnostic de la toxoplasmose
congénitale (Remington, Araujo ef al. 1985), puis a celui de la
toxoplasmose cérébrale du sidéen (Franck, Mary er al. 1993). Elle a été
adaptée au diagnostic de la toxoplasmose oculaire par une équipe

marseillaise (Riss, Carboni ef al. 1995).

2. Interprétation de la cinétique des anticorps au cours

d’une infection toxoplasmique :
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2.1 Les IgG et les IgM :

On note schématiquement 5 phases sérologiques successives

e Une premiére phase, avec absence d’IgG et absence d’IgM :
c’est la phase de latence, entre la contamination et le début de la
réponse humorale. Elle dure 8 a 10 jours. La sérologie est encore
négative.

e Une deuxiéme phase, avec absence d’IgG et présence d’IgM :
c’est la phase trés précoce de la réponse anticorps. Les IgM
apparaissent toujours en premier, suivis des IgG dans un délais allant
de quelques jours a plusieurs semaines.

e Une troisieme phase, avec apparition et augmentation du titre
des IgG, présence d’IgM : la présence des IgG puis 1’augmentation de
leur titre confirme l’infection par Toxoplasma gondii. La période
d’augmentation varie de 2 a 6 mois apres 1’infection.

e Une quatriéme phase, avec un titre stable d’IgG associé a la
présence d’IgM : le titre des IgG reste a son maximum, en plateau,
pendant plusieurs mois. Sa décroissance est lente et dure plusieurs
années. On trouve des [gM entre 6 mois et 1 an apres I’infection.

e Une cinqui¢éme phase, avec présence d’IgG et absence
d’IgM : cette phase correspond a une infection ancienne datant d’au
moins 6 mois. Le titre des anticorps reste le plus souvent stable. Des
augmentations isolées du titre des IgG peuvent étre observées et

correspondent alors a des réactivations sérologiques (Derouin 2000).

2.2 LesIgAetles IgE:
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Leur étude a peu d’intérét chez 1’adulte. Les IgA ont été
proposées pour préciser la date de survenue de ’infection, en fonction de la
durée de leur synthése, plus courte que celle des IgM, donc plus spécifique
des premiers mois de I’infection. Cependant, les primo-infections sans IgA
décelables (5 % des cas) sont plus fréquentes que les primo-infections sans
[gM et il existe aussi des cas de synthése trés prolongée d’IgA (plus d’un
an).

La principale indication de la recherche des IgA reste le
diagnostic de I’infection congénitale, chez le nouveau-né.

La synthese des IgE semble fugace et inconstante au cours de la

primo-infection.

3. La mise en évidence du parasite :

En raison des insuffisances de la détection des anticorps liées a
I’immaturité du systéme immunitaire, a son altération ou a 1’absence de
production d’anticorps dans certains milieux, la mise en évidence des
parasites ou de leur ADN est souvent nécessaire pour affirmer le
diagnostique d’une toxoplasmose évolutive avec certitude. La recherche
d’antigénes circulants n’est plus pratiquée, en raison de son manque de

sensibilité (Derouin 2000).

3.1 La biologie moléculaire :

La PCR (Polymerase Chain Reaction) est une technique basée
sur I’amplification génique enzymatique in-vitro (Derouin 2000). Dans la
PCR, le principe d’hybridation moléculaire est appliqué a 1’aide de 2

sondes de petite taille (amorces) qui s’hybrident chacune sur un des 2 brins
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d’ADN délimitant un segment spécifique de la cible choisie. La réaction est
complétée par la réplication des 2 brins d’ADN a I’aide d’une polymérase
thermostable. La répétition cyclique des réactions aboutit a la synthése de
plusieurs millions de molécules qui sont la réplique de la cible de départ.

La réaction de PCR se déroule en 3 étapes successives: une
phase d’extraction de I’ADN a partir de I’échantillon biologique, une phase
d’amplification elle méme constituée de 3 étapes (la dénaturation de
I’ADN, [I’hybridation des amorces sur la séquence complémentaire,
I’extension), une phase de révélation des produits d’amplification apres
¢lectrophorese et passage dans un bain de bromure d’éthidium.

Cette technique est devenue rapidement la technique de référence
pour le diagnostic de la toxoplasmose congénitale, du fait d’une sensibilité
de 1 tachyzoite et d’une spécificité proche de 100 % (Derouin 2000). Elle
permet également le diagnostic des formes graves de toxoplasmose chez les
sujets immunodéprimés ainsi que le diagnostic de toxoplasmose oculaire

(Filice, Hitt et al. 1993).
3.2 L’inoculation a I’'animal :

Il s’agit de la technique de référence qui consiste a inoculer a des
souris SWISS séronégatives pour le toxoplasme, les produits a tester.

On réalise une inoculation par voie intra-péritonéale du liquide
centrifugé (liquide amniotique, sang...) ou d’un tissu traité par digestion
trypsique (placenta). Le nombre des animaux inoculés varie selon la nature
du prélevement et la quantité de matériel biologique a inoculer. Les
animaux sont surveillés pendant 6 semaines. A la quatrieme et a la sixieme
semaine, on pratique une sérologie a la recherche des IgG spécifiques anti-
Toxoplasma gondii. En cas de sérologie positive, on recherche des kystes

au niveau du cerveau de la souris au microscope optique afin de confirmer
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le diagnostic. Cette technique peut étre réalisée sur tout type de

prélévement mais reste trés longue (Derouin 2000).

3.3 La culture cellulaire :

La culture cellulaire utilise des cellules diploides humaines
MRCS5 ou des lignées de monocytes THP1 cultivées en flacon ou sur
lamelles. Les toxoplasmes éventuellement présents pénetrent dans les
cellules et s’y multiplient. Leur mise en évidence est réalisée par une
coloration au May-Griinwald-Giemsa ou par IFD.

C’est une technique délicate, sensible aux contaminations mais
plus rapide que I’inoculation a 1’animal (moins d’une semaine) (Derouin
2000).

Cependant, pour le diagnostic de choriorétinite toxoplasmique
réalisé par culture cellulaire a partir de vitré, Miller (Miller, Davis et al.

2000) donne un délai moyen de réponse de 12 jours.

Ces 2 dernieres méthodes diagnostiques nécessitent un important
volume d’échantillon ainsi qu’un acheminement et un traitement rapide du
prélévement. La congélation du prélevement est a proscrire car elle détruit

le parasite.

-49 -



CHAPITRE II

LA TOXOPLASMOSE
OCULAIRE
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La toxoplasmose est responsable de 20 a 60 % des cas d’uvéites
postérieures. La majorité d’entre-eux sont rencontrés entre 20 et 40 ans
(Brezin 1999).

Les lésions oculaires peuvent apparaitre aprés une contamination
congénitale ou acquise. Cependant, devant une choriorétinite
toxoplasmique, rien en dehors de I’interrogatoire ne permet de déterminer

I’origine congénitale ou acquise de 1’infection (Gilbert et Stanford 2000).

1. Toxoplasmose oculaire d’origine congénitale :

Le risque global de transmission materno-feetale du parasite en
cas d’infection maternelle est d’environ 40 %. Il est réduit de moitié¢ par
[’administration de spiramycine, bien que 1’efficacité du traitement soit mis
en doute par des études récentes (Gilbert, Gras et al. 2001). Le risque de
foetopathie patente, et en particulier de 1ésions cérébrales, est élevé pour les
infections intervenant lors des premiéres semaines puis s’atténue par la
suite, et devient tres rare au-dela de la 26¢ semaine (Couvreur 1999).

Entre 20 et 80 % des enfants contaminés pendant la grossesse
développeront une localisation oculaire, avec apparition des premiers
signes avant 1’age de 2 ans dans la majorité des cas. Au-dela de cet age,
pour un enfant sans antécédent oculaire, le risque de développer des 1ésions
oculaires est rare (Koppe, Loewer-Sieger et al. 1986; Peyron, Wallon et al.

1996).
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2. Toxoplasmose oculaire acquise :

Il s’agirait de la forme clinique la plus fréquente de la
toxoplasmose oculaire. En effet selon Gilbert et Stanford 66 a 86 % des
toxoplasmoses oculaires seraient secondaires a une contamination post-
natale (Gilbert et Stanford 2000). Ce chiffre illustre fort bien la tendance
actuelle selon laquelle les lésions de choriorétinite toxoplasmique sont
fréquemment liées a une toxoplasmose acquise.

Alors que jusqu’a présent 2 a 3 % de toxoplasmoses oculaires
¢taient considérées comme secondaires a une toxoplasmose acquise
(Perkins 1973), plusieurs études avancent des pourcentages plus élevés.
C’est le cas a Erechim au Brésil ou 18 % des toxoplasmoses oculaires font
suite a une toxoplasmose acquise (Silveira, Belfort et al. 2001). De méme
en 1995 a Victoria au Canada, a la suite d’une épidémie liée a une
contamination hydrique (ingestion d’oocystes), 21 % des sujets infectés ont
présenté une toxoplasmose oculaire (Bowie, King et al. 1997, Burnett,
Shortt et al. 1998). Cependant ces chiffres seraient a considérer avec
prudence. En effet, il s’agit d’épidémies trés ponctuelles touchant des
populations trés localisées. Il semble ainsi difficile d'extrapoler au reste du
monde.

Les premieres lésions rétiniennes surviendraient entre 2 mois et 5
ans apres la contamination (Couvreur et Thulliez 1996) et leur cicatrisation
entre 6 a 8 semaines (Rothova 1993).

Par ailleurs, dans le cas de la toxoplasmose oculaire acquise,

aucune tranche d’age ne prédomine.
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1. Les voies de contamination de lI'ceil :

1.1 La voie sanguine :

Il s’agit probablement de la voie empruntée par le parasite dans
les infections congénitales. En effet, des toxoplasmes ont été mis en
évidence a I’intérieur des vaisseaux rétiniens chez le foetus (Roberts, Mets
et al. 2001).

Cependant les différentes régions anatomiques de 1’ceil ne sont
pas ¢gales devant la contamination. En effet on constate une prédilection
des parasites pour le pdle postérieur. Devant la possibilit¢é d’une
contamination a 1’ceil s’effectuant par voie sanguine, cette localisation
préférentielle des toxoplasmes pourrait étre liée au fait que le pole
postérieur est vascularisé tres tot dans le développement de 1’ ceil.

Au cours des toxoplasmoses congénitales, Mets note une
prédilection des parasites pour la macula (Mets, Holfels ef al. 1996). Or le
développement de cette zone particuliere de 1’ceil est retardée par rapport
au reste de la rétine et se poursuit jusqu’a I’age de 4 ans (Yuodelis et
Hendrickson 1986).

Cette affinité maculaire s’expliquerait par le fait que celle-ci est
avasculaire et se nourrit par imbibition a partir d’un plexus capillaire formé
d’artérioles terminales. L’abri que trouvent les parasites dans ces capillaires
pourrait faciliter 1’établissement d’une infection dans cette zone délicate de
I’ceil (Roberts, Mets et al. 2001).

Le toxoplasme gagne 1’ceil le plus souvent sous forme de

tachyzoites situés a 1’intérieur des leucocytes circulants, qui sont arrétés au
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niveau des capillaires rétiniens (Roberts et McLeod 1999). Les parasites
sont libérés lors de la lyse cellulaire et peuvent alors envahir la rétine

adjacente (Desmonts, Daffos et al. 1985; Tirard, Niel ef al. 1991).

1.2 La voie nerveuse :

De nombreux toxoplasmes ont été mis en évidence au niveau du
nerf optique chez un sujet immunodéprimé (SIDA) présentant une
toxoplasmose oculaire se manifestant sous la forme d’une névrite optique
associée a une rétinite nécrosante (Holland, Engstrom et al. 1988), ainsi
que chez un sujet présentant une infection congénitale fulminante
(Manschot 1965).

De plus, le toxoplasme peut étre présent au niveau de la papille
ou de la rétine immédiatement adjacente au disque optique aboutissant a
une papillite alors dénommeée « choriorétinite juxtapapillaire de Jensen »
(Pepose 1996).

L hypothese que le parasite puisse circuler du cerveau a 1’ceil en
empruntant les voies optiques nerveuses est alors émise. Cependant
plusieurs arguments permettent de discuter cette hypothese.

Tout d’abord sur le plan clinique, une vraie névrite optique est
rarement une complication d’une réactivation toxoplasmique. De plus, dans
I’étude anatomopathologique menée par Roberts e al. (Roberts, Mets ef al.
2001) aucun parasite n’a pu étre mis en évidence au sein méme du nerf
optique. La névrite optique observée n’est peut-étre que le reflet de
I’encéphalite toxoplasmique avec dilatation ventriculaire présentée par tous
les foetus étudiés.

Mais I’explication la plus probable serait que la présence du
parasite, dans les gaines du nerf optique, pourrait étre liée a sa

dissémination hématogene par 1’intermédiaire des branches oculaires de
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I’artére ophtalmique (Brezin, Kasner ez al. 1994; Mets, Holfels et al. 1996;
Roberts, Mets et al. 2001).

2. Etude anatomo-pathologique :

La lésion la plus typique est une zone de rétinite adjacente a une
cicatrice inactive choriorétinienne.

Au sein de la lésion active, on observe une nécrose rétinienne,
une rupture de 1’épithélium pigmentaire et une inflammation choroidienne.

La réponse inflammatoire consiste en des lymphocytes B et T,
des macrophages et des cellules épithéliales avec accumulation de cellules
plasmatiques autour de la Iésion.

Des granules mélaniques provenant de 1’épithélium pigmentaire
peuvent s’accumuler autour de la zone de nécrose.

La rétine a distance d’un foyer actif est le siege d’une
inflammation non spécifique a type d’cedéme, de gliose, de dégénérescence
neuronale et d’infiltrats périvasculaires lymphocytaires.

Les kystes peuvent étre présents sur une rétine sans lésion
apparente, ou adjacents aux cicatrices choriorétiniennes ou enfin a distance

de lésions antérieures (Roberts, Mets ef al. 2001).

3. Les hypothéses physiopathologiques :

3.1 Selon Frenkel :

La libération massive d’antigénes toxoplasmiques est
responsable d’un phénomene d’hypersensibilité dans la zone de rupture du

kyste, se traduisant par une poussée de choriorétinite.

-58-



La récidive survient lors de la rupture spontanée du kyste. Les
toxoplasmes libérés n’envahissent pas les cellules de voisinage car ils sont
aussitot détruits par le systéme immunitaire .

C’est donc la réaction de 1’organisme face a 1’hote qui est a

I’origine de la destruction des tissus (Frenkel 1955).

3.2 Selon O’Connor:

La libération locale des parasites par rupture des kystes est a
I’origine d’une destruction mécanique des cellules rétiniennes par
prolifération du toxoplasme. Les phénoménes immunologiques
apparaissent secondairement et sont responsables de I’iridocyclite, la

hyalite et la vascularite (O'Connor 1970).

3.3 Selon Nussenblatt :

La rétine et le névraxe ont un statut immunitaire particulier
puisqu’ils contiennent des antigénes séquestrés, c’est-a-dire inconnus a
I’état normal par le systtme immunitaire. Ces antigenes pourraient étre
reconnus apres avoir été libérés suite a une destruction cellulaire. Deux
principaux antigeénes rétiniens, I’antigene S et la protéine P, sont capables
d’induire une réponse oculaire bilatérale inflammatoire chez 1’animal
quand ils sont injectés a distance du globe. On serait alors en présence d’un
mécanisme lésionnel relevant de 1’auto-immunité (Nussenblatt, Gery et al.

1980; Nussenblatt, Mittal et al. 1989).

En fait ces 3 mécanismes (hypersensibilité, prolifération

parasitaire et auto-immunité) sont trés probablement présents et intriqués.
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La destruction tissulaire peut étre le résultat d’un relarguage de
parasites venant des kystes, parallelement la réponse immunitaire induite
par la présence du parasite doit également jouer un role avec en plus une
composante auto-immune (Newman, Ghosheh er al. 1982; Pavesio et
Lightman 1996).

A I’heure actuelle il n’y a pas de consensus sur le sujet et il est
probable que les phénomeénes inflammatoires soient liés a la combinaison

de 1’ensemble des mécanismes évoqués.

4. Les récurrences: rupture de kystes et facteurs

favorisants

La rupture des kystes toxoplasmiques peut étre secondaire a leur
vieillissement ou a une rupture mécanique .

Les kystes présentent une phase de croissance allant du 11¢ jours
au 6¢ mois suivant la contamination (Pavesio et Lightman 1996). Au-dela
du 6¢ mois leur contenu est représenté par des bradyzoites parmi lesquels
certains sont intacts et d’autres dégénérés (Pavesio, Chiappino et al. 1992),
conséquence de I’action d’enzymes lytiques intra-kystiques (Frenkel et
Escajadillo 1987).

La rupture de kystes peut étre favorisée par I’immunodépression
acquise et induite par des traitements immunosuppresseurs (Nicholson et

Wolchok 1976; Holland, Engstrom ef al. 1988).

- 60 -



11
MANIFESTATIONS CLINIQUES

=61 -



1. Choriorétinite active typique :

Il s’agit de la forme clinique observée au cours d’une

toxoplasmose oculaire congénitale ou acquise.

1.1 La symptomatologie :

Le patient consulte pour une baisse d’acuité visuelle, une
sensation de brouillard, des myodesopsies, des photopsies, un voile diffus
ou localisé, des métamorphopsies et parfois des douleurs.

Ces signes sont variables dans leur localisation et leur intensité.
Les symptomes sont d’autant plus marqués que le foyer est proche de la

macula (Bloch-Michel 1992).
1.2 L’examen biomicroscopique :

[L’examen au biomicroscope montre un ou plusieurs foyers
choriorétiniens de couleur blanc jaunatre, saillants, arrondis ou ovalaires, a

contours irréguliers et a limites floues.

Figure 7: Choriorétinite toxoplasmique active typique (Bloch-

Michel 1992).
Le foyer mesure un ou plusieurs diameétre papillaire. Il est

souvent entouré d’un halo d’cedéme rétinien et on retrouve plus rarement

des microhémorragies en bordure.
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Figure 7: Choriorétinite toxoplasmique active typique (Bloch-Michel 1992).
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Une hyalite est pratiquement constante et d’intensité variable.
Elle peut parfois géner 1’examen du fond d’ceil et par conséquent masquer
le foyer choriorétinien.

On peut retrouver des précipités au contact de la hyaloide
postérieure, laquelle est d’autant plus décollée que le trouble et la rétraction

vitréenne sont plus intenses.

Les foyers peuvent étre soit isolés en rétine indemne de cicatrice,
soit situés au contact de 1ésions choriorétiniennes anciennes atrophiques ou
pigmentaires, soit sous forme de granulome frais isolé actif ou a distance

d’une cicatrice.

La présence de cicatrices de choriorétinite ancienne sur 1’ceil
atteint ou sur I’ceil adelphe a une valeur diagnostique trés importante

(Tabbara 1995).
1.3 Les formes cliniques :

Les kystes étant susceptibles de se localiser en n’importe quel
point de la rétine, un foyer de choriorétinite peut apparaitre n’importe ot .
Cela montre I’intérét d’un examen complet de la rétine au verre a 3 miroirs,

si nécessaire sous anesthésie générale chez 1’enfant.

1.3.1 La forme centrale :

Le risque majeur de I’atteinte maculaire est la perte définitive de

la vision centrale.

1.3.2 La forme périphérique :
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Elle peut prendre 1’aspect d’un trouble primitif du vitré ou d’une

uvéite intermédiaire.

1.3.3 La forme juxta-papillaire :

C’est la forme typique et une des plus anciennement décrites
(Jensen 1908). Le foyer jouxtant la papille est responsable d’un déficit
campimétrique en croissant, constant, a direction temporale, en queue de

comete.
Cette forme évoque la possibilité d’une invasion du nerf optique

le long de ses gaines ou d’une encéphalomyélite extra-cranienne.

1.3.4 Ia neurorétinite toxoplasmique :

Elle se caractérise par : une baisse d’acuité visuelle d’intensité
variable, un cedéme de la téte du nerf optique, et une inflammation du vitré.
En quelques jours, un foyer de choriorétinite apparait au contact

de la papille (Pavesio et Lightman 1996).

1.3.5 La neuropapillite et la névrite optique :

De rares cas de neuropapillite pure sans 1ésion de choriorétinite
ont été décrits.

Chez les sujets jeunes, la toxoplasmose doit étre
systématiquement €évoquée devant toute neuropapillite, et 1’étude
sérologique associée a celle de I’humeur aqueuse effectuée en conséquence.

L’atrophie optique peut apparaitre comme le résultat d’une

papillite aigué. Elle est souvent de localisation temporale.
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1.3.6 Atteinte du segment antérieur de I’ceil :

La choriorétinite peut se présenter sous la forme d’un tableau
d’iridocyclite  antérieure aigué. Il s’agit d’une uvéite antérieure
granulomateuse avec précipités en graisse de mouton, des nodules de
Koppe et parfois de Busacca, des synéchies postérieures avec un effet
Tyndall albumineux de chambre antérieure. Cette iritis évoque une uvéite
antérieure mais I’examen du fond d’ceil montre, lorsqu’il est réalisable, un
foyer de choriorétinite.

Cette uvéite peut se compliquer d’hypertonie oculaire et
exceptionnellement de cataracte secondaire.

[’association d’une toxoplasmose oculaire (Toledo de Abreu,
Belfort et al. 1982) et d’une cyclite hétérochromique de Fuchs a été
signalée mais non retrouvée sur de grandes séries de Fuchs (Dernouchamps

1984).

1.4 Les complications :

1.4.1 La forme extensive largement destructive :

I1 s’agit de rétinites séveres, se propageant de proche en proche a
partir de foyers mal cicatrisés, spontanément extensifs.

Elles ont un retentissement fonctionnel important a 1’origine de
nombreuses complications (cataracte, hypertonie, décollement de rétine...).
Elles sont surtout rencontrées dans les pays a forte endémie (Amérique du
sud), chez le sujet immunodéprimé, parfois chez le sujet agé et lors de
choriorétinites majorées par une corticothérapie prescrite sans

chimiothérapie antiparasitaire (Bloch-Michel 1992).
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1.4.2 Ies complications vasculaires :

Toute lésion de choriorétinite toxoplasmique est accompagnée
habituellement d’une vascularite proximale. Les artéres et les veines
présentent des engainements et des exsudats localisés périvasculaires. Ces
phénomeénes sont dus a des mécanismes immunologiques (phénoméne
d’Arthus).

L’angiographie rétinienne ne montre le plus souvent ni trouble de
la perméabilité, ni obstruction vasculaire. Cependant il peut y avoir de
véritables complications vasculaires a type d’obstruction artérielle au
niveau du passage au sein du foyer rétinien. Les complications veineuses a
type d’occlusion avec dilatation et hémorragies en flammeches diffuses
sont exceptionnelles.

On a constaté des anastomoses vasculaires en pleine cicatrice,
c’est un phénomeéne banal et non spécifique constaté en angiographie

(Bloch-Michel 1992).
1.5 Evolution :

Il est classique de dire qu’une choriorétinite survient 3 fois au
cours de la vie du patient (Bloch-Michel 1992). En fait, tous les cas
peuvent se voir de la forme unique jusqu’aux formes chronicisées.

Les récidives sont le plus souvent inexpliquées. On a incriminé
dans leur déclenchement différents facteurs : allergie, stress, vaccinations,

infections de voisinage (ORL)...

2. Particularité de la toxoplasmose oculaire d’origine

congeénitale:
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Dans le cas de la toxoplasmose oculaire congénitale de 1’enfant,
I’infection interfere avec le développement de I’ceil. Les conséquences de
I’infection feetale dépendent du degré de différenciation de 1’organe atteint,
donc des lésions trés diverses peuvent se rencontrer: des lésions
organiques (atrophie optique, microphtalmie, cataracte), des troubles oculo-

moteurs (strabisme, nystagmus)(Dutton 1989).

Les formes les plus graves a localisation centrale et/ou
bilatérales sont le propre d’une contamination survenue a un stade précoce
de la grossesse, les formes périphériques unilatérales sont le plus souvent

secondaires a une contamination tardive (Bloch-Michel 1992).

3. Particularité de la toxoplasmose oculaire des sujets

immunodéprimeés:

L’infection toxoplasmique est la pathologie cérébrale non virale
la plus fréquemment rencontrée chez les sujets atteints du SIDA.

Quand I’'immunodépression est sévere les Iésions du fond d’ceil
sont souvent étendues. Elles peuvent étre bilatérales et multifocales et
répondent aux traitements anti-parasitaires avec de fréquentes rechutes a
I’arrét du traitement. Des foyers de tous types ont été décrits, classiques,
diffus, la plupart accompagnés d’une rétinite nécrosante profonde (Bloch-
Michel 1992).

Les lésions oculaires sont différentes des lésions de rétinite a
CMYV dans lesquelles on observe un degré plus important d’inflammation
vitréenne et 1’absence de granulations en périphérie Iésionnelle
habituellement associées a la pathologie toxoplasmique.

De nombreux cas de toxoplasmoses graves généralisées et/ou

oculaires ont également été¢ décrites chez des patients immunodéficients
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présentant une hémopathie maligne ou une néoplasie, associées a un
traitement immunossupresseur (Holland 2000).

En 1997 Johnson a rapporté le cas de plusieurs sujets agés de 69
a 82 ans présentant des lésions oculaires diffuses avec de multiples foyers
choriorétiniens et la présence d’IgM antitoxoplasmiques traduisant une
infection aigué. L hypothése d’une baisse de I’'immunité liée a 1’age est
alors évoquée (Johnson, Greven ef al. 1997). Gary N. Holland a confirmé
ces constatations au travers de 3 patients agés de 71 a 79 ans (Holland

2000).
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IV
DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE
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Le diagnostic de certitude d’une choriorétinite toxoplasmique est
parfois difficile pour les ophtalmologistes notamment en présence de
lésions atypiques. C’est pourquoi le diagnostic biologique est un élément
essentiel permettant dans la plupart des cas de confirmer ou d’infirmer
I’origine toxoplasmique de ’atteinte oculaire.

Au cours de ce chapitre nous évoquerons les différentes
techniques que nous avons mise en place au laboratoire: la recherche
d’anticorps dans le sang et dans I’humeur aqueuse, le Western-blot et la
PCR.

Le détail des techniques sera développé dans le chapitre

Méthodes ci-apres.

1. Le diagnostic sérologique :

1.1 La sérologie sanguine :

Elle est pratiquée sur du sérum obtenu par ponction veineuse au
pli du coude.

La sérologie toxoplasmique comprend la recherche d’IgG et
d’IgM spécifiques par 2 techniques différentes : I'immunofluorescence
indirecte et I’ELISA. Il s’agit de déterminer le statut immunitaire des
patients. L’absence d’anticorps signe 1’absence d’immunité, la présence
d’IgG a taux stable affirme une toxoplasmose ancienne, la présence d’IgM
seuls ou associées a I’ascension du titre des IgG spécifiques sur 2
prélévements a 3 semaines d’intervalle permet d’évoquer le diagnostic de

toxoplasmose oculaire secondaire a une toxoplasmose acquise.
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Lorsque les IgM sont présentes, la détermination de I’index
d’avidit¢ des IgG par une technique ELISA permet d’éliminer une
toxoplasmose chronique avec persistance d’IgM.

Cependant, la seule détermination du taux sérique d’anticorps
anti-toxoplasme ne permet pas d’affirmer la cause de la choriorétinite
(Rothova, van Knapen et al. 1986). Mais elle peut, chez le sujet
immunocompétent, en cas de sérologie négative, écarter le diagnostic
(Goichot et Bloch-Michel 1980).

L’¢étude d’un prélevement oculaire par ponction de chambre

antérieure s’avere donc indispensable.

1.2 Larecherche d’anticorps intraoculaires:

L’humeur aqueuse est obtenue par ponction de chambre
antérieure réalisée au bloc opératoire en respectant les regles d’aseptie
chirurgicale. L.’anesthésie est locale grace a un anesthésique de contact.

Un prélevement de sérum est réalisé en parallele dans tous les
cas.

L’origine des anticorps spécifiques oculaires est de 2 ordres :
transsudation au travers de la barricre hémato-oculaire ou synthese locale

in-situ des Ig (Desmonts 1966).

La recherche d’une production locale d’IgG spécifiques dans les
prélevements oculaires est déterminée par I’analyse conjointe du couple
sérum-humeur aqueuse et le calcul d’un rapport entre les IgG sériques et
oculaires est calculé selon la formule I=DO sérique / DO oculaire. Si I est
inférieur a 2, le résultat est considéré comme positif et témoigne d’une
présence locale d’IgG anti-toxoplasmiques. Si I est supérieur ou égal a 2,

on conclut a I’absence d’IgG.
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Lorsque 1’on est en présence d’IgG anti-toxoplasmiques,
I’intégrité de la barriere hémato-oculaire est testée. Ceci afin de s’assurer
que leur présence est bien le reflet d’un synthése locale d’anticorps. Pour
cela, on recherche la présence d’anticorps anti-ourliens dans le prélévement
oculaire par une technique ELISA. Les oreillons ne donnant pas de
choriorétinite, il n’y a pas de synthése locale d’anticorps anti-ourliens. Leur
présence témoigne alors d’une transsudation passive due a une lésion de la
barriére hémato-oculaire. Si la sérologie sanguine pour les oreillons est

négative, on effectuera une sérologie rougeoleuse.

2. Le Western-blot :

Le principe de base du Western-blot est la mise en évidence de la
présence d’anticorps spécifiques anti-parasitaires dans un liquide
biologique par la révélation des réactions antigénes-anticorps apparues en
son sein, en présence d’antigeénes parasitaires. La réaction est visualisée sur
un support matériel par I’addition d’anticorps anti-Ig marqués.

Cette technique permet ainsi 1’étude qualitative de la réponse
immunitaire dans le prélevement étudié.

La mise en évidence des anticorps spécifiques se fait par
incubation de bandelettes de nitrocellulose chargées d’antigeénes
toxoplasmiques avec I’humeur aqueuse a étudier. Apres ringage les
bandelettes sont incubées avec des anticorps anti-IgG marqués par une
enzyme. La révélation se fait par la mise en présence de I’enzyme avec son
substrat chromogene. L’ensemble des bandes révélées et leur répartition
constitue un profil de reconnaissance antigénique caractérisant la réponse
humorale contre le toxoplasme au sein du liquide biologique.

Le Western-blot permet ainsi de détecter la présence d’anticorps

néosynthétisés dans le prélevement oculaire : la présence de bandes
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supplémentaires dans le prélevement oculaire par rapport au sérum reflete

une production locale d’IgG en faveur d’une toxoplasmose oculaire.

3. La mise en évidence directe du parasite par PCR :

En 1990, Brezin et al. (Brezin, Egwuagu et al. 1990) adaptent
pour la premiere fois la technique d’amplification génique a
I’ophtalmologie. Il s’agit d’un technique sensible, spécifique et rapide (48
heures) et particulierement bien adaptée aux échantillons de faibles
volumes comme 1’humeur aqueuse.

Cependant il faut étre trés prudent face a un résultat négatif qui
peut étre i€ a la présence d’inhibiteurs. Afin de remédier a ce probleme
nous avons introduit un contréle interne (plasmide) dans notre PCR
(Pelloux, Weiss ef al. 1996).

Alors qu’une PCR positive permet d’affirmer le diagnostic de
toxoplasmose oculaire (en dehors de toute contamination du prélévement),

un résultat négatif ne permet pas de I’exclure.
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Le but du traitement spécifique est de détruire ou d’inactiver le
parasite, de prévenir les récidives et de diminuer [I’inflammation
intraoculaire.

La mise en place d’un traitement prolongé a base de drogues
puissantes mais non dénuées d’effets secondaires a de fortes doses doit

s’appuyer sur une certitude diagnostique.

1. Les molécules :

1.1

Le cycle évolutif du parasite dans 1’organisme et sa localisation
tissulaire, impliquent 1’utilisation de molécules se caractérisant par une
bonne diffusion, une concentration cellulaire élective, une bonne tolérance

et une facilité de prise pour une observance prolongée.

La pyriméthamine (Malocide®) :

Cet antipaludéen de synthese est 1’agent le plus actif contre le
toxoplasme. Il agit comme antimétabolite sur la conversion endogéne de
I’acide folique en acide folinique, par inhibition de la dihydrofolate
réductase. Il a une bonne diffusion tissulaire ainsi qu’une bonne
concentration cellulaire et agit en synergie avec les sulfamides et certains
macrolides (Bloch-Michel 1992).

La pyriméthamine agit sur les trophozoites mais n’a pas d’action
sur les kystes constitués.

Ses principaux effets secondaires sont hématologiques
(leuconeutropénie, thrombopénie, anémie) et sont prévenus ou corrigés par

I’administration d’acide folinique.
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1.2 Les sulfamides :

Ils agissent en entravant [’utilisation de I’acide para-
aminobenzoique pour la syntheése de 1’acide folique. La sulfadiazine est le

sulfamide le plus utilisé en raison de sa bonne tolérance.

1.2.1 L’association pyriméthamine-sulfadiazine (Adiazine®) :

L’action synergique des 2 médicaments est un phénomene tout a
fait remarquable en pharmacologie. L’activité de la pyriméthamine est
multipliée par 6 lorsqu’elle est associée aux sulfamides ce qui permet son
utilisation a des doses non toxiques dans I’espéce humaine. Cette synergie
s’explique par le fait que les 2 médicaments agissent en 2 points différents

du métabolisme de ’acide folique.

1.2.2 1.’association pyriméthamine-sulfadoxine (Fansidar®) :

Les sulfamides a demi-vie longue comme la sulfadoxine ont un

intérét dans les traitements au long cours.

1.2.3 Toxicité :

Leur toxicité est surtout hématologique (leucopénie), nécessitant
une surveillance réguliere de 1’hémogramme, et cutanée parfois grave

(syndrome de Lyell) (Bloch-Michel 1992).

1.3 Les macrolides et molécules apparentées :

o
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1.5

La spiramycine (Rovamycine®), dont le mode d’action est
imprécis, a une efficacité démontrée par 1’expérimentation et I’expérience
clinique. Les autres macrolides comme la roxythromycine, 1’azathromycine
et la clarithromycine seraient actifs sur Zoxoplasma gondii par leur action
sur les ribosomes. Ils se caractérisent par des concentrations sé€riques et
tissulaires plus élevées que la spiramycine.

Les lincosamides, en particulier la clindamycine, caractérisés par
une bonne diffusion et une bonne concentration intracellulaire, ont un effet
inhibiteur puissant sur 7oxoplasma gondii. La clindamycine a une bonne
synergie d’action avec la pyriméthamine.

La complication classique et redoutée, dans les traitements par
voie orale, est la colite pseudo-membraneuse réversible a I’arrét du

traitement et prise de vancomycine.

Autres molécules :

Les tétracyclines et les quinolones, molécules a diffusion
tissulaire et intracellulaire, ont une certaine activité sur Zoxoplasma gondii.
L hydroxynaphtoquinone (Atovaquone®) a la particularité¢ d’étre
active in-vitro sur les trophozoites et sur les kystes. Elle est efficace sur les
poussées aigués, a fortes doses, mais les rechutes sont trés fréquemment

observées a 1’arrét du traitement.
Les corticoides :

L’existence de phénomenes inflammatoires potentiellement
dangereux peut justifier leur utilisation. L’éventualité d’un mécanisme
d’hypersensibilit¢ dans les choriorétinites en autorise 1’indication.

Cependant, ’aggravation des Iésions et la récidive des foyers sous

.



corticothérapie seule est la régle. Ainsi les corticoides doivent toujours €tre
prescrits en association avec un traitement antiparasitaire spécifique. Une
fois les phénomeénes inflammatoires jugulés il faut réduire la posologie de
fagon progressive afin d’éviter un rebond a I’arrét du traitement (Bloch-

Michel 1992).

2. Autres formes de traitement :

2.1

2.2

3.

La photocoagulation au laser:

Elle a pour but de détruire les kystes et de former une barricre
protectrice autour des foyers cicatriciels. Cependant 1’accord n’est pas fait
entre les auteurs sur son intérét. Beaucoup lui reproche, outre le risque de
complications (décollement de rétine, hémorragie intravitréenne),
I’impossibilité d’éviter 1’éclosion d’un kyste méconnu au-dela de la
barriere. De plus, la photocoagulation est presque toujours associée a un
traitement médical rendant ainsi difficile 1’évaluation exacte de sa réelle

efficacité.
La vitrectomie :
Elle conserve 2 indications : a visée préventive exceptionnelle a
un stade aigu, dans la crainte d’une rétraction massive vitréenne ou

tardive ; éventuellement a visée optique, quand la géne fonctionnelle due a

I’opacification du vitré est trop importante (Bloch-Michel 1992).

Principe du traitement et protocole :
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Le principe du traitement consiste a agir activement sur les
périodes aigués de la maladie ou I’on pense que les tachyzoites sont en
liberté, I’effet du traitement sur les formes enkystées étant plus aléatoire.

La corticothérapie sera presque systématiquement prescrite mais
toujours sous couverture d’un traitement anti-parasitaire efficace.

Le protocole de la clinique ophtalmologique de Strasbourg est le
suivant :

o Sulfadiazine (Adiazine®)- comprimé a 500 mg
3x3 comprimés par jour pendant 21 jours

e Pyriméthamine (Malocide®)- comprimé a 50 mg
2 comprimés le premier jour, puis 1 comprimé par jour pendant 21 jours,
puis 1 comprimé 1 jour sur 2 pendant 10 jours.

e Acide folinique (Osfolate®)- gélule a 5 mg
1 gélule par jour pendant 3 semaines

e Prednisolone (Solupred®)- comprimé a 20 mg
Apres 48 heures de traitement anti-parasitaire
4 comprimés par jour le matin a jelin pendant 30 jours (mesures associ€es :
régime sans sel, apport potassique, pansement gastrique...)

e Surveillance du traitement : numération et formule sanguine,

numération plaquettaire, ionogramme, uricémie et créatininémie a J1,

J10 et J20.
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1. Population :

Notre population comprend 84 patients répartis en 2 groupes : 16
patients suspects de toxoplasmose oculaire provenant de la clinique
ophtalmologique du CHU de Strasbourg, du CHR de Mulhouse et de
Belfort et 68 patients indemnes de toxoplasmose oculaire constituant notre
population témoin provenant de la clinique ophtalmologique de Strasbourg

et du département d’ophtalmologie de 1’Université de Bern.
1.1 Groupe de patients suspects de toxoplasmose oculaire :

Ce groupe comprend 16 patients, soit 16 couples sérum /humeur
aqueuse, ayant consulté en ophtalmologie pour une baisse d’acuité visuelle
rapidement progressive.

Nous sommes en présence de 6 femmes et 10 hommes.

[’age moyen est de 32 ans avec des extrémes allant de 12 a 80

ans.

1.2 Groupe témoin des patients indemnes de toxoplasmose

oculaire :

Au départ 1l s’agit de 68 patients, mais seuls les sujets ayant une
sérologie positive pour Toxoplasma gondii ont été retenus. En effet aucun
cas de choriorétinite toxoplasmique a sérologie sanguine négative n’a

jamais été décrit.

-83 -



Ce groupe comprend alors 45 patients soit 45 couples
sérum/humeur aqueuse. Il s’agit de 33 patients indemnes de toute
inflammation oculaire et de 12 patients présentant une choriorétinite due a
un autre agent pathogene que Toxoplasma gondii.

Nous sommes en présence de 21 femmes et 24 hommes.

L’dge moyen est de 64 ans avec des extrémes allant de 18 a 88

ans.

2. Méthodes :

2.1 Examen clinique :

Pour chaque patient un examen ophtalmologique complet a été
réalisé (acuité visuelle corrigée, examen biomicroscopique, ophtalmotonus
et fond d’ceil), ainsi qu’un prélévement sérique au pli du coude et une
ponction de chambre antérieure.

2.2 Diagnostic biologique :

2.2.1 Recherche d’anticorps sériques :

Dans un premier temps, la sérologie sanguine est déterminée par
la méthode d’immunofluorescence indirecte a la recherche d’Ig anti-
toxoplasmiques totales. Une dilution au 1/40° et au 1/400° est réalisée pour
chaque sérum. La lecture s’effectue au microscope a épifluorescence muni
d’une lampe HB 50 et d’un objectif Epiplan x 50. Le résultat est la derniére
dilution positive de méme intensité que le témoin étalon titré¢ a 100 Ul/ml.
Les résultats sont exprimés en Ul/ml, avec un seuil de positivité a 10 Ul/ml

pour les IgG.
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Dans un second temps la sérologie toxoplasmique comprend la
recherche des Ig spécifiques de type IgG et IgM selon un test ELISA
automatisé sur un automate Alpha 4 SFRI (Audhuy 1997). Les sérums sont
dilués au 1/300° si I’IFI IgG est < & 200 Ul/ml, au 1/600° si I’TFI IgG est >
a 200 Ul/ml. Le résultat des IgG est exprimé en Ul/ml avec un seuil de
positivité a 10 Ul/ml.

Quand les IgM sont présentes (seuil de positivit¢ a 1,2), la
détermination de I’index d’avidité I des IgG par une technique ELISA
SFRI (Zachary 1999) est réalisée afin de ne pas méconnaitre une infection
ancienne avec persistance d’IgM. L’index d’avidité I est représenté par le
rapport I = DO sérum avec urée / DO sérum sans urée. Si I< 0,3 il s’agit

d’une toxoplasmose aigué, si [> 0,7 il s’agit d’une toxoplasmose ancienne.

2.2.2 Recherche d’une production oculaire d’1eG anti-7oxoplasma gondii :

La recherche d’une production oculaire d’IgG spécifiques intra-
oculaire est déterminée par I’analyse conjointe du couple sérum/humeur
aqueuse. Il s’agit d’une technique dérivée de celle de Witmer et Goldmann
(Witmer 1957), modifiée par Turunen (Turunen, Leinikki ef al. 1983).

La détermination des IgG anti-toxoplasmiques dans le sérum
dilué au 1/300° et le prélévement oculaire dilué au 1/10° est réalisée selon la
technique ELISA SFRI précédemment décrite. Un rapport des DO est
établi selon la formule : I = DO sérum au 1/300° / DO humeur aqueuse au
1/10%. Lorsque la présence d’IgG spécifiques est observée (I<2), I’intégrité
de la barriere est testée par le calcul de ’index oreillons ou rougeole : I =
DO sérum au 1/300° / DO humeur aqueuse au 1/10°. Si I’index est
supérieur a 2 la barriere est intacte, s’il est inférieur ou égal a 2 la barriere

est rompue et les résultats sont ininterprétables.
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Donc pour pouvoir affirmer une production locale d’anticorps

anti-Toxoplasma gondii en faveur d’une toxoplasmose oculaire il faut :

e Un rapport des IgG spécifiques sérum/humeur aqueuse <2

et

e Une barriere hémato-oculaire intacte (I1>2).

2.2.3 Analyse des profils sériques et oculaires obtenus par Western-blot :

Nous avons utilisé un kit Western-blot IgG toxoplasmose (LD
BIO Diagnosis, Lyon France). Un volume de 10 pl d’humeur aqueuse et de
25 ul de sérum sont respectivement dilués dans 1 ml de tampon échantillon.
Le mode opératoire est celui recommandé par le fabricant.

Les échantillons testés sont ceux pour lesquels une production
locale intra-oculaire d’IgG spécifiques a été mise en évidence (index des
[gG intra-oculaires <2).

Pour [Dinterprétation des résultats, la présence de bandes
supplémentaires dans I’humeur aqueuse par rapport au sérum reflete une

production locale d’IgG en faveur d’une toxoplasmose oculaire.

Figure 8 : Analyse des profils IgG anti-Toxoplasma gondii dans

le sérum et dans ['humeur aqueuse obtenus par Western-blot.

2.2.4 Détection directe de ’ADN de Toxoplasma gondii dans 1’humeur

aqueuse par PCR:

15 prélevements ont été traités, la quantité d’humeur aqueuse

¢tant insuffisante pour I’échantillon SPR.
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Figure 8 : Analyse des profils IgG anti-Toxoplasma gondii dans le sérum

(S) et dans I’humeur aqueuse (OF) obtenus par Western-blot.

MW : Marqueur de poids moléculaire

Cas 1 : Absence de production locale d’IgG

Cas 2 : Présence locale d’IgG avec profils identiques (barriére hémato-

oculaire rompue)

Cas 3 : Présence locale d’IgG avec profils différents (barriéere hémato-

oculaire intacte : toxoplasmose oculaire). Les fleches de droite

correspondent aux IgG uniquement produites dans I’humeur aqueuse.

s



La réaction de PCR comporte 3 étapes successives.

e Extraction de I’ADN :

L’extraction de I’ADN provenant des échantillons oculaires est
réalisée par passage sur un gel de silice (QIAmp DNA Mini Kit®,
QIAGEN S.A Courtaboeuf, France).

e Amplification par PCR :

La présence ou l’absence d’ADN de 7oxoplasma gondii est
cherchée par PCR. A Strasbourg 2 cibles différentes sont testées : 1’une
située sur le gene B1 (Pelloux, Weiss et al. 1996) et ’autre sur le gene 18S
rRNA (Cazenave, Broussin et al. 1992). Le gene Bl spécifique de
Toxoplasma gondii et trés conservé entre les différentes souches, est répété
35 fois; le géne 18S rRNA non spécifique car rencontré chez d’autres
coccidies (Cryptosporidium sp., Isospora sp...) est répété 110 fois. 2 PCR
sont réalisées en parallele : I’une avec le géne Bl et I’autre avec le gene
18S rRNA.

Le mélange réactionnel est constitué de: 10 pl d’échantillon
extrait, de 5 pl de tampon HotStarTaq™Polymerase, de 5 pul de chaque
nucléotide (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), de 1 pul de chaque primers (Bor B,
Bor C, JW 58, JW 59), de 0,25 ul de HotStarTag™ DNA polymerase, et de
27,75 pl d’eau milliQ. Un fragment de 88 paires de bases est amplifié avec
les primers du gene B1 5”-AAGGGCTGACTCGAACCAGATGT-3" et 5°-
GGGCGGACCTCTCTTGTCTCG-3". Un fragment de 301 paires de bases
est amplifi¢ avec les primers du geéne 18S TrRNA 5°-
CCTTGGCCGATAGGTCTAGG-3’ et 5’-
GGCATTCCTCGTTGAAGATT-3".

L’amplification du gene B1 est réalisée comme suit : 15 minutes
a 95°C (activation de ’ADN polymérase et dénaturation de I’ADN) ; 40

cycles de 30 secondes a 95°C (dénaturation), 30 secondes a 61°C

-88-



(hybridation), 30 secondes a 72°C (polymérisation) ; 5 minutes a 72°C
(polymérisation terminale) et conservation a 4°C.

L’amplification du géne 18S rRNA est réalisée comme suit : 15
minutes a 95°C ; 40 cycles de 30 secondes a 95°C, 30 secondes a 55°C, 30
secondes a 72°C ; 5 minutes a 72°C et conservation a 4°C.

Afin de chercher la présence éventuelle d’inhibiteurs dans les
échantillons oculaires une série en présence de plasmide est testée. Le
plasmide est constitué par 200 copies du géne 18S rRNA tronqué de 59
paires de base que I’on ajoute a chaque échantillon testé (Pelloux, Weiss et
al. 1996).

Le témoin positif d’extraction est constitué de 1 tachyzoite de
souche RH de Toxoplasma gondii soit 10 pul d’ADN extrait. L’échantillon
est purifié et amplifié comme décrit précédemment.

Un témoin négatif est également testé, il est constitué de
I’ensemble des composés précédemment cités a 1I’exception de I’ ADN.

Au total, pour chaque échantillon a tester, 3 PCR sont réalisées.

e Révélation des produits d’amplification :

Les produits d’amplification sont soumis a une électrophorese en
gel d’agarose a 2% a partir de 20 pl de 1’échantillon final. L’ADN est
révélée sous lumiere ultra-violette apres passage dans un bain de bromure
d’éthidium. Les poids moléculaires des fragments amplifiés sont

déterminés par comparaison a un marqueur de taille.

Figure 9 : Détection directe de I’ADN de Toxoplasma gondii

dans [’humeur aqueuse par amplification génique (PCR).

Alors qu’une PCR positive est en faveur d’une toxoplasmose

oculaire, on ne peut pas éliminer le diagnostic devant un résultat négatif.
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2.2.5 Bilan étiologique infectieux et auto-immun :

Pour I’ensemble des patients un bilan étiologique complet a été
réalisé. Il comprend un bilan bactériologique (Yersinia, Chlamydia,
Brucella, Mycoplasma pneumoniae...), un bilan virologique (HIV 1 et 2,
HSV, VZV, CMV...) et immunologique (facteur rhumatoide, immuns

complexes circulants).
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Figure 9 : Détection directe de I’ADN de Toxoplasma gondii dans |’humeur
aqueuse par amplification génique (PCR).

Haut : Détection directe de I’ADN de Toxoplasma gondii avec le géne Bl.

Bas :

Lignes 1 et 12- marqueur de poids moléculaire

Ligne 2- humeur aqueuse négative

Ligne 3- humeur aqueuse positive

Ligne 4- contrdle négatif

Lignes 5 et 6- controles positifs (respectivement 5 et 1 tachyzoites)
Lignes 7 a 11- échantillons contrdles avec plasmide

Ligne 7- humeur aqueuse négative avec plasmide

Ligne 8- humeur aqueuse positive avec plasmide

Ligne 9- contrdle négatif

Lignes 10 et 11- controles positifs (respectivement 5 et | tachyzoites)
Détection directe de I’ADN de Toxoplasma gondii avec le géne 18S rRNA.
Lignes 1 et 7- marqueur de poids moléculaire

Ligne 2- humeur aqueuse négative

Ligne 3- humeur aqueuse positive

Ligne 4- controle négatif

Lignes 5 et 6- controles positifs (respectivement 5 et | tachvzoites)
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1. Groupe de patients suspects de toxoplasmose

oculaire :

1.1 Examen clinique :

Résultats tableau 1.

Remarque : les codes d’identification des patients ou échantillons
sont constitués des 3 premiéres consonnes du nom pour la population des
malades et des témoins de Strasbourg, Mulhouse et Belfort et transcrits tels

qu’ils nous ont été transmis pour la population témoin de Bern).

Parmi les 16 patients de ce groupe on note 15 localisations
unilatérales (9 lésions droites et 6 Iésions gauches) et 1 atteinte bilatérale.
[’examen du fond d’ceil permet de trouver des cicatrices choriorétiniennes
chez 67% des patients (10/15), 1 cas étant non documenté ( patient D).

Les lésions récentes se situent au niveau de la macula dans 6 cas
et en périphérie dans 9 cas (1 cas non documenté : D).

6 patients ont des antécédents de choriorétinite toxoplasmique, 8
n’en ont pas et 2 sont non documentés.

L’évolution sous ftraitement spécifique anti-parasitaire est

favorable dans 87% des cas (13/15).
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TABLEAU 1 : DONNEES CLINIQUES DES PATIENTS PRESENTANT UNE TOXOPLASMOSE OCULAIRE.

PATIENT | EVOLUTION _
ou AGE | SEXE | COTE | CICATRICE | LOCALISATION | ANTECEDENTS SOUS AUTRE
ECHANTILLON ' TRAITEMENT
D 59 F D ND ND ND ND Diabétique
CRZ 80 F D Non Maculaire ND Favorable
MSS 17 M G Non Périphérique Non - Favorable
HMN 27 M D Oui Maculaire Oui Favorable Toxoplasmose acquise
MSK 12 F G Non Périphérique Non Favorable
SPR 34 M G Oui Maculaire Oui Favorable
KRK 37 M G Oui Périphérique Non Favorable
HG 32 M D Oui Périphérique Non Foyer toujours
actif 1 mois apres
LRT 25 M D Oui Périphérique Oui Favorable Toxoplasmose
congénitale
ZRR 23 M G Non Périphérique Non Favorable
TRT 18 F D Non Maculaire Non Favorable
KPF 31 M D Oul Périphérique Non Favorable
BGD 20 M D Oui Maculaire Oui Favorable
CHR 41 F DetG Oui Périphérique Oui Décollement Leucémie aigué type 2
de rétine
1 mois aprés
TRN 30 M G Oui Périphlébite Out Favorable Maladie de Hodgkin en
périphérique rémission
KRT 28 F D Oui Sus-maculaire Non Favorable

ND = Non Documenté



1.2 Résultats du bilan biologique :

1.2.1 Recherche d’anticorps spécifiques dans le sang et dans 1’humeur

aqucuse .

Résultats tableau 2.

Il s’agit de 16 patients ayant tous une sérologie sanguine positive
pour Toxoplasma gondii.

[’analyse des anticorps sériques montre dans 87,5% des cas
(14/16) un profil sérologique en faveur d’une toxoplasmose ancienne (IgG
positives et absence d’IgM avec un index d’avidité >0,7). Dans les 2 autres
cas (CRZ et CHR) les IgM sont positives avec un index d’avidité
intermédiaire (compris entre 0,3 et 0,7).

L’analyse de I’humeur aqueuse montre la présence d’IgG
spécifiques dans 75% des cas (12/16). Parmi ces patients, pour 83% (10/12)
d’entre-eux la barriére hémato-oculaire est intacte permettant de conclure a
une synthese locale d’IgG anti-toxoplasmiques. Pour les 2 dossiers restants
(D et LRT) la barriére étant lésée, nous ne pouvons pas conclure puisqu’il
peut s’agir d’une transsudation passive comme d’une synthese locale.
Enfin, dans les 4 autres cas (CRZ, HMN, TRT et CHR) il n’y a pas d’IgG

anti-toxoplasmique dans I’humeur aqueuse (I>2).

Ainsi, la sensibilité de la technique ELISA est de 62,5% puisque
la comparaison des titres d’IgG anti-toxoplasmiques dans 1’humeur
aqueuse et le sérum permet d’affirmer une production locale d’anticorps en
faveur d’une origine toxoplasmique de la choriorétinite dans 10 cas (10/16)

(tableau 7).
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1.2.2 Analyse des profils sériques et oculaires obtenus par Western-blot :

Dans notre étude, le Western-blot réveéle un profil anticorps
différent de fagon isolée dans 9 cas (9/16). Ainsi, le Western-blot seul
confirme I’hypothese clinique dans 56% des cas.

De plus, parmi les 10 patients pour lesquels on a conclut a une
synthése locale d’IgG spécifiques, 1’analyse par Western-blot a permis de
mettre en évidence dans 80% des cas (8/10), un profil différent en IgG
entre le sérum et I’humeur aqueuse confortant la conclusion de production
locale d’anticorps.

Dans I’autre cas (MSK), malgré la mise en évidence d’une
synthése locale d’anticorps spécifiques par la technique ELISA, aucune
différence de profil n’a été relevée.

Ainsi I’analyse comparée des profils des IgG anti-
toxoplasmiques du sérum et de I’humeur aqueuse par Western-blot

confirme les résultats immunoenzymatiques dans 80% des cas (8/10).

1.2.3 Détection directe de ’ADN de Toxoplasma gondii par PCR :

Parmi les 15 échantillons oculaires testés et 1 ne peut étre inclus
dans les résultats du fait de la présence d’inhibiteurs (KRK).

Une PCR positive est trouvée pour 36 % des dossiers (5/14).

Pour 2 patients (ZRR et BGD) la PCR positive était associée a
une production locale d’IgG spécifiques avec une barriére intacte, en
revanche pour les 3 autres patients (CRZ, TRT et CHR) seule la PCR était

positive (absence de production locale d’anticorps spécifiques).
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TABLEAU 2 : RESULTATS BIOLOGIQUES DES PATIENTS ATTEINTS DE TOXOPLASMOSE OCULAIRE.

INDEX DES.

NOM OU STATUT SEROLOGIE INDEX INTEGRITE | PROFIL WESTERN-
ECHANTILLON | AGE | IMMUNITAIRE IgG | IgM | D’AVIDITE | IgG INTRA- DE LA BLOT SANG/HUMEUR PCR
Ul/ml DES IgG OCULAIRES | BARRIERE AQUEUSE
D 59 IC 126 0 >0,7- 1,4 Lésée Identique Négative
CRZ 80 IC 1293 | 6,58 0,3-0,7 2.3 NR NR Positive
MSS 17 IC 45 0,29 >0,7 1,3 Intacte Différent Négative
HMN 27 IC 39 | 021 >0,7 2,1 NR Absence Négative
MSK 12 IC 70 0,35 >0,7 1,1 Intacte Identique Neégative
SPR 34 IC 103 | 0,23 >0,7 1,1 Intacte Différent Quantité
insuffisante

KRK 37 IC 80 0,28 >0,7 0,4 Intacte Différent Inhibiteurs
HG 32 IC 19 0,33 >0,7 1.1 Intacte Différent Négative
LRT 25 IC 21 0,29 >0,7 0,5 Lésée Différent Négative
ZRR 23 IC 38 0,23 >0,7 0,3 Intacte Différent Positive
TRT 18 IC 48 0,25 >0,7 59 NR Absence Positive
KPF 31 IC 10 0,24 >0,7 1 Intacte Différent Négative
BGD 20 1¢ 87 0,19 >0,7 0,8 Intacte Identique Positive
CHR 41 ID 17 4,66 0,3-0,7 11 NR Absence Positive
TRN 30 IC 135 0,21 >0,7 1,1 Intacte Différent Neégative
KRT 28 IC 55 0,14 >0,7 1,4 Intacte Différent Négative

IC = Immunocompétent, ID = Immunodéprimé, NR = Non Réalisé, Absence = Absence de bandes dans I’humeur aqueuse.




2. Groupe témoin de patients indemnes de

toxoplasmose oculaire :

Ce groupe comprend 68 patients parmi lesquels 23 ont une
sérologie sanguine négative pour Toxoplasma gondii et 45 ont une
sérologie sanguine positive pour 7oxoplasma gondii. Parmi les 45 patients
a sérologie positive, 33 sont indemnes de toute inflammation oculaire et 12

présentent une uvéite non toxoplasmique.

2.1 Examen clinique :

Parmi les 33 patients indemnes de toute inflammation oculaire,
29 ont été opérés de cataracte. Les 4 autres se répartissent comme suit : 2
kératocones, 1 kératoglobe et 1 brilure chimique de cornée (tableau 3).

Parmi les 12 patients présentant une choriorétinite due a un autre
agent pathogene que Toxoplasma gondii, les diagnostics retenus sont les
suivants : 2 sarcoidoses, 6 infections herpétiques, 1 uvéite auto-immune, 2
uvéites a VZV (virus de la varicelle et du zona) et 1 uvéite a CMV

(cytomégalovirus) (tableau 4).

2.2 Reésultats du bilan biologique :

2.2.1 Recherche d’anticorps spécifiques dans le sang et I’humeur aqueuse :

Résultats tableaux 5 et 6.
Parmi les 33 patients indemnes de toute inflammation, 1’analyse

des anticorps sériques montre dans 1 cas (STB) la présence d’IgM
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spécifiques associée a une avidité>0,7 témoignant d’une toxoplasmose
ancienne. Pour 29 d’entre-eux (88%), il n’y a pas d’anticorps anti-
toxoplasmiques dans I’humeur aqueuse. Dans les 4 dossiers restants (MNC,
EH, EE et GL) pour lesquels on observe la présence locale d’IgG (I<2) la
barriére hémato-oculaire est 1ésée ne permettant pas de conclure quant a
’origine des anticorps.

Parmi les 12 patients présentant une uvéite aigué non
toxoplasmique, les résultats de la sérologie sanguine révele que 2 d’entre-
eux (SG et GH) possédent des IgM sériques spécifiques associées a une
avidité>0,7 témoignant d’une toxoplasmose ancienne. Pour les 10 autres il
s’agit d’une immunité ancienne (IgG sans IgM) .

Les résultats de I’analyse de 1’humeur aqueuse révelent que 10
d’entre-eux (83 %) n’ont pas d’anticorps anti-toxoplasme dans 1’humeur
aqueuse. Dans les 2 dossiers restants (RM et GH), on note la présence

d’anticorps locaux associés a une barriere hémato-oculaire 1ésée.

En conclusion, I’étude de I’humeur aqueuse de cette population
révele 1’absence d’anticorps locaux dans 39 cas et la présence d’anticorps
spécifiques dans les 6 autres cas, mais associ¢ a une barriere hémato-

oculaire lésée. Ainsi, nous obtenons une spécificité de 87 % (tableau 7).

2.2.2 Analyse des profils sériques et oculaires obtenus par Western-blot :

Parmi les 39 patients négatifs en ELISA, le Western-blot n’a pas
montré d’anticorps dans I’humeur aqueuse (tableaux 5 et 6) .

Parmi les 4 patients de la population indemne de toute
inflammation oculaire (tableau 5) qui possédent des IgG spécifiques intra-

oculaires (MNC, EH, EE et GL), aucune bande n’est notée sur les profils

s



Western- blot pour 3 d’entre-eux (MNC, EH, et GL) et le profil anticorps
est identique entre le sang et I’humeur aqueuse pour le patient EE.

Il en est de méme pour les 2 patients de la population présentant
une uvéite aigué non toxoplasmique (RM et GH) (tableau 6).

Le Western-blot n’apporte aucun élément supplémentaire pour
conclure et la spécificité de cette technique est identique a celle de I’ELISA

soit 87 % (tableau 7).

2.2.3 Détection directe de I’ADN de Toxoplasma gondii par PCR :

Aucune PCR positive n’est observée dans la population témoin
de patients indemnes ou présentant une inflammation oculaire soit une

spécificité de 100 % (tableau 7).

2.2.4. Bilan étiologique infectieux et auto-immun :

L’ensemble du bilan est négatif.
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TABLEAU 3 : POPULATION TEMOIN — DONNEES CLINIQUES DES 33 PATIENTS
INDEMNES DE TOUTE INFLAMMATION OCULAIRE.

NOM AGE SEXE DIAGNOSTIC
HNR 70 M Cataracte
MNC 82 F Cataracte
MST 68 P Cataracte
SCH 717 F Cataracte
SCL 73 F Cataracte
HCK 67 M Cataracte
JCH 88 M Cataracte
MTH 71 F Cataracte
STB 70 F Cataracte
HLR 79 M Cataracte
PTL 67 M Cataracte
ZTR 77 F Cataracte
FNC 77 M Cataracte
FRT 82 F Cataracte
FDT 63 M Cataracte
GRF 58 M Cataracte
TGL 66 M Cataracte
ZN 56 F Cataracte
BCH 69 M Cataracte
BRC 80 F Cataracte
MDR 80 F Cataracte
EH 70 F Cataracte
BA 87 M Cataracte
TH 54 M Cataracte
EE 55 M Cataracte
TH 84 F Cataracte
GL 84 F Cataracte
BE 67 M Cataracte
HY 79 F Cataracte
HG 49 M Kératocone
SS 56 F Kératocone
KB 25 F Kératoglobe
SA 53 M Brilure chimique de cornée

1
2
I



TABLEAU 4 : POPULATION TEMOIN - DONNEES CLINIQUES DES
12 PATIENTS PRESENTANT UNE UVEITE AIGUE

NON TOXOPLASMIQUE.

NOM AGE SEXE DIAGNOSTIC
RM 60 2 Sarcoidose
SG 51 F Sarcoidose
PM 51 M Herpés
GH 70 M Herpes
MN 69 M Herpes
PM 35 M Herpes
NW 69 M Herpes
NA 79 F Herpeés
BU 46 F Uvéite auto-immune
IA 26 M VZV
LM 18 M VZV
BV 40 M CMV

VZV = virus de la varicelle et du zona ; CMV= cytomégalovirus.
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TABLEAU 5 : RESULTATS BIOLOGIQUES DE LA POPULATION TEMOIN-33 PATIENTS INDEMNES DE TOUTE INFLAMMATION OCULAIRE.

NOM OU SEROLOGIE INDEX INDEX DES INTEGRITE PROFIL WESTERN-
ECHANTILLON AGE IgG IgM D’AVIDITE . - IgG INTRA- DE LA BLOT SANG /HUMEUR PCR
Ul/ml DES IeG OCULAIRES BARRIERE AQUEUSE

HNR 70 10 0,9 NR 2,4 NR Absence Négative
MNC 82 18 0,32 NR 1,4 Lésée Absence Négative
MST 68 24 0,10 NR 2:1 NR Absence Négative
SCH 77 70 0,16 NR 2,9 NR Absence Négative
SCL 73 27 0,21 NR 28 NR Absence Négative
HCK 67 69 0,18 NR 11 NR Absence Négative
JCH 88 124 0,18 NR 9.4 NR Absence Négative
MTH 71 19 0,33 NR 14,6 NR Absence Négative
STB 70 66 1,52 >(),7 4.7 NR Absence Négative
HLR 79 71 0,18 NR 34 NR Absence Négative
PTL 67 60 0,71 NR 3,2 NR Absence Négative
ZTR 77 51 0,11 NR 14,6 NR Absence Négative
FNC 7 12 0,25 NR 5,5 NR Absence Négative
FRT 82 56 0,36 NR 7.3 NR Absence Négative
FDT 63 33 0,18 NR 448 NR Absence Négative
GRF 58 62 0,23 NR 9.8 NR Absence Négative
TGL 66 92 0,38 NR 125 NR Absence Négative
ZN 56 41 0,39 NR 18,3 NR Absence Négative
BCH 69 17 0,42 NR 35,6 NR Absence Négative
BRC 80 52 0,35 NR 47,6 NR Absence Négative
MDR 80 46 0,40 NR 29 NR Absence Négative
EH 70 13 0,37 NR 1,8 Lésée Absence Négative
BA 87 40 0,34 NR 49 NR Absence Négative
TH 54 127 0,82 NR 3 NR Absence Négative
EE 55 10 0,33 NR 1,9 Lésée Identique Négative
TH 84 53 0,34 NR 3.2 NR Absence Négative
GL 84 37 0,31 NR 1 Lésée Absence Négative
BE 67 20 0,48 NR 2,6 NR Absence Négative
HY 79 29 0,39 NR 2,6 NR Absence Négative
HG 49 62 0,56 NR 3,9 NR Absence Négative
SS 56 22 0,39 NR 3 NR Absence Négative
KB 25 28 0,39 NR 3,6 NR Absence Négative
SA 53 85 0,69 NR 6,2 NR Absence Négative

NR = Non Réalisé, Absence = Absence de bandes dans |"humeur aqueuse.
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TABLEAU 6 : RESULTATS BIOLOGIQUES DE LA POPULATION TEMOIN-12 PATIENTS PRESENTANT UNE UVEITE AIGUE NON

TOXOPLASMIQUE.
NOM OU SEROLOGIE INDEX INDEX DES IgG INTEGRITE PROFIL WESTERN-
ECHANTILLON | AGE | IgG | IgM D’AVIDITE INTRA-OCULAIRES | DE LA BARRIERE | BLOT SANG/HUMEUR PCR
Ul/ml DES IgG AQUEUSE

RM 60 33 0,43 NR 1,5 Lésée Identique Négative
SG 51 212 1,41 >(,7 4 NR Absence Négative
PM 51 70 0,46 NR 2.3 NR Absence Négative
GH 70 10 1,04 >0,7 1,9 Lésée Identique Négative
MN 69 41 0,45 NR 2.7 NR Absence Négative
PM 35 36 0,33 NR 3 NR Absence Négative
NW 69 41 0,45 NR 2.7 NR Absence Négative
NA 79 37 0,36 NR 2,6 NR Absence Négative
BU 46 51 0,62 NR 2T NR Absence Négative
1A 26 114 0,3 NR 20 NR Absence Négative
LM 18 89 0,45 NR 5,9 NR Absence Négative
BV 40 332 0,39 >0,7 12,1 NR Absence Négative

NR = Non Réalisé, Absence= Absence de bandes dans I’humeur aqueuse.



TABLEAU 7 : SENSIBILITE, SPECIFICITE, VALEUR PREDICTIVE
POSITIVE ET NEGATIVE DE L’ELISA, DU WESTERN-
BLOT ET DE LA PCR (SEPARES ET ASSOCIES).

Sensibilité | Spécificité | Valeur Valeur
prédictive | prédictive
positive | négative
ELISA 62,5% 87% 62,5% 87%
Western-blot 50% 87% 57% 83%
PCR 36% 100% 100% 83%
ELISA+Western-blot 69% 87% 65% 89%
ELISA+PCR 86% 87% 67% 95%
ELISA+Western-blot+PCR 86% 87% 67% 95%
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La toxoplasmose oculaire est la premicre cause d’uvéite
postérieure en Europe (Payeur, Bijon ef al. 1988; Aouizerate, Cazenave ef
al. 1993; Klaren, van Doornik ef al. 1998). La pathologie oculaire concerne
le plus souvent I’adulte jeune avec des IgG sériques anti-Zoxoplasma
gondii et des lésions de choriorétinite localisée ; plus rarement le jeune
enfant, le sujet agé et I'immunodéprimé (Dupon, Cazenave et al. 1995;
Zachary 1999). Les lésions oculaires peuvent étre secondaires a une
contamination congénitale comme acquise (Goichot et Bloch-Michel 1980;
Riss, Carboni ef al. 1995). Le diagnostic de certitude d’une choriorétinite
toxoplasmique est souvent difficile, tant pour les ophtalmologistes que pour
les biologistes.

Dans notre étude nous avons constitu¢ | population de sujets
présentant une choriorétinite toxoplasmique et 1 population témoin de
sujets indemnes de cette affection. L’analyse des résultats de cette derniere
nous a permis de calculer les spécificités suivantes pour les 3 techniques
choisies : 87% pour ’ELISA, 87% pour le Western-blot et 100% pour la
PCR (tableau 7).

Apres I’analyse des résultats obtenus pour chacune des 3
techniques nous conclurons en proposant une démarche diagnostique

concrete en complément des examens cliniques.
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L’un des premiers signes amenant, un patient qui présente une
choriorétinite toxoplasmique a consulter, est la baisse d’acuité visuelle
(Bloch-Michel 1992). L’ensemble des patients de notre étude ont consulté
pour ce motif.

L’origine toxoplasmique d’une choriorétinite peut étre évoquée
dés I’examen ophtalmoscopique (Stanford, Gras et al. 2002), bien que les
aspects apparemment les plus typiques puissent étre confondus avec
d’autres étiologies (candidose, infection a CMV...), surtout aux premiers
stades de ces affections (Diallo 1985; de Boer, Verhagen et al. 1996). La
Iésion toxoplasmique caractéristique est représentée par un ou plusieurs
foyers choriorétiniens de couleur blanc-jaunatre, a contours irréguliers et a
limites floues, situés le plus souvent au pole postérieur de 1’ceil et entourés
de cicatrices pigmentées (Figueroa, Bou ef al. 2000).

Les résultats de I’examen ophtalmoscopique des sujets de notre
é¢tude montrent dans 94% des cas une atteinte unilatérale avec dans 67%
des dossiers la présence de cicatrices évocatrices d’une origine
toxoplasmique (Tabbara 1995). Les lésions se localisent au niveau de la
macula dans 38% des cas et en périphérie rétinienne dans 56% des cas (1
cas non documenté). L’histoire clinique et 1’aspect des lésions permettent
d’évoquer une origine toxoplasmique pour 75% des patients. Pour chaque
patient un bilan étiologique complet a été réalisé (bactériologique,

virologique, immunitaire).

Le diagnostic biologique est une aide précieuse permettant ou

non d’apporter les arguments confirmant 1’origine toxoplasmique des
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1ésions oculaires observées. Dans ce travail, ’origine toxoplasmique des
1ésions est affirmée en présence d’une production locale d’IgG spécifiques
et/ou la mise en évidence d’un profil des IgG différent entre le sérum et
I’humeur aqueuse et/ou une PCR de I’humeur aqueuse positive.

Tous les patients présentant un examen clinique et
ophtalmoscopique évocateur d’une choriorétinite toxoplasmique ont une
sérologie toxoplasmique positive. Pour 87,5 % d’entre eux il s’agit d’une
toxoplasmose ancienne. Dans 2 cas on note la présence d’IgM avec une
avidité des IgG intermédiaire. Pour 1’'un d’eux (CHR) il s’agit d’un patient
présentant une leucémie aigué, pour 1’autre (CRZ) il s’agit d’une femme
dont 1’dge (80 ans) pourrait étre évoqué comme facteur
d’immunosuppression (Labalette, Delhaes e al. 2002).

Ces résultats sérologiques confirment le mécanisme
physiopathologique le plus fréquemment impliqué dans la choriorétinite
toxoplasmique : une réactivation a partir de kystes quiescents rétiniens.
Cependant ils ne permettent pas, dans les cas de toxoplasmose chronique,
de distinguer 1’origine acquise ou congénitale de la contamination

(Ongkosuwito, Bosch-Driessen et al. 1999).

La recherche d’une production Ilocale d’IgG anti-
toxoplasmique dans le prélevement oculaire, par comparaison des titres
des IgG spécifiques sériques et oculaires par ELISA, est la technique la
plus utilisée. Lorsqu’elle est positive elle permet d’affirmer 1’origine
toxoplasmique de la choriorétinite (Payeur, Bijon ef al. 1988).

Dans notre étude, une production locale d’IgG est trouvée dans
75% des cas. Cependant il est indispensable de vérifier 1’intégrité de la
barriere hémato-oculaire qui peut étre lésée suite a un traumatisme
(ponction) ou a une inflammation. Pour Martini (Martini 1996) 1’existence

d’une inflammation intra-oculaire modifie la perméabilité de la barriére,
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entralnant une transsudation massive d’IgG en provenance du sérum
pouvant masquer la production locale. Ainsi I’origine locale des IgG
spécifiques ne peut étre affirmée qu’apres s’étre assuré de 1’intégrité de la
barriere hémato-oculaire.

Vérification faite de cette intégrité, nous avons pu conclure dans
62,5 % des cas (10/16) a ’origine toxoplasmique de la choriorétinite sur la
mise en évidence d’IgG locales. Cette sensibilité est proche de celles
trouvées dans la littérature : en 1993 Thelliez (Thelliez 1993) révele la
présence d’IgG locales dans 56% des cas, Bastien en 2002 (Bastien 2002)
réleve, dans une revue de la littérature des pourcentages oscillant entre 15
et 53% .

Dans notre travail, dans 25% des cas (CRZ, HMN, TRT et CHR),
il n’y a pas de production locale d’IgG spécifiques et le bilan infectieux
réalisé parallelement s’est avéré négatif . Cependant, I’amélioration sous
traitement anti-toxoplasmique laisse suspecter une étiologie parasitaire.

Pour certains auteurs, la date de réalisation de la ponction
oculaire semble étre un facteur essentiel pouvant modifier les résultats. En
effet, au début de 1’affection la synthése locale d’anticorps n’a pas encore
débuté, le maximum de production des anticorps se situant vers la groe
semaine par rapport au début des signes cliniques (Payeur, Bijon ef al.
1988). Ainsi une ponction trop précoce exposerait a des erreurs par défaut.
Desmonts préconise, en cas de résultat négatif, un nouveau préleévement
oculaire (Desmonts 1973). Dans une étude récente, Garweg (Garweg,
Jacquier ef al. 2000) montre qu’une ponction réalisée 3 semaines apres le
début des symptomes permet de trouver une production locale d’anticorps
dans 57% des cas. Ce pourcentage passe a 70% si un second prélevement
est réalisé¢ 3 semaines apres le premier, soit 6 semaines apres les premiers

signes cliniques.
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Pour pouvoir aller plus loin dans notre diagnostic nous avons
comparé les profils anticorps du sérum et de I’humeur aqueuse par la
technique de Western-blot . Remington (Remington, Araujo ef al. 1985) a
¢té le premier a comparer simultanément les profils de reconnaissance
antigénique des anticorps de 2 compartiments différents : sang maternel/
sang du nouveau-né. Il démontre la présence de bandes supplémentaires
chez le nouveau-né, prouvant ainsi que le feoetus, via ses anticorps,
reconnait des antigénes parasitaires différents de ceux de la mere, et affirme
ainsi le diagnostic de toxoplasmose congénitale. Cette technique validée en
1990 par Franck (Franck 1990) dans le diagnostic de la toxoplasmose
congénitale a été appliquée a 1’analyse des LCR en 1993 (Franck, Mary et
al. 1993) puis au diagnostic de la toxoplasmose oculaire a partir de 1995
(Riss, Carboni ef al. 1995). Ceci a été rendu possible grace au fait que I’ceil
forme au sein de l’organisme un compartiment relativement bien isolé
anatomiquement. En effet il est séparé du courant circulatoire par la
barriere hémato-oculaire formée de la barriére hémato-aqueuse et hémato-
rétinienne (Bacin 1988), et posseéde un systeme immunitaire qui lui est
propre (Gaudric 1985).

Comme dans les autres études (Remington, Araujo et al. 1985;
Franck 1990; Franck, Mary et al. 1993; Martini 1996) nous n’avons
observé aucun faux positif au sein de notre population témoin.

Dans notre étude, la sensibilit¢ du Western-blot est de 56%
(9/16). Cette sensibilité est plus faible que celle de ’ELISA (56% versus
62,5%). Si ’on compare les 2 techniques entre-elles on constate que le
Western-blot ne confirme les résultats de I’ELISA que dans 80% des cas.
Néanmoins, si I’on associe les 2 techniques on gagne en sensibilité puisque
I’on obtient 11 confirmations biologiques (11/16), soit 69% des dossiers.

En 1996 Martini (Martini 1996) confirmait le diagnostic de

choriorétinite toxoplasmique dans 68% des cas.

-111-



Pour 2 patients (MSK et BGD), malgré une production locale
d’IgG anti-toxoplasmique et une barriére intacte nous n’avons pas mis en
¢vidence de différence de profil anticorps entre le sérum et I’humeur
aqueuse. Une transsudation passive sans altération de la barricre li€ a une
inflammation locale importante pourrait expliquer ce résultat, mais ceci ne
correspond pas aux données de 1’examen clinique. Nous sommes donc dans
I’impossibilité de conclure pour ces 2 dossiers au vu des seuls résultats du
Western-blot.

Pour les 2 dossiers dont la barriere est 1ésée (D et LRT) 1’analyse
des profils antigéniques par Western-blot a mis en évidence pour le patient
LRT des profils différents permettant de conclure a une production locale
malgres la présence d’une transsudation passive. Dans 1’autre cas (patient
D), le résultat du Western-blot n’a pas révélé de différence. Nous ne
pouvons cependant pas éliminer de facon formelle une synthése locale
d’IgG dont la faible quantité pourrait étre masquée par la transsudation
passive d’anticorps sériques (Martini 1996).

A ce stade, les résultats de la recherche locale d’IgG anti-
toxoplasmiques ainsi que de 1’analyse comparée des profils anticorps
sériques et oculaires permettent de confirmer 1’hypothése clinique dans

69% des cas (11/16).

La mise au point de la PCR et son application au diagnostic de la
toxoplasmose oculaire en 1996 (Aouizerate, Cazenave ef al. 1991) a permis
d’affiner le diagnostic notamment dans les situations difficiles. Plusieurs
études récentes ont démontré la présence d’ADN toxoplasmique dans
I’humeur aqueuse de patients présentant des choriorétinites (Brezin,
Egwuagu et al. 1991; Aouizerate, Cazenave et al. 1993; Montoya, Parmley
et al. 1999) soulignant le passage vraisemblable du parasite du foyer

rétinien jusqu’a la chambre antérieure via le vitré (Cazenave, Broussin et
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al. 1994). Dans notre étude, la recherche directe du parasite par PCR a ¢été
réalisée sur 14 prélevements d’humeur aqueuse. La présence d’inhibiteurs
dans I’échantillon du patient KRK ne permet pas de I’inclure dans les
résultats. Cependant dans ce dossier la présence d’une synthése locale
d’IgG et d’un profil différent au Western-blot ont permis de conclure a
’origine toxoplasmique des lésions oculaires. Dans le cas SPR, la faible
quantité d’échantillon de liquide oculaire n’a pas permis de réaliser la PCR
mais ici également les résultats immunologiques permettent de conclure a
une choriorétinite toxoplasmique.

La recherche directe d’ADN parasitaire dans [’humeur aqueuse
est positive dans 36% des cas (5 /14). Ces résultats sont a rapprocher de
ceux de Fardeau (Fardeau, Romand ef al. 2002) et de Cazenave (Cazenave,
Broussin et al. 1994) avec respectivement 26 et 34% de PCR positives.
Malgré une faible sensibilité (36%), tout I’intérét de la PCR réside dans son
association avec I’ELISA. En effet, la sensibilité des 2 techniques associées
est de 86% (tableau 7).

Dans notre étude, pour 3 patients (CRZ TRT et CHR), seule la
PCR est positive sans production locale d’IgG. Ceci est peut-étre lié a la
précocité du prélevement qui serait réalisé alors méme que les anticorps ne
sont pas encore produits (Desmonts 1973; Payeur, Bijon et al. 1988;
Garweg, Jacquier ef al. 2000). Pour confirmer cette hypothése un second
prélevement oculaire devrait étre réalisé afin de mettre en évidence une
production locale. Celui-ci n’a pas été pratiqué pour les patients de notre
étude car ils ont bénéficié d’un traitement présomptif. Parmi ces 3 patients
on note que 2 d’entre-eux sont immunodéprimés : 1’'un est agé de 80 ans
(CRZ) et 'autre présente une leucémie aigué (CHR). Des observations
similaires ont été rapportées (Moorthy, Smith et al. 1993; Klaren, van

Doornik et al. 1998). Les auteurs évoquent chez ces malades des
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mécanismes physiopathologiques qui associeraient une intense réplication
du parasite a une faible production locale d’anticorps.

Enfin pour les 2 autres patients (ZRR et BGD) la PCR positive
confirme les résultats immunologiques qui mettent en évidence une
production locale d’IgG associée a un profil anticorps différent entre le
sérum et I’humeur aqueuse au Western-blot.

Dans 9 cas (9/14) la PCR est négative. Parmi ceux-ci 8 ont des
anticorps spécifiques dans I’humeur aqueuse. Selon certains auteurs cette
présence d’anticorps serait responsable de la neutralisation des toxoplasmes
(Brezin, Egwuagu et al. 1991; Cazenave, Broussin et al. 1994; Garweg,
Jacquier et al. 2000) . De plus la distance entre la chambre antérieure et le
site initial rétinien de la 1ésion pourrait constituer une autre explication au
pourcentage €levé de résultats négatifs (Brezin, Egwuagu et al. 1991).
Cette derniere hypothese pourrait correspondre au dossier HMN pour
lequel une PCR négative est associée a 1’absence d’anticorps locaux. Un
prélevement de vitré effectué dans un second temps a permis de trouver de
I’ADN toxoplasmique par PCR ainsi que la présence d’anticorps locaux.
Ainsi selon Bastien (Bastien 2002) 1’étude du vitré serait plus contributive
que celle de I'humeur aqueuse. Cette hypothése a été confirmée par une
seule étude a I’heure actuelle (Montoya, Parmley ef al. 1999) dans laquelle
la sensibilité de la technique est de 100%.
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A Tissue de ce travail nous pouvons proposer la démarche
diagnostique suivante (arbre décisionnel).

Devant toute suspicion de choriorétinite toxoplasmique évoquée
par I’histoire de la maladie et I’examen ophtalmoscopique, un bilan sanguin
comprenant une sérologie anti-7oxoplasma gondii est a demander. Si le
résultat est positif, la réalisation d’une ponction de chambre antérieure
s’ impose.

Dans le cas ou I’analyse de I’humeur aqueuse par ELISA révele
la présence d’anticorps spécifiques locaux, associés a une barriere hémato-
oculaire intacte, nous pouvons affirmer qu’il s’agit d’une choriorétinite
toxoplasmique. Si la barriere est 1ésée, I’analyse de 1’humeur aqueuse par
PCR est nécessaire. Devant un résultat de PCR positif, le diagnostic de
choriorétinite toxoplasmique est certain, par contre si le résultat est négatif
2 solutions sont envisageables : la mise sous traitement anti-parasitaire
spécifique ou la réalisation d’une seconde ponction de chambre antérieure.

Dans le cas ou I’analyse de I’humeur aqueuse par ELISA ne
révele pas d’anticorps spécifiques, il est utile de réaliser une PCR. Deux
éventualités sont a envisager : la PCR est positive et il s’agit bien d’une
choriorétinite toxoplasmique ; la PCR est négative, 2 solutions sont
possibles, la mise en route d’un traitement présomptif ou la réalisation

d’une seconde ponction de chambre antérieure.
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RESUME

La toxoplasmose oculaire, premiére cause d’uvéite postérieure en Europe,
concerne le plus souvent I’adulte jeune avec des IgG sériques anti-7oxoplasma
gondii et des lésions de choriorétinite localisée. Les lésions oculaires peuvent
étre secondaires a une contamination congénitale comme acquise. La biologie
peut apporter son aide dans les cas ou le diagnostic ophtalmologique est |
incertain. Notre étude a porté sur la comparaison de 3 techniques différentes :
I’ELISA, le Western-blot et la PCR. Nous avons étudié le sérum et I’humeur
aqueuse de chacun des patients d’une population témoin de sujets indemnes de
toxoplasmose oculaire et d’une population de sujets présentant une
choriorétinite toxoplasmique. L’analyse des résultats nous a permis de
démontrer que tout I’intérét de la biologie résulte de 1’association de I’ELISA et
de la PCR nous permettant de conclure a une choriorétinite toxoplasmique dans

86% des cas.

Toxoplasma gondii chorioretinitis : contribution of immunoblot and PCR in
the biological diagnosis ;84 cas. '
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