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LEXIQUE PARASITOLOGIQUE

APICOMPLEXA: Phylum de protozoaires intracellulaires dépourvus d’organites locomoteurs, se
déplacant par glissement favorisé par 1’actine. Le germe infectieux posséde un complexe apical
caractéristique.

APICOPLASTE: Organite de type plaste situ¢ a la partie apicale du noyau des protozoaires
apicomplexa. D’origine endosymbiosique, I’apicoplaste porte son propre génome, et est I’homologue
des chloroplastes de végétaux et d’algues. Il conditionne plusieurs voies métaboliques des parasites

qui le possédent.

BRADYSCHIZOGONIE: Désigne la multiplication asexuée lente des protozoaires intracellulaires en
localisations exentérales chez leurs hotes intermédiaires. Ce processus fait suite aux
tachyschizogonies. Il assure la formation de nombreux bradyzoites, contenus dans les kystes. La
bradyschizogonie caractérise la phase chronique, non pathogéne, du processus infectieux ; elle est liée
a une réaction immunitaire de 1’hote. En cas de rupture de I’immunité, la bradyschizogonie fait place a

une nouvelle tachyschizogonie.

BRADYZOITE (=CYSTOZOITE): Elément du cycle des coccidies, contenu, chez I’hote
intermédiaire, dans un kyste en localisation exentérale. Les bradyzoites se présentent en amas, formés

suite & une réaction immunitaire entrainant le ralentissement de la multiplication du parasite.

COCCIDIOSE: Terme désignant, au sens strict, des protozooses des cellules épithéliales,
généralement intestinales, chez I’hdote unique (cycle monoxéne) ou chez un héte définitif (cycle

dixéne).

COCCIDIOSE TOXOPLASMIQUE: Désigne la protozoose induite par Toxoplasma gondii dans les
entérocytes de I’hote définitif (félidé) a I’issue de laquelle des ookystes immatures sont évacués dans
les féces (aprés reproduction sexuée du parasite). Pour désigner la protozoose correspondante chez

I’hote intermédiaire, on utilise le terme de « Toxoplasmose ».

COMPLEXE APICAL: Structure antérieure du germe infectieux des protozoaires parasites du phylum
des Apicomplexa, jouant un rdle trés important dans la pénétration dans la cellule héte. 11 montre, en
microscopie électronique, diverses formations : conoide (inconstant), microtubules, anneau polaire

antérieur, rhoptries, micronémes, micropore.



CONOIDE: Formation tronc-conique, constituée d’éléments fibrillaires en spirale, située a I’extrémité
antérieure des germes infectieux des apicomplexa. Le conoide appartient au complexe apical des

parasites du phylum des Apicomplexa.

CYCLE DIXENE (HETEROXENE): Le cycle évolutif comporte deux hotes : 1’hote définitif et un

hote intermédiaire.

CYCLE EVOLUTIF: Processus biologique suivi par un parasite depuis sa naissance jusqu’a sa
maturité et au cours duquel il passe par plusicurs états morphologiques et biologiques. Le cycle

évolutif s’accomplit chez un ou plusieurs hotes selon différentes modalités.

CYCLE MONOXENE: Absence d’hote intermédiaire, le cycle évolutif ne comprend qu’un seul hote.

La transmission a I’h6te définitif se fait a partir de I’environnement.

CYCLE POLYXENE (HETEROXENE): Présence de plusieurs hotes intermédiaires dans le cycle

évolutif.

ENDODYOGENIE (=forme d’ENDOGENIE): Multiplication asexuée des tachyzoites et bradyzoites
dans les cellules des hotes intermédiaires. C’est un bourgeonnement interne du noyau du parasite, qui
aboutit a la formation de deux noyaux fils puis la cellule scinde son cytoplasme pour donner deux

cellules filles.

GAMETOGONIE (=GAMOGONIE): Phase de reproduction sexuée dans le cycle de certains
protozoaires (sporozoaires). Elle permet la transformation des schizozoites en gamétocytes males et

femelles.

KYSTES TISSULAIRES a BRADYZOITES: Formations constituées par la cellule hote au sein de
laquelle les parasites se multiplient abondamment de facon lente. Les kystes constituent des formes de

résistance et de dissémination du parasite car ils sont capables d’infecter un nouvel hote.

MACROGAMETOCYTE: Schizozoite subissant la méiose pour former le gaméte femelle mature (ou
MACROGAMETE) pendant la phase de reproduction sexuée du cycle de certains sporozoaires.

MICROGAMETOCYTE: Schizozoite subissant la méiose pour former le gaméte male mature (ou
MICROGAMETE) pendant la phase de reproduction sexuée du cycle de certains sporozoaires.
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MICRONEMES: Organelles sécrétoires en forme de tube spiralé possédés par les protozoaires du

phylum des Apicomplexa. Ils ont un réle dans la mobilité du parasite et la pénétration cellulaire.

OOCYSTES (=OOKYSTES): Formes exogeénes du parasite (formes de résistance et de

dissémination). Il s’agit des zygotes enkystés issus de la reproduction sexuée.

PERIODE PATENTE: Durée d’une maladie ou d’une affection parasitaire, appréciée par le temps
pendant lequel on peut mettre en évidence des ¢léments de dissémination du parasite chez un individu.
Dans le cas de la toxoplasmose, il s’agit de la période pendant laquelle 1’animal infecté excréte des

oocystes dans le milieu extérieur.

PERIODE PREPATENTE: Temps écoulé entre le moment de I’infection ou de I’infestation d’un
individu et la possibilité de mise en évidence du parasite ou de ses éléments de dissémination. Dans le
cas de la toxoplasmose, il s’agit du temps entre 1’infestation et la production des premiers oocystes par

le félin hote définitif.

PHORESIE: Etat dans lequel un parasite est transporté par un autre individu qui n’est pas son hote,
mais qui est nécessaire a la découverte de 1’hdte normal ; cet individu est un « hote phorétique » ou

« héte de transport ».

PSEUDOKYSTES: Formations intracellulaires a localisation exentérale de certaines coccidies, qui
résultent de la multiplication rapide du parasite sous forme tachyzoitique au sein d’une vacuole
parasitophore. Si I’individu parasité est capable d’une réaction immunitaire, la multiplication des
tachyzoites se ralentit, le pseudokyste devient un kyste a bradyzoites et le processus parasitaire se
stabilise, mais avec risque de réversibilit¢ en cas de rupture d’immunité et retour a I’état

pseudokystique actif.

RHOPTRIE: Organelle sécrétoire spécialisé des protozoaires du phylum des Apicomplexa. C’est une
formation osmiophile en forme de massue fixée a la base du conoide au niveau de I’extrémité
antérieure des germes infectieux. Les rhoptries appartiennent au complexe apical et interviennent ainsi

dans la pénétration du parasite dans la cellule hote.
SCHIZOGONIE (=MEROGONIE): Processus de multiplication asexuée, par divisions multiples et

successives du noyau puis du cytoplasme, aboutissant a la formation d’un stade polynucléé (schizonte

immature) puis cloisonné en cellules appelées schizozoites (schizontes mirs).
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SCHIZONTE (=MERONTE): Stade évolutif de la reproduction asexuée des protozoaires, succédant

au stade de trophozoite, produit a I’issue de la schizogonie et donnant naissance aux schizozoites.

SCHIZOZOITE (= MEROZOITE): Stade évolutif des protozoaires, succédant au stade schizonte. Il

s’agit du seul stade subissant la gamétogonie, c'est-a-dire la reproduction sexuée du parasite.

SPOROCYSTE: Chez les sporozoaires apicomplexa, le sporocyste est un sac clos, contenu dans les
ookystes sporulés et contenant un nombre variable de sporozoites, infectants pour les hotes vertébrés

des parasites.

SPORONTE: Cellule diploide renfermée initialement par 1’ookyste aprés reproduction sexuée et avant

sporogonie.

SPOROZOITE: Forme parasitaire directement infectante pour les hotes intermédiaires, issue de la
division de I’ookyste par sporogonie. Chacun des deux sporocystes contenus dans 1’oocyste mature

renferme 4 sporozoites chez Toxoplasma gondii.

SPORULATION (=SPOROGONIE): Maturation des ookystes dans le milieu extérieur, aboutissant a
la formation des sporozoites, stades infectants du parasite (par division du noyau du zygote). La durée
de la sporulation varie de 2 a 15 jours ou plus suivant les conditions extérieures (température

notamment) pour 7oxoplasma gondii.

TACHYSCHIZOGONIE: Multiplication rapide des sporozoites, puis des tachyzoites dans Iles
pseudokystes.

TACHYZOITE (=TROPHOZOITE): Elément contenu dans un pseudokyste coccidien en localisation
exentérale, suite a une multiplication rapide des parasites. Le tachyzoite de Toxoplasma gondii a une

forme de croissant de 2-4 um x 4-8 um.
VACUOLE PARASITOPHORE: Vacuole formée par une invagination cytoplasmique au sein d’une

cellule, faisant suite a un processus d’endocytose actif et enfermant les parasites qui ont pénétré

activement dans la cellule.
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INTRODUCTION

La toxoplasmose est une infection parasitaire dont 1’agent responsable est le protozoaire
Toxoplasma gondii (parasite intracellulaire obligatoire). Son nom provient de sa morphologie
(toxon=arc et plasma=forme) et de I’espéce chez laquelle il a été découvert, Ctenodactylus gundi (« le
gondi », rongeur sauvage). Le parasite infecte tous les vertébrés a sang chaud, mammiféres, hommes
et oiseaux. Le cycle de développement du parasite est particuliérement complexe et 1’hote définitif est
systématiquement un félidé (sauvage ou domestique). Il s’agit d’une zoonose qui présente un risque
sérieux pour les femmes enceintes séronégatives et les sujets immunodéprimés. Cette parasitose
majeure est cosmopolite et on estime qu’un tiers de la population mondiale est infectée par
Toxoplasma gondii. En Europe, la prévalence sérologique chez les humains varie selon les pays de 8 a
plus de 70% (AFSS4, 2005). En France, environ 50% de la population adulte est infectée et il semble
que 200000 a 300000 nouvelles infections surviennent chaque année dont 2700 cas chez les femmes
enceintes (AFSSA4, 2005). C’est aussi la plus fréquente des maladies congénitales frangaises apres la

trisomie 21 (Bout D. et al., 1996).

Le parasite a été découvert sous sa forme infectieuse dans les tissus de Ctenodactylus gundi a
I’institut Pasteur de Tunis par Nicolle et Manceaux en 1908 et quasi simultanément au Brésil chez un
lapin par Splendore en 1909. Son cycle biologique et son importance en parasitologie humaine sont
alors inconnus. Dans les années 1920-1930 apparaissent les premicres descriptions de toxoplasmose
humaine. Les premiers tests sérologiques ont €ét¢é mis au point dans les années 1940 mais la
compréhension du cycle du parasite et des modes de transmission n’a eu lieu qu’au cours des années
1970 par W.M Hutchison et J.K. Frenkel (séparément). Le chat est alors identifié comme seul hote
définitif, les hotes intermédiaires étant divers mammiféres ou oiseaux, chez lesquels le toxoplasme

forme des kystes a bradyzoites, infectants pour le chat.

La toxoplasmose a une double importance en santé publique et vétérinaire du fait de la menace
de transmission transplacentaire chez les femmes enceintes séronégatives et des pertes économiques
provoquées par les avortements chez les espeéces de rente. Le chat est au centre du cycle de
développement parasitaire puisque les félidés sont les seuls hotes chez lesquels la reproduction sexuée
peut avoir lieu. Mais cela en fait-il I’acteur principal de la transmission a 1’homme et aux animaux
destinés a la consommation ? La perception du role du chat au sein de la toxoplasmose a beaucoup
évolué depuis la découverte du parasite, et surtout depuis la compréhension de son cycle évolutif. Au

départ, les médecins ont considéré le chat comme principale source de contamination humaine et donc
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de toxoplasmose congénitale, ils conseillent alors aux femmes enceintes de se séparer de leur chat.
Jusque dans les années 1990, le facteur « chat » va rester au centre des inquiétudes du corps médical.
Puis le role du chat est relativisé et les facteurs alimentaires de contamination sont mis en avant
(consommation de viande crue ou mal cuite, ingestion ou contact avec des fruits, des Iégumes ou de
I’eau souillés). La question de I’intérét d’une vaccination féline mérite donc réflexion : aurait-elle un

réel impact sur la prévalence animale et humaine de 1’infection toxoplasmique ?

Un congrés international pour célébrer le centiéme anniversaire de la découverte de
Toxoplasma s’est tenu I’année derniére au Brésil, intitulé : « Toxoplasma, congrés centenaire : de la
découverte a la gestion de la santé publique ». Diverses études y ont été présentées: de la biologie
cellulaire basique, au diagnostic et contréle de I’environnement en passant par I’immunologie, la
génomique, les études cliniques et les programmes de lutte pour la maitrise de la santé publique
(Bahia-oliveira et al., 2009). Toxoplasma gondii est la coccidie la plus étudiée jusqu’alors. En 2000,
on recensait déja plus de 15000 articles de recherche, plus de 500 revues, et de nombreux livres ou
chapitres lui étant consacrés (Tenter A.M. et al., 2000). Pourtant, de nombreux aspects de sa biologie,
de son cycle naturel et de son épidémiologie restent encore peu connus. La diversité génétique de
Toxoplasma gondii et la distribution géographique des génotypes comptent parmi les découvertes
majeures de ces 25 dernieres années, les génotypes sud-américains étant différents des européens ou
nord-américains (certains continents restant par ailleurs inexplorés). Des avancements considérables
ont été faits depuis une vingtaine d’années dans les recherches de biologie cellulaire et moléculaire sur
le toxoplasme. Une question centrale reste a investiguer : celle de la possibilité, jamais observée
jusqu’a maintenant, d’une reproduction sexuée chez des hoétes non félins, ceci bouleverserait
considérablement le protagonisme du chat dans le cycle parasitaire (Boothroyd J.C., 2009). Parmi les
objectifs de recherche pour le siécle a venir, on trouve les investigations sur les médicaments anti-

toxoplasme et également la vaccination animale et humaine (Boothroyd J.C., 2009).

Dans cette étude, nous nous intéresserons a ce second objectif, en se concentrant
particuliérement sur la vaccination féline. Aprés une premiére partie de rappels sur le toxoplasme et
ses effets sur les hotes animaux et humains, nous centrerons notre réflexion sur le role du chat dans la
transmission de cette parasitose, pour enfin faire le point sur la vaccination féline contre Toxoplasma

gondii: ses objectifs, ses outils actuels et les perspectives d’avenir.
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I. RAPPELS SUR LA TOXOPLASMOSE

A. L’agent pathogene : Toxoplasma gondii
1. Classification

1.1. Taxonomie
(Bussieras J. et Chermette R., 1992)

Toxoplasma gondii est un protozoaire intracellulaire obligatoire appartenant au Phylum des
Apicomplexa (présence d’un « complexe apical » caractéristique permettant I'entrée dans les cellules
hotes) et a la classe des Coccidies, au méme titre qu’Eimeria, Isospora, Cryptosporidium ou
Neospora. Les coccidies provoquent toutes une infestation digestive chez 1’héte définitif, aboutissant a

la production d’ookystes libérés dans les féces.

1.2. Différentes souches
(Darde M.L., 2004), (Howe D.K. et al., 1995), (Euzeby J., 1998)

Le genre Toxoplasma ne contient qu’une seule espeéce, T. gondii, mais plus de 200 isolats (ou
« souches ») ont bénéfici¢ d’analyses génotypiques. On étudie la virulence des souches chez la souris
pour définir leur pathogénicité : détermination des DL50 (Dose Létale) et DL.100, doses minimales de
parasites entrainant la mort de 50% ou de 100% des souris infectées. La capacité & former des kystes
est différente suivant les souches et il existe une relation entre la pathogénicité d’une souche et son
aptitude a la kystogénése :

-les souches rapidement kystogénes sont moins pathogénes car les parasites sont contenus dans la
paroi kystique (ce qui évite leur dissémination), et se multiplient lentement (bradyschizogonie). Chez
la souris, modéle animal, ce sont les souches responsables de toxoplasmose chronique,

-les souches virulentes sont peu kystogeénes, leur multiplication est rapide (tachyschizogonie) et elles
détruisent leurs cellules-hotes. Ces souches sont 1étales pour la souris en moins de 10 jours (4 a 5 jours
en moyenne) apres inoculation par voie intrapéritonéale, avec production d’ascite contenant de
nombreux tachyzoites. C’est le cas de la souche RH (isolée en 1941 par Sabin a partir d’un cas
d’encéphalite humaine aigu€), une des plus utilisées dans les programmes de recherche sur le

toxoplasme.
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La majorité (95%) des isolats analysés sont regroupés en 3 génotypes principaux équivalents a des
lignées clonales, stables dans le temps et 1’espace (types I, II et III). Les différences entre les
principaux génotypes d’isolats concernent :

-la virulence pour la souris (une souche est considérée comme virulente pour la souris lorsque la dose
létale DL 100 est de 1 tachyzoite inoculé par voie intrapéritonéale, entrainant la mort de la souris en
moins de 10 jours),

-la vitesse de multiplication en culture cellulaire et la possibilit¢ de transformation in vitro des
tachyzoites en bradyzoites aboutissant a la formation de kystes,

-les capacités de migration et de transmigration a travers les barriéres biologiques.

Il existe également des recombinants des souches I et III ainsi que des souches atypiques, trés

virulentes, dont la majorité des alléles n’est pas retrouvée chez les 3 types.

-génotype I

Il est trés rarement isolé (ne représente que 10% des souches en Europe et aux Etats-Unis,
principalement isolé chez I’homme). C’est un génotype tres virulent pour la souris. Par exemple, la
souche RH a une DL100 de 1 tachyzoite chez la souris.

Les tachyzoites se multiplient rapidement in vitro, ils se transforment peu en bradyzoites et en
conséquence, peu de kystes sont formés (ces souches peu kystogeénes sont peu infectantes pour le
chat). Leur capacité de migration et de transmigration a travers les barriéres biologiques ex vivo est
supérieure a celle des types II et I11.

Chez la souris, les souches de génotype I entralnent la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires
(IFN-y) en exces.

Lors de toxoplasmose humaine causée par ces souches, les atteintes congénitales sont souvent séveres.
Il est possible de les isoler a partir de toxoplasmoses de réactivation au cours des états

d’immunodéficience.

-génotype II (exemples : souches ME49 et 76K)

C’est le génotype le plus fréquent isolé chez I’homme (80% des souches humaines en Europe et aux
Etats-Unis), le mouton, le porc... Il est non virulent pour la souris (DL 100>10° tachyzoites), mais ces
souches sont kystogénes donc infectantes pour le chat et génératrices d’ookystes.

Chez la souris, la sécrétion d’IFN- v est controlée et protectrice, il y a par ailleurs induction précoce de
la sécrétion d’IL-12 par les macrophages.

Lors de toxoplasmose humaine :

-les atteintes congénitales peuvent étre asymptomatiques a mortelles,

-des réactivations sont possibles au cours des états immunodéficients (ce sont les souches

prédominantes chez les sidéens),
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-chez le patient immunocompétent, on observe des formes lymphadénopathiques et des formes

asymptomatiques.
-génotype III (exemple : souche VEG)
11 est plus rare (génotype surtout confiné a 1’animal).Sa virulence pour la souris est intermédiaire.

Concernant la toxoplasmose humaine, les atteintes congénitales sont possibles mais peu fréquentes.

-génotypes recombinants ou avec alléles atypiques (A4jzenberg D.et al., 2004)

Ils sont plus souvent isolés dans des circonstances épidémiologiques particuliéres (animaux, biotopes
sauvages) et sont plus virulents chez la souris que le type II.
Lors d’infection chez I’homme, on peut observer des atteintes sévéres disséminées ou oculaires chez

des sujets immunocompétents (Grigg M.E. et al., 2001).

Les différences de virulence constatées chez la souris ne sont pas transposables a d’autres animaux,
ceci témoigne du role majeur de la réponse de I’hdte a I’infection.

Globalement, les souches avirulentes ou de virulence intermédiaire (génotypes II et III) sont
kystogeénes et aboutissent a la formation de kystes a bradyzoites sans entrainer de symptomes. Elles
peuvent subir une reproduction sexuée chez le chat, et présentent des variations génétiques (par fusion
de gamétes de différentes origines), leur descendance est donc hétérogene.

A contrario, les souches virulentes infectent rarement le chat car elles sont trés peu kystogenes, leur
multiplication est donc principalement asexuée et leur ADN homogéne (les descendants sont des
clones identiques).

Tous les génotypes semblent capables d’infecter ’homme, mais on observe une large prédominance
du génotype II en Europe, ce génotype étant d’ailleurs associ¢ a la majorité des cas de toxoplasmose
congénitale (pratiquement 100%, Costa JM. et al, 1997) et de toxoplasmose du patient

immunodéprimé (75% des cas, Honore S. et al., 2000).

2.  Morphologie et résistance des différentes formes évolutives

(Dubey J.P. et Beattie C.P., 1988)

2.1. Les formes infectieuses chez I’hote (formes isolées)

1l s’agit des tachyzoites, bradyzoites et schizozoites (=mérozoites) selon la localisation, la fonction et
le devenir de la forme parasitaire.

La structure générale du parasite reste globalement la méme.
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= Le stade tachyzoite (ou trophozoite) (figure 1) est la forme libre proliférative infectieuse chez

I’hote intermédiaire (HI), on peut retrouver cette forme également chez le foetus. Il se reproduit

rapidement par un processus de multiplication asexuée (endodyogénie) chez I’HI (c’est une forme de

multiplication rapide du parasite).

Figure 1: Schéma d’un tachyzoite de Toxoplasma gondii (d’aprés Fortier B.et al., 1993).
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Le tachyzoite a une forme de croissant de 2-4 pm x 4-8 um. Le complexe apical permet la pénétration

du parasite dans la cellule hote. Les rhoptries interviennent dans la sécrétion d’enzymes

protéolytiques, favorisant cette pénétration.
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= Le stade bradyzoite, chez I’HI, est contenu dans des kystes intracellulaires. Les tachyzoites et les
bradyzoites sont morphologiquement trés semblables, mais le noyau des bradyzoites occupe une
position excentrique, tandis que celui des tachyzoites est situé au centre de la cellule. Les bradyzoites
ont un nombre plus élevé de micronémes et de granules d’amylopectine, par contre leurs rhoptries sont

peu nombreuses.

A la différence des formes de reproduction sexuée spécifiquement observables dans les entérocytes,
les bradyzoites et les tachyzoites n’ont aucune spécificité cellulaire : on peut les observer dans les
cellules du systéme des phagocytes mononuclées (monocytes, histiocytes, macrophages), mais aussi
dans les cellules épithéliales, les fibroblastes, les hépatocytes, les neurones, etc. Par contre, ils ne
peuvent infecter les globules rouges matures et les ostéoblastes (les précurseurs nucléés des globules
rouges des mammiféres peuvent étre parasités, Werk R. et Bommer W., 1978). Le plus souvent, les
toxoplasmes sont situés dans le cytoplasme cellulaire, au sein d’une vacuole parasitophore (cas des

pseudokystes), mais parfois aussi dans le noyau.

= Le stade schizozoite (ou mérozoite), chez 1’hote définitif (HD), est le seul stade capable de

reproduction sexuée.

2.2. Pseudokystes et kystes (formes groupées)

= Les pseudokystes sont des formations intracellulaires (15-30 pm) qui résultent de la multiplication
rapide du parasite sous forme tachyzoitique. Les tachyzoites (jusqu’a deux cents par pseudokyste) sont
situés dans une vacuole parasitophore (= phagosome) entourée de nombreuses mitochondries
intervenant dans leur processus de multiplication. La cellule-hote infectée n’est pas déformée, elle
présente un noyau a contours nets (i/lustration I). Leur durée de vie est courte (la vacuole puis la
cellule hote éclatent suite a la multiplication parasitaire), on les observe au cours de la phase aigu€ de
I’infection. Chez un héte immunocompétent, les pseudokystes se transforment en kyste sous 1’action

de la réponse immunitaire.
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Hlustration 1 : Tachyzoites (souche RH) formant des pseudokystes dans une cellule infectée

(fibroblaste MRCS5) (x 400) (source F. Derouin) (AFSSA, 2005).

= Les kystes (60-100 um) sont des formations intracellulaires contenant des bradyzoites, forme
quiescente du parasite, a multiplication lente (jusqu’a plusieurs milliers dans un kyste). Ils occupent la
quasi-totalité de la cellule hote qui est alors déformée, avec un noyau aplati en périphérie, plaqué
contre la paroi (illustration 2). Cette paroi trés fine est bi-lamellaire, formée par le plasmalemme de la
cellule-hote doublé d’un matériel granuleux comportant une composante parasitaire. On peut les
retrouver dans tous les tissus mais surtout dans les tissus musculaires (muscles lisses, striés
squelettiques et myocarde), intraoculaires et nerveux (notamment dans les astrocytes) (Euzeby J.,

1998). Leur durée de vie peut étre trés longue (certains peuvent persister jusqu’a la mort de 1’héte).

Hlustration 2 : Kyste a bradyzoites dans du tissu musculaire (MO : Microscope Optique x 400)
(source M.L. Dardé) (AFSSA, 2005).

Le passage de la forme pseudokystique a la forme kystique est la conséquence de 1’acquisition par
I’héte d’un état d’immunité, mais aussi de facteurs génétiques hote-dépendants. L’IFN vy, en inhibant

la multiplication des tachyzoites, joue un réle essentiel dans la genése de I’immunité.
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L’oxyde nitreux (NO) intervient également, par inhibition de 1’activit¢ mitochondriale nécessaire a la
prolifération des tachyzoites. Le phénoméne d’enkystement des toxoplasmes fait aussi intervenir une
protéine de choc thermique, spécifique des bradyzoites. Chez la plupart des animaux, les kystes se
forment au cours de la premiére semaine suivant I’infection (Euzeby J., 1998). lls peuvent reprendre
une multiplication tachyzoitique si la réponse immune de I’héte devient insuffisante: il y a

réactivation et on sort de la phase de toxoplasmose latente ou chronique.

2.3. Les ookystes (formes exogénes) (10-13 pm x 12-15um)

Ce sont les zygotes enkystés issus de la reproduction sexuée du parasite.
Apres la fécondation, ils sont immatures, diploides, avec une double paroi (endokyste + ectokyste)
lisse et épaisse (0,5 um). Ils contiennent un unique sporonte (figure 2).
Aprés sporulation dans des conditions environnementales particuliéres, les ookystes deviennent
matures (donc infectieux) : ils contiennent alors deux sporocystes (6-8 um x 9-12um), abritant chacun
quatre sporozoites (2 x 6-8um), éléments infectieux, peu différents en microscopie optique et

¢lectronique des autres stades infectants (figure 3).

Figure 2: Ookystes immatures (Euzeby J., 1993).
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Figure 3: Ookyste sporulé : deux sporocystes renfermant chacun quatre sporozoites

(Euzeby J., 1993).

2.4. Résistance des différentes formes de Toxoplasma gondii
(Voir Annexe 1)

=Les pseudokystes et les tachyzoites qui les constituent sont des formes de multiplication du parasite,
fragiles, a durée de vie courte et présentes pendant la phase aigué de I’infection seulement. Leur
ingestion est rarement contaminante car ceux-ci sont sensibles aux sucs gastriques (Euzeby J., 1998).
Ils peuvent par contre survivre a 4°C dans du lait pendant au moins une semaine (Zardi O. et al., 1979)

et sont dans ces conditions parfois source d’infection.

=Les kystes constituent une forme de résistance du parasite dans 1’organisme hoéte, leur durée de vie
est longue et on les observe lors de la phase chronique de I’infection. Ils assurent la dissémination du
parasite car leur ingestion permet 1’infection de nouveaux hétes. Ils peuvent survivre plusieurs jours a
température ambiante et plusieurs mois a 4°C mais sont thermosensibles : Dubey (Dubey J.P. et al.,
1990) estime qu’il faut atteindre une température de 67°C au cceur de la viande pour obtenir une

inactivation totale des kystes.

»Enfin, les ookystes représentent une forme de résistance et de dissémination du parasite dans le
milieu extérieur (voir Annexe 2), dans lequel ils peuvent rester infectieux pendant 18 mois a 1’abri du
soleil et pour des températures moyennes d’environ 20°C (Dubey J.P., 1998). lls sont sensibles a la

putréfaction et aux conditions anaérobies, de ce fait, les antiseptiques utilisés pour assainir le milieu
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augmenteraient paradoxalement le pouvoir infectant des ookystes toxoplasmiques en détruisant les

germes de putréfaction et de fermentation (Euzeby J., 1998).

Les trois formes parasitaires sont sensibles a la chaleur, et donc a la cuisson. Cette information est
primordiale dans les mesures de prévention a appliquer contre 1’infection toxoplasmique. Parmi les
autres conditions pouvant étre utilisées dans le traitement des aliments, seule 1’ionisation a une dose
minimale de 0,5 kGy a ¢été recommandée. Les autres modes de traitement (micro-onde, salaison,

fumaison) n’ont pas une efficacité certaine (A4FSSA4, 2005).

B. Caractéres biologiques et cycle de développement parasitaire
1. Caractéres biologiques

1.1. Pénétration cellulaire par endocytose

Les formes libres du parasite peuvent réaliser des mouvements de rotation, de glissement, et
d’ondulation des parois. Ceci leur permet de pénétrer dans les cellules hotes. La pénétration
intracellulaire des sporozoites, bradyzoites et tachyzoites se fait par endocytose.

Déroulement de I’endocytose :

-fixation du pole apical du toxoplasme en un point de la cellule hote déterminé par 1’affinité de
certaines protéines de surface (glycoprotéine gp30 = SAGI1, SAG 3, laminine et ses récepteurs :
intégrines, lectines et glycoprotéines de la membrane cellulaire). Le rdle principal dans la fixation du
parasite a la cellule hote est dévolu a la glycoprotéine gp30.

-pénétration active du parasite : protrusion du conoide, exocytose des micronémes et des rhoptries qui
sécretent de la myosine (protéine contractile) propulsant le parasite dans la cellule hote et intervention
du PEF (Penetration Enhancing Factor, antigéne parasitaire cytoplasmique) élaboré par les rhoptries,
facilitant cette pénétration.

Au moment de 1’endocytose, les tachyzoites abandonnent 1’antigéne de surface gp30, qui passe dans la
circulation.

Aprés cette pénétration trés rapide (15 a 40 secondes), le parasite est abrité par une vacuole
parasitophore limitée par une membrane qui s’accroit progressivement grace a la sécrétion des
granules denses parasitaires (Garcia J.L., 2009). Les tachyzoites se multiplient toutes les 5 a 10 heures
selon les souches, puis leur sortie hors de la vacuole et de la cellule fait aussi intervenir un phénomeéne

actif.
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1.2. Multiplication asexuée de T. gondii

Chez les hotes intermédiaires, les bradyzoites et tachyzoites se multiplient dans la cellule hote par
endodyogénie (ou endogénie) : ¢’est un bourgeonnement interne du noyau du parasite, qui aboutit a la

formation de deux noyaux fils puis la cellule scinde son cytoplasme pour donner deux cellules filles

(figure 4).

Figure 4: Multiplication endodyogénique de Toxoplasma gondii (Euzeby J., 1993).

Cette multiplication entraine rapidement une destruction des cellules parasitées. Une cellule hote peut
produire plus de 200 tachyzoites en 2 jours, capables d’infester de nouvelles cellules hotes (Fortier B.

et Dubremetz J.F., 1993).
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L’endodyogénie se déroule en deux phases successives :

-une phase aigué de multiplication rapide, trés active (tachy-endogénie) aboutissant a la formation de
tachyzoites au sein des pseudokystes,

-si ’hote intermédiaire (HI) est immunocompétent, commence alors une phase endogénique lente : il y
a multiplication du parasite sous forme de bradyzoites dans des kystes. L’infection devient chronique

(ou latente car les kystes peuvent étre réactivés lors d’immunodépression).

1.3. La reproduction sexuée de T. gondii: cycle intestinal de type coccidien chez le chat (ou

« coccidiose toxoplasmique »)

La multiplication sexuée n’a lieu que dans les entérocytes de I’HD, aprés pénétration d’un bradyzoite.

Trois étapes se succedent:

= La schizogonie
Il y a pénétration active des bradyzoites dans les entérocytes et transformation en trophozoites. Les
trophozoites se divisent ensuite et forment des schizontes qui donnent naissance a de nombreux

schizozoites. La cellule hote est détruite lors de la libération des schizontes.

= LLa gamétogonie (transformation en ¢léments males ou femelles)

Certains schizozoites se transforment en gamétocytes.

Les microgamétocytes réalisent des divisions nucléaires et donnent 12 a 32 microgameétes (= gameétes
males).

Les macrogamétocytes ne réalisent pas de division nucléaire, ils donnent les macrogametes (= gametes
femelles).

Lorsque les cellules hotes des microgamétocytes éclatent, les microgamétes rejoignent les
macrogametes, il y a alors fécondation et formation d’un ookyste immature qui est éliminé dans le

milieu extérieur, 15 a 20 jours post-infection.

= La sporulation

Si les conditions environnementales sont favorables, 1’ookyste immature sporule. La durée de la
sporulation varie de 2 jours a 15 jours ou plus selon la température (24 a 48h a 25°C en milieu humide
et aéré, Dubey J.P. et al., 1970b).

Trois facteurs principaux importent au bon déroulement de la sporulation : (Euzeby J., 1998)

-la température : la température optimale étant comprise entre 28 et 30°C,

-I’humidité : I’hygrométrie optimale est de 80%,

-I’oxygénation.
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Ce processus aboutit a la formation de deux sporocystes renfermant chacun 4 sporozoites, infectants

pour les hotes intermédiaires.

2. Le cycle de développement du toxoplasme

Le cycle évolutif du toxoplasme est complexe (figure 5). Il est facultativement dixéne, peut se faire
uniquement chez le chat: cycle monoxéne, ou méme entre hotes intermédiaires. Les hotes
intermédiaires possibles sont extrémement variés (tous les animaux a sang chaud), et sont parfois trés
nombreux a intervenir dans un cycle. Le toxoplasme est un des parasites les plus polyxénes connu a ce
jour.

L’infection se fait soit par ingestion d’ookystes présents dans le milieu extérieur soit par ingestion de
kystes présents dans les tissus des hotes intermédiaires. Une transmission verticale est possible lors de

primo-infection de femelles gestantes, le feetus peut alors développer une toxoplasmose congénitale.
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Predation

Figure 5: Cycle évolutif de Toxoplasma gondii (d aprés Loriaux M.J., 2008)
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2.1. Les différents types de cycles possibles

= Cycle HD-HD

Dans ce cas, le cycle se déroule uniquement chez le chat, HD. On parle également de cycle
monoxéne (ou « cycle court »).

Le chat se contamine par ingestion de terre (géophagie), d’eau (hydropinie) ou de végétaux souillés
(phytophagie) par des ookystes sporulés. Dans ’intestin gréle, des sporozoites sont libérés par les
ookystes. IIs ne peuvent pas envahir directement les entérocytes (seuls les bradyzoites le peuvent). Ils
traversent donc la muqueuse intestinale et sont distribués par voie sanguine ou lymphatique dans les
divers tissus de I’organisme.

Suit une période de multiplication rapide des sporozoites (tachyschizogonie) qui aboutit a la formation
de tachyzoites dans des pseudokystes puis une période de multiplication plus lente (bradyschizogonie)
avec formation de bradyzoites dans des kystes. Les bradyzoites issus de ces kystes pénétrent dans les
entérocytes et le chat développe alors une coccidiose toxoplasmique : il y a schizogonie, gamétogonie,
fécondation puis évacuation d’ookystes immatures avec les féces. Ainsi, lors de cycle monoxéne, un
stade « toxoplasmique » précéde le stade « coccidiose » de I’infection féline. La période prépatente
(c'est-a-dire le temps entre 1’infestation et la production des premiers ceufs) est de 15 a 20 jours

(Euzeby J., 1998).

= Cycle HI-HD

Il s’agit du cycle de base faisant intervenir un HD: le chat, et un HI quel qu’il soit. On peut parler de
cycle dixéne (ou « cycle long »).

Le chat s’infecte par ingestion de kystes formés chez un HI, ce qui implique donc le carnivorisme. Le
chat développe alors une coccidiose toxoplasmique (phase endogeéne) a 1’issue de laquelle des
ookystes immatures sont évacués dans les feces. Il y a sporulation (phase exogene) si les conditions
extérieures sont favorables (48h a 5 jours en moyenne). Les ookystes sporulés, trés résistants dans le
milieu extérieur sont alors infectants pour les hotes intermédiaires. La période prépatente est ici de 3 a

10 jours (Davis S.W. et al., 1995).

L’HI se contaminera ensuite par ingestion d’aliments souillés par des ookystes sporulés. 11 développe
une toxoplasmose au sens strict : les sporozoites libérés dans 1’intestin gréle traversent la muqueuse
intestinale et sont véhiculés par voie sanguine et lymphatique par les lymphocytes intraépithéliaux,

puis ils envahissent les cellules des divers tissus. Il y a alors multiplication par endodyogénie. Lorsque
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I’infection devient chronique, il y a formation de kystes. L’HI porteur de kystes est a son tour source

de parasite pour I’HD (le chat) ou pour un autre HI et le cycle se poursuit.

Dans les deux types de cycles précédemment décris, le chat, HD, rejette des ookystes dans
I’environnnemnent, source de contamination de tout héte intermédiaire potentiel, y compris ”’homme.
C’est a ce niveau qu’un vaccin félin devra agir, le but étant de supprimer la source initiale du parasite

afin de diminuer la charge parasitaire dans le milieu.

= Cycle HI-HI

La possibilité de transmission du parasite par carnivorisme entre hotes intermédiaires par un processus
de multiplication asexuée est une des particularités du toxoplasme au sein des coccidies.

Le cycle se déroule sans intervention du chat et donc sans reproduction sexuée. On parle d’une
évolution de type auto-hétéroxéne : si un HI ingére un autre HI porteur de kystes, les bradyzoites
libérés gagnent une localisation exentérale, se multiplient dans I’organisme sous forme de tachyzoites
qui forment des pseudokystes. Ces pseudokystes se transforment en kystes a bradyzoites, a nouveau
infectants pour d’autres HI.

Les carnivores non félidés comme le chien ou I’homme constituent donc des culs-de-sac

épidémiologiques car ils ne sont pas ingérés par d’autres carnivores.

2.2. Les sources de parasites

= Les hotes intermédiaires, porteurs de kystes

Tous les vertébrés homéothermes sont des hotes intermédiaires possibles du parasite.

*Les mammiferes domestiques

Les espéces herbivores s’infectent soit par ingestion d’une nourriture végétale souillée d’ookystes
sporulés, soit par ingestion accidentelle d’hdtes phorétiques (voir infra).

Le mouton, la chévre et le porc présentent une prévalence élevée d’infection toxoplasmique. Le beeuf
et le cheval sont a priori plus rarement infectés et leurs tissus sont moins riches en kystes. Cependant,
ces prévalences sont tres variables selon les régions, 1’age des animaux, le type d’élevage...et les réels
taux d’infection sont mals connus.

Les tissus infectants sont les muscles : myocarde, diaphragme, langue (Cook et al., 2000), les viscéres,
le systéme nerveux central, le placenta lors d’avortements dus au toxoplasme (chez les petits

ruminants), et éventuellement le lait.
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*Autres animaux
-Les micromammiferes (surtout rongeurs et petits carnivores sauvages) jouent un role important dans
la contamination du chat, et comme réservoirs de la maladie. Selon Lehmann, des séroprévalences
comprises entre 20 et 80% ont été observées en fonction de la localisation des animaux prélevés, et
notamment de la proximité d’une ferme d’¢élevage traditionnel de porc (avec les taux les plus élevés
pour des petits animaux sauvages capturés dans un rayon de 50 métres autour d’une porcherie)

(Lehmann T. et al., 2003).

-Le gibier pourrait jouer un réle dans la contamination du chien et de I’homme. Dans une étude menée
en Europe du Nord chez les cervidés et comprenant un effectif important d’animaux, la séroprévalence
observée est de 34% chez le chevreuil et de 7,7% chez le cerf (Vikoren T. et al., 2004). Les
séroprévalences rapportées en Europe chez les sangliers sont de 15 a 25% selon les études (AFSSA4,

2005).

-Toutes les espéces d’oiseaux, y compris les oiseaux domestiques (poulets, dindons, pigeons) peuvent
étre considérées comme des sources de contamination pour leurs prédateurs (dont le chat) (Dubey J.P.,
2002a). La volaille domestique, en se nourrissant au sol, est trés exposée a une contamination par les
ookystes. Par contre, I’isolement du parasite a partir d’ceufs n’a jamais été rapport¢ dans des

conditions naturelles (AFSSA4, 2005).

= Les disséminateurs passifs d’ookystes

Les chats excrétent leurs ookystes sur le sol et ¢’est au sein des sols meubles et humides qu’a lieu la
sporulation. La, divers animaux (insectes, mollusques et méme mammiferes), ainsi que les conditions

climatiques (eau de pluie...) assurent la dissémination des ookystes.

Chez les « hotes de transport » (phénoméne de « phorésie »), le parasite ne subit aucune évolution,
mais seulement une dispersion tel quel. Des insectes carnivores (coléopteres zoophages), coprophages
(scarabées, mouche) ou commensaux (blattes, cafards), ainsi que des mollusques terrestres (hélicidés,
limacidés) peuvent ainsi étre parasités (Bettiol S.S. et al., 2000 ; Saitoh Y. et al., 1990 ; Wallace G.D.,
1973,1972,1971).

Le chien peut également étre un vecteur passif d’ookystes par son comportement coprophage. Une
étude a effectivement montré que des ookystes sporulés ingérées par un chien peuvent transiter le long
du tube digestif et étre retrouvés, toujours infectants dans les féces du chien (Lindsay D.S et al., 1997).
De plus, le chien, qui a tendance a se rouler sur le sol, peut transporter des ookystes dans son pelage et

les disséminer par contact.
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= [’hote définitif, excréteur d’ookystes

Seuls les félidés peuvent étre excréteurs d’ookystes. Le chat représente donc une source de
contamination centrale pour I’homme et les autres animaux.

Lors d’une primo-infection, le chat rejette des ookystes durant toute la période patente de la coccidiose
toxoplasmique (de 10 a 15 jours). Il élimine alors des millions d’ookystes qu’il disperse dans
I’environnement. A la fin de cette période patente, il n’en est plus disséminateur, sauf a I’occasion
d’une réactivation de la toxoplasmose chronique.

Nous étudierons en détail les particularités de 1’excrétion d’ookystes chez le chat lors de la deuxiéme

partie.

2.3. Les modes de transmission

= Transmission par voie orale

*Ingestion d’ookystes sporulés
Les ookystes sporulés (provenant de féces de chats) peuvent étre présents dans des aliments (végétaux
crus mal lavés surtout) ou dans 1’eau de boisson. Chez I’homme, c’est une des sources d’infection

reconnues.

Concernant le risque d’infection par contact a partir d’ookystes sur le pelage d’un chat excréteur, ce
risque est minime car le toilettage les élimine avant sporulation (Dubey J.P., 1994). Par contre, il est
plus important chez le chien, comme vu précédemment, méme s’il reste minime. En effet, I’étude de
Lindsay a montré que les ookystes excrétés par un chat ne sporulaient pas lorsqu’ils étaient déposés

sur le pelage d’un autre animal (Lindsay D.S et al., 1997).

Une probable contamination des océans par des ookystes de Toxoplasma gondii a été tenue pour
responsable de la forte mortalité des loutres (sentinelles de la transmission du parasite dans les
écosystemes marins) lors d’études menées en Californie (Conrad et al., 2005). Une étude plus récente
(Miller M.A. et al., 2008) a également révélé une forte concentration d’ookystes de Toxoplasma gondii
chez des bivalves marins, en partie responsables de la contamination des loutres qui consomment ces
invertébrés filtreurs. Les mammiféres marins sont donc exposés a des infestations par des ookystes,
probablement entrainés par les eaux résiduaires, pluviales ou rejetées en mer par certaines stations
d’épuration. Les ookystes peuvent survivre et sporuler dans 1’eau de mer, c’est ainsi qu’ils entrent

dans la chaine de contamination (Lindsay D.S. et al., 2003).
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*Ingestion de kystes a bradyzoites
C’est le mode d’infection principal chez le chat, par carnivorisme. Le chat s’infecte en se nourrissant
par prédation ou s’il est alimenté avec de la viande ou des abats crus. Les aliments industriels,
stérilisés, ne sont pas infectants. Lors de 1’ingestion de kystes, le chat contracte alors en 5 a 6 jours une

coccidiose toxoplasmique.

Les animaux omnivores, comme le porc, contractent souvent la toxoplasmose en ingérant de petits
rongeurs (rats, souris) porteurs de kystes. Dans certaines régions, on a pu établir une correspondance
entre le taux d’infection des muridés et celui des porcs (1’évaluation du taux d’infection des rongeurs

peut donc avoir un intérét épidémiologique). (Dubey J.Pet al., 1986; Lehmann T. et al., 2003 ).

Tous les animaux de boucherie sont des sources possibles de kystes, I’lhomme peut donc aussi

s’infecter par carnivorisme, en ingérant des viandes infectées crues ou insuffisamment cuites.

*Ingestion de tachyzoites

Le réle des tachyzoites reste anecdotique dans 1’infection par ingestion. Il semblerait que le chat puisse
s’infecter par ingestion de tachyzoites a partir d’une proie en phase aigu€ de toxoplasmose (Bourdeau
P., 1993). Chez I’homme, les tachyzoites n’ont été retenus comme source d’infection que dans une
observation, a partir de lait de chévre non pasteurisé (Skinner L.J. et al., 1990). Euzeby supposait que
le lait renfermait des kystes (Euzeby J., 1998) mais depuis, la survie des tachyzoites dans le lait de
chevre a été démontrée (Walsh et al., 1999).

En revanche, le risque de contamination par le lait de vache est jusqu’a présent considéré comme quasi
nul (AFSSA4, 2005), une seule étude (Rommel M. et Breuning J., 1967) rapportant la présence du
parasite dans du lait suite a une infection expérimentale des vaches (parasite isolé qu’une fois chez

plus de 2000 souris inoculées avec le lait).

= Transmission in utero

Au cours de la gestation d’un hote, un passage transplacentaire du toxoplasme est possible sous forme
tachyzoitique lors de la phase aigué (au cours des tachyschizogonies). Seule une toxoplasmose
primaire ou une réactivation de kystes dormants (immunodépression) peuvent donc étre a 1’origine
d’une toxoplasmose congénitale. Le passage transplacentaire des toxoplasmes, dont le mécanisme
exact n’est pas totalement €lucidé, ne se réalise pas par voie sanguine mais par voie tissulaire : il y a
infection des trophoblastes (Abbasi M. et al, 2003) et une nécrose placentaire (confinée aux

cotylédons) est généralement observable (Dubey J.P, 1988).

La transmission verticale a lieu chez les mammiféres ayant une placentation de type épithélio-choriale

(brebis, chevre, vache, porc), endothélio-choriale (chien, chat) ou hémochoriale (rongeurs, homme).
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= Autres modalités de transmission

-Une inoculation par morsure (avec présence de bradyzoites dans la salive) a été rapportée (Dubey
J.P., 1986),

-Lors de greffe d’organes ou tissus infectés (coeur, poumon, moelle osseuse, rein et plus rarement
foie), il peut y avoir transmission de la toxoplasmose chez ’homme, d’autant plus que la greffe
s’accompagne d’un traitement immunosuppresseur (AFSS4, 2005 ; Speirs G.E., 1988),

-La transmission serait aussi possible lors de transfusion de produits sanguins qui contiendraient des
tachyzoites mais les cas rapportés sont trés rares du fait de la briéveté de la parasitémie chez tout sujet
récemment infecté (Beauvais B. et al., 1976 ; Nelson J.C. et al., 1989).

La loi exige donc une sérologie de la toxoplasmose avant les prélévements d’organes en vue de

transplantations.

C. Les influences de la toxoplasmose en santé vétérinaire et santé publique

1. Impacts en santé vétérinaire

1.1. Réceptivité et sensibilité des animaux hotes potentiels

Tous les animaux a sang chaud, mammiféres et oiseaux, sont réceptifs a la toxoplasmose, mais leur

sensibilité est variable selon la dose infectante, le génotype du parasite et surtout 1’espéce.

Parmi les carnivores domestiques, le chien est plus sensible que le chat a la toxoplasmose (les
symptomes cliniques sont fréquemment neurologiques dans I’espéce canine). Chez le chat, la
séroprévalence dépend en grande partic du style de vie (les chats qui sortent sont plus souvent

séropositifs).

L’age (jeunes animaux) ainsi que 1’état pathologique de I’animal jouent également sur la réceptivité et
la sensibilit¢ de celui-ci a la toxoplasmose. Certains états infectieux concomitants augmentent
fortement ces deux parameétres :

- infections virales (FIV, FeLV, PIF chez le chat, maladie de Carré chez le chien, louping-ill chez le
mouton) (Euzeby J., 1998),

- infections parasitaires (hémobartonellose chez le chat, babésiose, leishmaniose, ankylostomose et
ehrlichiose chez le chien).

Certains processus tumoraux (lymphosarcome, leucémie) peuvent, par ailleurs, favoriser la survenue
d’une toxoplasmose clinique (Bourdeau P., 1993).
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1.1. Expressions cliniques chez les animaux

En médecine vétérinaire, la toxoplasmose est surtout reconnue comme étant a 1’origine d’avortements
chez les petits ruminants (brebis et chévres) et d’uvéite chez le chat. La symptomatologie des
mammiféres de rente non ovins reste trés discréte. Chez les animaux sauvages, les manifestations

cliniques sont mal connues.

= Chez les carnivores domestiques

*Chat (HD)
Dans la majorité des cas, I’infection se traduit chez le chat par une coccidiose toxoplasmique
asymptomatique ou plus rarement accompagnée de troubles digestifs (diarrhées et vomissements). Des
formes aigués extra-intestinales peuvent toutefois étre observées (hyperthermie, adénopathie, broncho-
pneumonie, atteintes hépatiques, nerveuses et cardiaques). La transmission congénitale est possible
(Sato K. et al., 1993) et dans ce cas ’atteinte oculaire prédomine. Nous relaterons plus en détails la

clinique de la toxoplasmose féline lors de la deuxiéme partie.

*Chien
Comme chez le chat non immun, les manifestations d’une infection acquise chez un chien adulte sont
trés variées : anorexie, léthargie, 1ésions hépatiques, pulmonaires, musculaires et nerveuses. Les
lésions oculaires sont par contre exceptionnelles dans I’espéce canine. La toxoplasmose congénitale
est généralement fulminante, disséminée et fatale (Dubey J.P., 1985), seule une sérologie peut

permettre de la différencier de la néosporose.

= Chez les espéces de rente

Chez les animaux de rente adultes, la toxoplasmose est souvent asymptomatique.

*Mouton et chévre
La gravité de la toxoplasmose chez les petits ruminants est liée a la fréquence de la transmission
feetale : la toxoplasmose congénitale serait 1’'une des principales causes d’avortement chez la brebis et

la chévre (Duncanson P. et al., 2001).

*Porc
Chez le porc, on peut observer des manifestations oculaires (kératite, ulcére cornéen, hypopion)
(Euzeby J., 1998). La transmission verticale provoque des avortements, des naissances prématurées et

des infections congénitales (Lind P. et al., 2000).
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*Bovins et Cheval
Les manifestations cliniques ne sont pas identifiables lors d’infestation naturelle et le risque de

transmission foetale semble trés faible.

= Dans la faune sauvage et chez les oiseaux

*Rongeurs et autres mammiféres
Des données d’infections expérimentales chez les rongeurs de laboratoire rapportent des signes
pulmonaires ou digestifs en phase aigué puis une forme chronique asymptomatique ou une altération
progressive de 1’état général, conduisant a la cachexie associée a des signes nerveux (Stahl W.et al.,
1988). Le rat semble partiellement résistant. La transmission congénitale est fréquente en laboratoire,
mais son taux est peu connu dans les conditions naturelles.
Des mortalités importantes ont ét¢ constatées chez des loutres de mer, des Iémuriens, des marsupiaux

australiens et des primates du nouveau monde (Dubey J.P. et Odening K., 2001).

*QOiseaux
Les oiseaux domestiques ou sauvages sont fréquemment infectés et la toxoplasmose peut tre sévére
dans certaines espéces (chez le pigeon par exemple) (Dubey J.P., 2002a). La volaille est un bon

indicateur de la contamination environnementale du fait de son régime alimentaire.

Au final, la toxoplasmose animale présente une clinique peu spécifique, et généralement peu
symptomatique (du moins chez les adultes). Ceci en fait une pathologie souvent sous-diagnostiquée en
médecine vétérinaire, chez les animaux domestiques, comme sauvages.

L’impact réel de la toxoplasmose en santé vétérinaire est donc principalement économique, du fait des
avortements chez les petits ruminants d’¢levage.

Par ailleurs, son caractére zoonotique et sa répartition mondiale amene a ne pas négliger I’impact de la
toxoplasmose animale en santé humaine. A ce sujet, les préoccupations majeures du corps vétérinaire
sont a la fois I’excrétion et la dissémination d’ookystes par I’hdte définitif (le chat) et le portage de

kystes dans les viandes d’¢élevage destinées a la consommation.
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2. Impacts en santé publique

2.1 Modes de contamination de I’homme et données épidémiologiques

Les circonstances de contamination de I’homme sont quasiment identiques a celles rencontrées chez
I’animal (figure 6):

-a partir d’ookystes disséminés dans I’environnement : consommation de végétaux souillés par les
ookystes ou contamination d’origine hydrique ou tellurique,

-a partir des kystes tissulaires présents chez les hotes intermédiaires : consommation de viande
infectée d’animaux de rente ou de gibier (mammiféres et oiseaux),

-possibilité de transmission congénitale par passage transplacentaire des tachyzoites lors d’une phase
de parasitémie maternelle chez des méres séronégatives,

-enfin, modes de transmission plus exceptionnels et propres a I’homme : transmission par greffon lors
de transplantation, transmission lors de transfusion ou par inoculation accidentelle (accident de

laboratoire) (Herwaldt B.L., 2001).

Figure 6: Sources et modes de contamination humaine par Toxoplasma gondii (AFSSA, 2005)

Ingestion de lait

Stade Parasitaire Oocyste Tachyzoite Kyste tissulaire
Source d'infection Environnement Liquides biclogiques Tissus, organes
Sol, vegétaux, eaux Sang, lait Muscle, ceeur, foie
poumons, rein
Mode d'infection Ingestion : Transplacentaire Ingestion
de viande
végétaux, eau de boisson Inoculation :
contamination des mains transfusion, accident de Greffe d'organe
laboratoire
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La prévalence de la toxoplasmose chez I’homme varie de 7 a 80% selon les pays (A4FSSA, 2005). En
France, elle était de 43,8% en 2003 avec des variations régionales mal expliquées (Berger F., 2005).
Ces différences entre pays s’expliquent par les conditions climatiques, les modes de vie et les
habitudes alimentaires. L’incidence de la toxoplasmose dans la population générale est difficile a
évaluer car D'infection est le plus souvent asymptomatique. En France, on a pu estimer par
modélisation le nombre annuel de nouvelles infections (a partir des données de prévalence de
I’enquéte Périnatalité de 1995) : ce nombre est compris entre 200 000 et 300 000 cas avec environ
30 000 a 45 000 cas symptomatiques (4FSSA4, 2005). Le nombre de cas déclarés de toxoplasmose chez
les patients porteurs du VIH est d’environ 200 par an.

La proportion de séroconversion chez la femme enceinte séronégative était comprise entre 5,4 et 13,2
cas pour 1000 femmes séronégatives en 1995, et I’incidence est plus marquée chez les primipares. Le
nombre de séroconversions chez les femmes enceintes a été estimé a 2700 pour 1’année 2000. En
prenant en compte les résultats des amniocenteses et le risque de transmission materno-foetale de 29%,
le nombre d’enfants nés vivants avec une toxoplasmose congénitale a été estimé a 600 cas environ. En
se référant aux données d’études de cohortes d’enfants infectés, il a été estimé que sur 600 cas, 174
enfants auraient des séquelles dont 11 une hydrocéphalie et 145 une rétinochoroidite (AFSSA4, 2005).
En réalité, des travaux plus récents du centre national de référence (CNR) de la toxoplasmose révélent
une incidence moindre de la toxoplasmose congénitale: environ 200 cas par an (Villena I,

communication personnelle).

2.2. Conséquences cliniques chez I’homme

La toxoplasmose est cliniquement inapparente dans environ 80% des cas, y compris chez la femme
enceinte séronégative (4FSSA, 2005).

La toxoplasmose humaine est médicalement grave dans diverses situations :

-lors de forme grave de toxoplasmose acquise (formes septicémiques et nerveuses) : rares, mais d’un
pronostic trés sombre,

-lors d’une immunodépression induisant une réactivation de kystes latents, qui peut étre a 1’origine
d’une toxoplasmose de rechute trés grave,

-lors de séroconversion d’une femme enceinte (primo-infection avec risques de transmission de

tachyzoites au feetus).

= LLa toxoplasmose chez les individus immunocompétents

Chez les individus immunocompétents, I’infection toxoplasmique reste généralement asymptomatique

ou bénigne car un état de résistance immunitaire est rapidement acquis.
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Lorsqu’elle s’exprime cliniquement, I’infection évolue aprés une période d’incubation de 1 a 3
semaines. On observe alors un épisode fébrile, pseudogrippal, accompagné d’une polyadénomégalie.
Ces symptdmes peuvent persister plusieurs mois avant de régresser spontanément sans traitement (Mc

Cabe R.E. et al., 1987).

Lors de formes sévéres de toxoplasmose acquise, I’adénopathie s’accompagne d’atteintes cutanées
(érythéme polymorphe, nodules, papulomacules, dermatomyosite) et viscérales (hépatiques,
myocardiques, péricardiques, pulmonaires ou neurologiques) (AFSSA, 2005 ; Henriquez S.A. et al.,
2009).

Une toxoplasmose oculaire peut aussi survenir au cours d’une toxoplasmose déclarée. Elle se

manifeste surtout par une uvéite avec iritis, choroidite et choriorétinite.

On associe parfois a la toxoplasmose certaines modifications comportementales et psychologiques ou
des maladies neurologiques ou psychiatriques chroniques comme la schizophrénie, mais ceci reste trés

controversé (AFSSA, 2005 ; Henriquez S.A. et al., 2009).

= La toxoplasmose de I’immunodéprimé

On D’observe chez les patients atteints par le VIH (virus de I'immunodéficience humaine), souvent
sous forme d’une encéphalite toxoplasmique. En France, la fréquence annuelle de la toxoplasmose
cérébrale varie de 9,5 & 18% des cas de VIH. Une choriorétinite peut également s’observer chez les

sidéens, elle est souvent associée a une localisation cérébrale (Dupouy-Camet J. et al., 1993).

= La toxoplasmose congénitale

Il s’agit de la toxoplasmose prénatale ou néo-natale, par opposition sémantique a la toxoplasmose
contractée aprés la naissance. Le risque est présent chez des meéres séronégatives ou
immunodéprimées : femmes atteintes de lupus érythémateux disséminé (LES) ou du SIDA (Tenter

AM. et al., 2000).

*Conséquences
En cas de contamination en cours de grossesse, le risque de transmission materno-feetale est de 29%
(AFSSA, 2005).
La fréquence et la gravit¢ de la toxoplasmose placentaire dépendent de la date de l’infection
maternelle et du stade de gestation : la fréquence est d’autant plus grande que la grossesse est avancée,

la gravité d'autant plus élevée que l'infection est précoce (en cas d’infection précoce, on peut observer
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des avortements ou des résorptions embryonnaires). La période la plus dangereuse, associant gravité et
fréquence, se situe entre la 10°™ et la 20°™ semaine d'aménorrhée, correspondant au 2°™ trimestre de
la grossesse.

Les répercussions possibles sont nerveuses : méningo-encéphalomyélite, hydrocéphalie par sténose de
l'aqueduc de Sylvius (bombement des fontanelles, périmétre cranien augmenté), calcifications
intracraniennes responsables de séquelles a évolution tardive (retards psychomoteurs, convulsions,
modification des réflexes) et oculaires : choriorétinite, nystagmus, strabisme, microphtalmie. En plus
des manifestations neuro-oculaires, on observe parfois un syndrome polyarthrite chronique (maladie
de Still) ou une atteinte généralisée sévére avec exanthéme maculo-papulaire, purpura, pneumonie,
ictére et hépato-splénomégalie (qui peut aussi survenir seule).

Globalement, I’infection toxoplasmique s’exprime de 2 fagons chez le nouveau-né : clinique ou
subclinique, cryptosymptomatique : des séquelles neurologiques ou ophtalmologiques menacent de se
manifester plus tard.

L’affection anténatale est donc trés polymorphe et certaines manifestations n’apparaissent que tres

tardivement.

*Diagnostic
Le diagnostic clinique de la toxoplasmose congénitale repose sur la triade: choriorétinite,
hydrocéphalie, calcifications intracraniennes. L’imagerie médicale permet actuellement le diagnostic
anténatal des atteintes cérébrales (échographie de morphologie feetale ou imagerie par résonance

magnétique).

Le suivi sérologique mensuel (titrage des anticorps IgG et IgM) des femmes enceintes séronégatives a
¢été rendu obligatoire en France depuis 1992 (voir infra). 11 permet d’établir le diagnostic d’une
toxoplasmose acquise en cours de grossesse.

Si une séroconversion maternelle survient pendant la grossesse, une surveillance échographique
mensuelle est pratiquée a la recherche de signes évocateurs de toxoplasmose congénitale : dilatation
des ventricules cérébraux, hépatomégalie feoetale, ascite feetale, calcifications intracraniennes.

L’absence d’anomalies observées ne permet en aucun cas d’exclure une toxoplasmose congénitale.

Les risques toxoplasmiques imposent donc a I’heure actuelle un lourd suivi chez la femme enceinte,

témoignant de 1’importance majeure de cette zoonose en santé humaine.
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3. Méthodes de lutte et de prévention

3.1. Les principaux médicaments existants

Les médicaments actifs se regroupent en deux grandes familles : (4FSS4, 2005)

-les inhibiteurs de la synthése de 1’acide folique (effet antiparasitaire puissant) : inhibiteurs de la

déhydrofolate réductase: DHFR (pyriméthamine, triméthoprime) et sulfamides (sulfadiazine,
sulfadoxine, sulfaméthoxazole). L’association d’un inhibiteur de la DHFR et d’un sulfamide est tres

synergique sur Toxoplasma gondii.

-les macrolides (parasitostatiques a des concentrations élevées) : spiramycine
La clindamycine (famille des lincosamides) a des caractéristiques pharmacologiques voisines de celles
des macrolides ; elle est utilisée en 2°™ intention en association avec la pyriméthamine dans le

traitement des toxoplasmoses cérébrales ou oculaires.

Toutes ces molécules n’agissent que sur les tachyzoites et sont sans effet sur les kystes.
La seule molécule active a la fois sur les tachyzoites et les kystes de Toxoplasma gondii est

I’atovaquone, mais son utilisation reste trés limitée par sa mauvaise biodisponibilité.

En médecine humaine, on utilise généralement 1’association pyriméthamine + sulfadiazine aussi bien
lors de formes graves chez les patients immunodéprimés que chez la femme enceinte lors de
toxoplasmose foetale établie. Cependant 1’efficacité des différentes thérapeutiques mises en place
actuellement reste trés controversée. La limite majeure reste 1’inactivité des traitements sur les kystes
parasitaires et donc [’absence de controle des réactivations (surtout chez les individus

immunodéprimés).

3.2. Réglementation et mesures de prévention

En France, depuis 1992, la surveillance sérologique mensuelle des femmes enceintes est obligatoire de
la déclaration de la grossesse jusqu’au terme. Dans les autres états européens, seules des
recommandations sont préconisées.

D'un point de vue vétérinaire, aucun plan de surveillance de la toxoplasmose animale n'a été mis en
place pour l'instant. La toxoplasmose n'est pas une zoonose a déclaration obligatoire et n'entre pas
dans le cadre de I'examen de salubrité des viandes en abattoirs. Ceci conduit sur le plan national a une
méconnaissance de la prévalence de cette pathologie en ¢levage et de son incidence sur les

avortements.
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Au niveau européen, la directive 2003/99/CE classe tout de méme la toxoplasmose parmi les

zoonoses a surveiller en fonction de la situation épidémiologique.

Il existe par contre de multiples listes de recommandations a destination des personnes a risque
(femmes enceintes, immunodéprimés) pour la prévention de la toxoplasmose (Voir Annexe 3). On peut
les regrouper en différentes rubriques (4FSSA4, 2005) :

-hygiéne alimentaire

-hygiéne corporelle

-précautions vis-a-vis des chats

-précautions concernant le mode de vie et les activités

Ces conseils ne sont pas tous validés et ’application de ces mesures n’est pas vérifiée sur le terrain.

A ce sujet, les vétérinaires sont susceptibles de conseiller leurs clientes enceintes et de mettre 1’accent
sur le role prépondérant de 1’alimentation par rapport au contact avec les chats, surtout si ces derniers
sont nourris avec des aliments cuits, de préférence industriels et sortent peu. Par précaution
supplémentaire, il peut étre judicieux d’empécher le chat de chasser (en réduisant ses sorties et en lui

attachant une clochette autour du cou afin de faire fuir les proies potentielles).
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L’efficacité partielle des traitements disponibles, I’application aléatoire et non contrdlée des
mesures de précautions recommandées, le suivi fastidieux qu’impose la menace toxoplasmique durant
la grossesse...sont autant d’arguments en faveur de la mise en place d’une vaccination contre la
toxoplasmose zoonose. Mais quels en seraient les objectifs et les cibles : animaux destinés a la
consommation, chat, homme... ?

Le colit d’une vaccination systématique des animaux de boucherie serait trés €élevé, de plus, le
vaccin vivant atténué existant chez les ovins prévient les avortements sans pour autant garantir une
protection contre I’infection et son efficacité sur d’autres animaux reste a évaluer.

Aucun vaccin n’existe pour I’heure ni chez le chat, ni chez ’homme et les nombreuses études
en cours sur animaux de laboratoire restent a un stade peu avancé du fait des contraintes éthiques qui
s’appliquent en expérimentation humaine.

La place centrale du chat dans le cycle parasitaire souléve légitimement la question de
I’impact d’une vaccination féline. Est-ce un axe majeur a emprunter dans la gestion de cette zoonose

mondiale, avec quels outils vaccinaux et quelle serait la population de félins cibles ?

Nous tenterons d’apporter quelques lumiéres a ces questionnements au sein des deuxiéme et troisiéme

parties.
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II. IMPORTANCE DU CHAT DANS LA CIRCULATION
DE TOXOPLASMA GONDII.

Le chat (et autres félidés), en tant qu’uniques hotes définitifs, jouent un réle majeur dans la
dissémination du parasite dans I’environnement. Les risques en découlant sont difficiles a évaluer
étant donnée l’'importance de la population féline (on estime a 9 millions le nombre de chats
domestiques en France, AFSSA, 2005 : source Afirac), sans compter les chats errants et sauvages, et
les nombreux hotes intermédiaires pouvant étre contaminés. Par contre, le réle direct du chat dans la
contamination humaine semble limité puisque la période d’excrétion des oocystes est transitoire, ne
concerne en général que les jeunes animaux et que le risque de contamination a partir du pelage est
quasi nul.

Nous aborderons dans un premier temps la complexité clinique et diagnostique de la toxoplasmose
féline (symptomatologie et expression lésionnelle, réponse immunitaire induite et méthodes
diagnostiques disponibles). Puis nous nous intéresserons, aprés quelques considérations
épidémiologiques, a la place privilégiée du chat dans le cycle parasitaire : les particularités de

I’excrétion ookystale chez cet hote définitif.

A. Rappels

1. La toxoplasmose féline

Chez le chat adulte, la toxoplasmose clinique est rare. Les manifestations cliniques se développent
surtout chez les jeunes (immunologiquement fragiles) ou chez les animaux ayant une immunité

compromise par la maladie ou le traitement.

1.1. Symptomes
= La toxoplasmose acquise
*Forme aigué ou évolutive

On distingue deux phases au cours de I’infection toxoplasmique chez les félidés, dont les symptomes

différent :
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La phase intestinale (cycle sexué du parasite). On la dénomme aussi « cocciodiose toxoplasmique ».

Cette phase passe souvent inapergue, méme a la suite d’une infection importante par ingestion de
millions d’ookystes (Dubey J.P., 1996). Des diarrhées et des vomissements ont pu étre observés chez
certains chats infectés par ingestion de kystes a bradyzoites. Chez les adultes, ces manifestations
disparaissent spontanément mais certains chatons peuvent y succomber (Dubey J.P. et al., 1972).

La phase extra-intestinale (cycle asexué du parasite). Cette phase est polymorphe et les symptomes

de la forme aigué sont peu caractéristiques :

-hyperthermie persistante, ne répondant pas aux traitements antibiotiques,

-adénopathie généralisée (surtout mésentérique),

-signes respiratoires : broncho-pneumonie (toux, dyspnée, amygdalite associée), pneumonie, pleurésie,
-troubles digestifs : diarrhée, vomissements, voire gastro-entérite hémorragique,

-atteintes hépatique (ictére, ascite) et pancréatique,

-symptomes oculaires : kératite, uvéite, choriorétinite,

-signes nerveux centraux (méningo-encéphalite) ou périphériques (polyradiculonévrites caractérisées
par une parésie évoluant vers la paralysie, myoclonies, etc),

-signes musculaires (polymyosites : démarche anormale, amyotrophie, myalgies),

-atteintes cardiaques (rares).

Cette forme généralisée peut évoluer assez rapidement, les symptomes respiratoires ¢étant

prédominants et parfois fatals (le chaton peut mourir en une semaine) (Dubey J.P. et al., 1993).

Les virus de I’'immunodéficience féline (FIV) et de la leucose féline (FeLV) ont parfois été incriminés
dans une plus grande sensibilité des chats a la toxoplasmose (symptomes et 1ésions plus sévéres que
les chats indemnes) (Davidson M.G. et al, 1993). Cependant, cette affirmation est sujette a
controverses, et il a ét¢é montré que ’infection par le FIV de chats préalablement infectés par
Toxoplasma ne modifie pas 1’évolution de la toxoplasmose et n’induit pas de rechute de I’infection

acquise (Lappin M.R. et al., 1992).

*Forme chronique

Elle concerne plutét les animaux adultes et peut se traduire par une forme intestinale, oculaire,
nerveuse ou une simple hyperthermie (Dubey J.P, 1986).

La forme intestinale se manifeste par un amaigrissement et un mauvais état général, des signes
digestifs d’intensité¢ variable et la formation de granulomes et d’ulcéres associés a une réaction des
nceuds lymphatiques mésentériques (confusion possible avec des masses tumorales, des fécalomes ou
une intussusception).

La forme oculaire est la plus évocatrice de toxoplasmose féline, méme si les Iésions ne sont pas

pathognomoniques d’une atteinte toxoplasmique. Leur physiologie impliquerait des mécanismes
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immunologiques. Elle se traduit par une rétinite, une choriorétinite et/ou une uvéite (uni ou bilatérale).
L’atteinte initiale touche en général le segment postérieur de 1’ceil.
La forme nerveuse: il y a atteinte progressive du systéme nerveux central et apparition de

convulsions. Une atteinte respiratoire peut étre assosiée.

*Forme asymptomatique ou latente
C’est la forme la plus fréquente de la maladie. L’animal s’immunise suite & une infection inapparente

mais des symptomes peuvent apparaitre lors d’une réactivation.

= La toxoplasmose congénitale

Elle fait suite a une primo-infection chez une femelle gestante et se traduit par une mortalité néonatale
vers 15-20 jours (Sato K. et al., 1993). Les chatons présentent une atteinte respiratoire (pneumonie),
ainsi que des troubles nerveux centraux (encéphalite), hépatiques (hépatite) et parfois oculaires
(atteinte de la choroide et inflammation secondaire de la rétine avec uvéite antérieure fréquente)
(Davidson M.G., 2000).Le pronostic dans ce cas est sombre et le chaton meurt rapidement.

La toxoplasmose congénitale reste cependant rare dans 1’espéce féline, voire exceptionnelle,

contrairement au chien et aux petits ruminants.

2.2. Lésions

Les lésions sont surtout hémorragiques et nécrotiques lors de forme aigu€, granulomateuses lors de
forme chronique (Bourdeau P., 1993). Selon Dubey (Dubey J.P. et Carpenter J.L., 1993), les
localisations des lésions dans 100 cas de toxoplasmose confirmée étaient pulmonaires dans 98% des
cas (multiples nodules grisatres), neurologiques dans 96% des cas (zones hémorragiques, nécrotiques,
atrophie cérébelleuse), hépatiques dans 93% des cas (hypertrophie, cholangiohépatite), cardiaques
(86%), pancréatiques (84%) et oculaires (81%). Les nceuds lymphatiques présentent aussi
fréquemment une adénopathie généralisée prenant parfois un aspect pseudo tumoral (ganglions

mésentériques surtout).

Les lésions oculaires sont les plus évocatrices de toxoplasmose féline mais n’en sont cependant pas
pathognomoniques. On observe des 1ésions de choroidite et de rétinite, avec parfois une opacification
et des hémorragies dans le vitré. L uvéite antérieure est fréquente, avec atteinte de 1’iris et du corps
ciliaire (Davidson M.G. et al., 2000). Le fond d’ceil révele des lésions multifocales gris foncé,

hyporéflectives et des infiltrats blancs duveteux autour.
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Photo 1: Lésions oculaires chez un chat atteint de toxoplasmose (source : S. Chahory)

On observe une uvéite antérieure avec altération de la transparence cornéenne (néovascularisation et

précipités keratiques= dépots endothéliaux). L’ animal présente également un myosis.

Lors de forme asymptomatique, les 1ésions sont inexistantes, un faible nombre de kystes sont présents

dans le systéme nerveux central mais sans réaction inflammatoire associée.

2. L’immunité anti-toxoplasme chez I’hote définitif

Face a une agression parasitaire de Toxoplasma gondii, tout organisme immunocompétent développe
une double réponse humorale et cellulaire relativement efficace et durable, qui permet de limiter la
multiplication des tachyzoites et leurs effets pathogénes. Cette réponse a été et est toujours largement
étudiée. En effet, le développement d’un vaccin félin efficace contre Toxoplasma gondii implique
avant tout une parfaite compréhension de la relation hote-parasite et notamment des mécanismes de

régulation de la réponse immune induite par I’infection toxoplasmique.

2.1. La réponse immune spécifique générale

Cette réponse immune est complexe, elle met en jeu de nombreuses interactions et varie avec les sites
anatomiques analysés, la souche de parasite impliquée ainsi que la voie d’infection. Au départ, une
réponse innée (non spécifique) se met en place et limite la multiplication des tachyzoites. Elle fait

intervenir notamment les cellules NK et induit la production d’IL 12, d’IFN y et de TNF a.
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Cette réponse innée amorce le développement d’une réponse immune spécifique humorale et cellulaire
de type 1 (avec mise en jeu des LT CD8" cytotoxiques).

Les lymphocytes T, selon la production de lymphokines induite, se divisent en deux groupes; en
simplifiant:

-les clones Th1, qui sécrétent I’'IL 2 et ’IFNy,

-les clones Th2, qui sécrétent I’IL4, I’ILS, I'IL 10 et qui neutralisent les effets du TNF a, de 'IFN vy et
de I’IL 12.

L’orientation de la réponse cellulaire vers un type Thl ou Th2 a une importance dans le cas de
I’immunité anti-toxoplasme, les cytokines de type 2 antagonisant les effets bénéfiques de la réponse de
type 1 sur la neutralisation du parasite mais permettant de limiter les effets délétéres et pathologiques

de cette réponse (inflammation excessive ayant notamment des répercussions digestives).

=Réponse immune en phase infectieuse aigiie

*Réponse immune a médiation humorale

Profil cinétique de la réponse humorale spécifique (Bourdeau P, 1993 ; Dubey J.P. et Beattie C.P,
1988 ; Lappin M.R., 1994)

L’infection expérimentale de chats (par ingestion de kystes de Toxoplasma gondii) et le dosage des
anticorps sériques spécifiques a permis d’établir le profil cinétique de la réponse humorale spécifique
pour différentes classes d’immunoglobulines (M, G et A) (figure §).

-IgM spécifiques: apparition dans les 2 a 4 semaines qui suivent la primo-infection.

Le pic a lieu dans les 3 a 6 semaines puis le titre se négative majoritairement avant 12 semaines. Les
IgM ne passent pas la barriére placentaire; elles reconnaissent principalement les antigenes
somatiques (Fortier B. et al., 1993).

Le titre en IgM peut demeurer positif aprés 12 semaines chez certains chats cliniquement malades
(Lappin M.R .et al, 1989) mais uniquement lors de toxoplasmose oculaire ou d’infection
concomitante par le FIV. Un titre positif peut étre a nouveau détecté pendant un court laps de temps
apres disparition totale des IgM initiales lors de réactivation des kystes tissulaires suite a une
dépression immunitaire (co-infection par le FIV, administration de glucocorticoides a forte dose).

-IgG spécifiques: apparition dans les 2 a 4 semaines suivant I’ingestion de kystes, atteinte du niveau
maximal entre la 4™ et la 6™ semaine. Le titre peut rester 4 un niveau élevé pendant des mois a
plusieurs années (Euzeby J., 1998). Les 1gG traversent la barri¢re placentaire.

-IgA sériques: apparition entre 4 et 6 semaines apres ingestion des kystes. Le titre reste positif au

moins 26 semaines apres inoculation. On ne peut donc pas chez le chat corréler la présence d’IgA a

47



une phase d’infection active en cours ou récente. Ces immunoglobulines révelent essentiellement les

antigénes de rhoptries (et les antigénes membranaires).

Figure 7: Résultats des sérologies pour la toxoplasmose (IgM et IgG) et de la coproscopie
dans un groupe de 17 chats contaminés expérimentalement par ingestion de bradyzoites

(>10° de la souche ME 49) (Lappin M.R., 1994)
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-Les anticorps agissent sur les tachyzoites extracellulaires et permettent de diminuer leur

multiplication en lysant le parasite en présence du complément,
-Par opsonisation, ils permettent d’augmenter la phagocytose par les macrophages,
-1ls participent au phénomeéne d’ADCC (Antibody Dependent Cell Cytotoxicity),

Par contre, les anticorps n’ont pas d’action sur les formes intracellulaires du parasite.
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*Réponse immune a médiation cellulaire

L’immunité cellulaire a un réle majeur dans la protection contre I’infection toxoplasmique (Frenkel

JK., 1967).

Réponse cellulaire non spécifique (Dardé M.L.et Peyron F., 2002) (figure 9)

L’interleukine 12 (IL12) est la cytokine initiatrice de I’activation non spécifique. Avec le TNF a, elle

permet ’activation des principales cellules effectrices du systéme immunitaire inné.

Figure 8: Réponse immune non spécifique et initiation de la réponse T adaptative (modéle murin)

(Sergent V., 2002)
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1. Apres infection, les parasites et/ou les extraits parasitaires activent les cellules dendritiques

(CD,).
2. Les cellules dendritiques activées migrent au neeud lymphatique drainant et a la rate.

3. L’IL12 sécrétée par les CD active les lymphocytes Natural Killer (NK) qui migrent au site de
Uinfection. Les CD initient aussi la réponse T spécifique en présentant les antigenes

parasitaires aux LTh.

4. Les NK activés produisent de I’INFy, qui entretient [’activation des macrophages (MP) et les

MP activés sécretent de I’IL12 qui maintient [’état d’activation des NK.

5. Les LThl matures migrent au site de ['infection ou ils initient une réponse cellulaire

spécifique du toxoplasme.

Réponse cellulaire T spécifique (figure 10)

Les cellules T de I’immunité acquise sont recrutées et activées par I’[L12 synthétisée par les CD et les
MP activés (Wilson D.C. et al., 2008). Les lymphocytes T CD4+ reconnaissent les Ag toxoplasmiques
associés aux molécules du CMH II a la surface des cellules présentatrices d’antigene (CPA) et ont
principalement un réle de cellules « helper » en coopérant avec les LB pour la production d’anticorps
(Ac) et en sécrétant I’'IL2 qui entretient D’activation des NK et des LTCDS8+. Les LTCD8+
reconnaissent les antigénes (Ag) toxoplasmiques associés au CMHI, a la surface des CPA et
acquierent principalement une activité cytotoxique. Parmi la population de lymphocytes T, les
LTCDS8+ sont considérés comme les effecteurs majeurs de la réponse immune cellulaire, les LTCD4+
jouant un role synergique (Bhopale G.M., 2003).

Les LTCD8+ sécrétent I’INFy et montrent in vitro une cytotoxicité envers les cellules infectées; les
LTCD4+ Thl exercent leur effet protecteur par la production d’INFy et d’IL-2. Par contre, les
LTCD4+ Th2 produisent des cytokines associées a une régulation négative de la réponse cellulaire
protectrice (IL 4, IL 5 et IL 10).

La réponse immune de type Thl est prédominante dans les conditions naturelles (Denkers E.Y. et al.,
1998) bien qu'une réponse modérée de type Th2 ne soit pas nuisible car elle permet de minimiser les
phénomeénes immunopathologiques liés & une inflammation excessive et & la réponse immune de

type 1 (Gazzinelli R.T. et al., 1996).
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Figure 9: Interactions entre les différents types cellulaires intervenant dans les mécanismes

immunitaires a médiation cellulaire lors d’une infection par Toxoplasma gondii

(Sergent V., 2002, d’aprés Sher A.et Coffman R.L., 1992)
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*Role particulier de I'IFNy dans la réponse immunitaire anti-toxoplasme.

En phase aigué, il y a une forte production d’IFNy par les NK et les LTCDS8+, il est le pivot de la
réaction immunitaire cellulaire, aussi bien dans la résistance a une nouvelle infection que dans le
contrdle de I’infection chronique.

Cette cytokine a un rdle majeur dans la protection contre 1’infection toxoplasmique par divers
mécanismes :

-’IFNy induit I’expression d’une enzyme par les macrophages: une oxyde nitrique synthétase
inductible (iNOs) qui dégrade I’arginine en citrulline (Sher A. et al. 1998). Au cours de cette réaction,
du NO est produit, ayant une action toxoplasmicide et un effet microbiostatique par 1’induction de la
conversion des tachyzoites en bradyzoites par inhibition de la respiration mitochondriale (Miller C.M.
et al. 1999). 11y a donc favorisation de la formation de kystes a partir de pseudokystes,

-il induit I’expression d’une autre enzyme dans les MP et les fibroblastes : 1’indolamine 2-3
dioxygénase, dégradant le tryptophane intracellulaire. Le toxoplasme ainsi privé de cet acide aminé ne
se réplique plus (Pfefferkorn E.R., 1984),

-il active une famille d’enzymes: les p47 GTPases (guanosine triphosphatases), qui dégradent la
vacuole parasitophore (PV) dans les cellules infectées et sont impliquées dans le mécanisme
d’autophagie (Martens et al., 2005),

-il active les entérocytes qui limitent alors la disponibilit¢ du fer intracellulaire, ceci inhibe la
réplication intracellulaire du toxoplasme (Dimier I.H. et al. 1998),

-c’est un facteur important pour la différenciation des lymphocytes T cytotoxiques et il augmente
I’expression des molécules du CMH, ce qui favorise les fonctions effectrices de ces LT (Suzuki Y. et

al. 1991).

=Réponse immune en phase chronique

Le contréle de la multiplication parasitaire pendant la phase chronique de I’infection n’est pas encore
totalement élucidé. Les défenses immunitaires spécifiques seraient stimulées de facon permanente par
les exoantigénes synthétisés par les bradyzoites. Il y aurait aussi réguliérement rupture de kystes
tissulaires, ce qui libérerait des tachyzoites issus de la transformation de bradyzoites, ils
entretiendraient ainsi la stimulation du systéme immunitaire (et seraient éliminés chez un hote
immunocompétent) (Suzuki Y. et al. 1991). Ceci expliquerait que les Ac dirigés contre la protéine P30
(exprimée uniquement a la surface des tachyzoites) persistent durant la phase chronique.

Par ces mécanismes, I’immunité anti-toxoplasme (humorale ou cellulaire) est réguliérement entretenue
et persiste vraisemblablement toute la vie de 1’h6te. Chez un chat immunocompétent séropositif, lors

de réexposition ou de rupture de kystes, le parasite est donc rapidement neutralisé.
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sMécanismes d’échappement du parasite a la réponse immune spécifique générale

*Stratégies lors de l'entrée dans la cellule hote et vacuole parasitophore (PV)

L'internalisation des microorganismes par les phagocytes entraine généralement la production de
dérivés oxygénés toxiques par « flambée oxydative ». Les tachyzoites de Toxoplasma gondii infectent
les cellules hétes par un processus d'invasion actif aboutissant a la formation d'une vacuole
parasitophore (PV), et n'étant pas associ¢ a une production de métabolites oxydatifs (Hall B.F.et
Joiner K.A., 1991). Par la suite, Toxoplasma gondii réside et se réplique dans cette PV pendant toute la
durée de son cycle intracellulaire. Elle ne fusionne pas avec les autres organites cytoplasmiques
(lysosomes, endosomes), et protége donc le parasite (Plattner F. et Soldati-Favre D., 2008). La PVM
(membrane de la vacuole parasitophore) de Toxoplasma gondii subit par la suite des remaniements qui
permettent la formation de la paroi du kyste, ceci coincidant avec la différenciation des tachyzoites en

bradyzoites.

lllustration 3: Vacuole parasitophore contenant des toxoplasmes, associée avec une mitochondrie de
la cellule hote (Mito) et son réticulum endoplasmique (ER). Image au microscope électronique

d’apres Dubremetz J.F. (Plattner et Soldati-Favre D., 2008)

La PV assure au parasite une parfaite protection contre 1’autophagie, et maintient un pH favorable, tout

en permettant les échanges d’éléments vitaux.

*nhibition des mécanismes apoptotiques

Les cellules infectées par des parasites intracellulaires peuvent programmer leur propre mort : ¢’est
I’apoptose, qui permet de contrecarrer I’invasion du pathogéne. Les cellules apoptotiques sont
reconnues et phagocytées par les macrophages, et le parasite est détruit simultanément. Deux types de

molécules sont connus pour leur capacité a interrompre ce mécanisme et utilisés par le toxoplasme :
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les protéines de choc thermique (HSP, heat shock proteins) et un facteur de transcription (NF-kB,
nuclear factor kappa B) régulant la transcription de molécules anti-apoptotiques (Butcher B.A. et al.,
2001 ; Heussler V.T. et al., 2001).

Les caspases sont des enzymes intracellulaires qui jouent un rdle dans les changements
morphologiques et biochimiques caractéristiques de ’apoptose. Elles sont d’abord synthétisées sous
forme de pro-enzymes (zymogenes) et activées en cascade et sont souvent la cible des molécules anti-

apoptotiques.

Dans le cas de Toxoplasma gondii, 1’inhibition de 1’apoptose semble avoir lieu par inhibition de

I’activation de la caspase 3.

*Localisation intranucléaire

Les tachyzoites de Toxoplasma gondii sont parfois localisés dans le noyau des cellules hotes (Barbosa
H.S. et al., 2005). Aucune trace de la PVM n’a été mise en évidence lors de la localisation nucléaire du
parasite. Il est parfois possible d’observer plusieurs tachyzoites au sein du méme noyau, celui-ci
pouvant étre plus susceptible a 1’invasion parasitaire lorsqu’il contient déja des tachyzoites. Cette
invasion nucléaire pourrait étre une voie alternative utilisée par le parasite pour sa survie temporaire

ou/et un moyen d’échapper a la réponse immunitaire in vivo.

2.2. Immunité locale intestinale

Les IgA sécrétées par les plasmocytes du chorion de la muqueuse intestinale jouent un premier réle de
barriére contre 1’infection toxoplasmique en empéchant I’invasion des cellules hdtes par le parasite.
Une forte réponse muqueuse sécrétrice d’IgA est induite aprés une infection orale par le toxoplasme
contre ses antigénes de surface et intracytoplasmiques (Chardes T. et al., 1993). Les souris déficientes
en IL 4 sont plus sensibles que les souris normales car cette déficience inhibe la stimulation

antigénique des plaques de Peyer, ¢élaboratrices des IgA (Euzeby J., 1998).

L’action des IgA au niveau intestinal est complétée par 1’action cytotoxique des lymphocytes intra-
épithéliaux (IEL) sur les entérocytes et les macrophages infectés. De plus, un phénomeéne de rejet par
un processus d’hypersensibilité de type IV interviendrait également (prolifération des lymphocytes T
et sécrétion, notamment par les LTCD4+, de cytokines actives sur les parasites : IFN vy, IL 2) (Euzeby
J., 1998).

La durée de cette immunité intestinale est pour lors inconnue.
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2.3. Immunité et gestation

Pendant la gestation ou la grossesse, le systéme immunitaire se heurte au probléme d’une juste balance
entre la nécessité de maintenir un environnement immun tolérant envers le foetus et celle de protéger
ce dernier contre certains pathogénes dangereux. Le role du systéme immunitaire dans les avortements
toxoplasmiques précoces n’est pas encore complétement élucidé. Un modéle murin (souris BALB/c) a
été utilisé dans ce but, chez lequel on retrouve en grande majorité les aspects de la toxoplasmose

congénitale humaine (Roberts C.W. et Alexander J., 1992).

* Immunité humorale

Seuls 10 a 15% des IgG traversent la barriére placentaire et peuvent avoir une action protectrice sur le
feetus, mais leur délai d’apparition (2 a 4 semaines) peut permettre aux tachyzoites de traverser le
placenta d’une chatte en gestation. Une primo-infection toxoplasmique est donc dangereuse au cours
d’une gestation tandis qu'une toxoplasmose chronique ne présente pas de risques pour le foetus chez

une femelle immunocompétente.

sImmunité cellulaire

(Menzies F.M. et al., 2008)

Durant la gestation, la réponse de type 2 est favorisée car elle est compatible avec sa poursuite tandis
que la réponse de type 1 peut étre responsable d’avortements. L infection toxoplasmique, interrompant
ces mécanismes complexes d’immunomodulation, a donc des conséquences néfastes sur la gestation.
De plus, certains bouleversements hormonaux et immunitaires fragilisent I’organisme lors de la
gestation : (Euzeby J., 1998)

-les cellules NK, les LTCD4 et LTCDS, I'IL2 et le TNF a sont diminués, la multiplication
tachyzoitique est donc plus importante et I’infection du feetus est facilitée,

-en fin de gestation, les taux d’cestrogeénes et de progestérone sont maximaux. Les LTCD8 possedent
des récepteurs a cestrogénes, ils ont donc une activité cytotoxique envers les cellules ayant fixé ces
cestrogenes. La progestérone favorise le développement des LTh2, ayant une action négative dans
I’immunogénése et elle induit ’inhibition des cellules NK par les LTCDS.

Ceci explique ’augmentation du risque d’infection feetale au terme de la gestation.
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2.4. Importance du statut immunitaire du chat

La plupart des chats sont exposés a Toxoplasma gondii tot dans leur vie : pendant la gestation, au
cours de I’allaitement, ou peu apres le sevrage. L’infection par le FIV est par contre plus probable a
I’age adulte. Il est donc vraisemblable que I’infection par le virus se produise aprés 1’exposition a
Toxoplasma gondii, chez des chats présentant une toxoplasmose latente chronique.

La séroprévalence des IgM anti-foxoplasma gondii est supérieure chez les chats infectés a la fois par
Toxoplasma gondii et par le FIV par rapport aux chats seulement infectés par le toxoplasme (Lappin
M.R.etal., 1993).

Ceci peut s’expliquer de diverses maniéres :

-le pouvoir immunodépresseur du virus aboutirait a une augmentation des antigénes libérés par les
kystes tissulaires d’ou une exposition de LB vierges aux Ag toxoplasmiques entrainant une production
d’IgM spécifiques,

-une diminution de la réponse immunitaire a médiation cellulaire aboutirait a un retard de permutation
de la classe d’Ig (des IgM en IgQG).

Par contre, il n’existe actuellement aucune preuve que I’infection par le FIV puisse réactiver une
toxoplasmose latente chronique et induire une toxoplasmose clinique, contrairement & ce qui est
observé chez ’homme (probléme majeur de 1’association entre toxoplasmose cérébrale et SIDA en
médecine humaine).

De plus, les chats infectés par le FIV ou le FeLV ne semblent pas plus sensibles que les chats sains a
I’infection toxoplasmique, on observe simplement une réaction humorale plus importante et retardée
chez les chats infectés par le FIV (Lin D.S., 1992), (Davidson M.G. et al. 1993).

Enfin, ’infection par un rétrovirus ne semble pas induire de réexcrétion d’ookystes par le chat ni

modifier les caractéristiques de cette excrétion (durée, quantité) (Lin D.S., 1992).

D’autre part, il faut étre prudent lors de 1’administration de traitements immunodépresseurs
(glucocorticoides a fortes doses, azathioprine, cyclosporine, traitements anticancéreux,
antimitotiques...) chez des chats infectés par Toxoplasma gondii car ils peuvent conduire & une
réactivation de bradyzoites enkystés et ainsi induire une toxoplasmose clinique et une réexcrétion

d’ookystes (Prelaud P., 1999).

Bilan de I'immunité anti-toxoplasmique

La grande majorité des chats développent une immunité protectrice suite & une infection primaire par
le toxoplasme, I’'immunité cellulaire de type Thl étant le facteur majeur de cette efficacité

immunitaire. Cette observation est encourageante pour soutenir 1’idée d’une vaccination féline.
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3. Méthodes diagnostiques

Les symptomes exprimés lors de toxoplasmose clinique sont peu caractéristiques et le diagnostic
différentiel en est plus difficile. On doit donc avoir recours a des examens de laboratoire, mais en
réalité, le diagnostic biologique de la toxoplasmose est rarement établi en pratique vétérinaire

courante.

3.1. Examens d’orientation

Ce sont les examens les plus faciles d’accés en routine, donc pratiqués en premier face a une

symptomatologie variée et non spécifique comme celle de la toxoplasmose.

= Analyse biochimique, hématologique et urinaire (Dubey J.P. et Lappin M.R., 20006)

Ces examens peuvent permettre d’orienter le diagnostic lors de toxoplasmose clinique mais sont
inutiles dans le cadre du dépistage des animaux asymptomatiques. Les modifications observées sont
trés variables d’un individu a un autre et surtout peu spécifiques. Elles sont pour la plupart liées a une
localisation viscérale du parasite (sous forme de pseudokystes en phase aigué ou de kystes en phase
chronique) : 1ésions hépatiques (hypertrophie, foyers de nécrose, cholangiohépatite) et parfois rénales

(foyers de nécrose et d’hémorragies du parenchyme).

-Hématologie : on observe une anémie normocytaire normochrome modérée et une leucopénie (chez
environ 50% des animaux en phase aigu€). Dans les formes chroniques, on note surtout une
leucocytose.

-Biochimie : augmentation fréquente des enzymes hépatiques (ALT : alanine aminotransférase et
AST : aspartate aminotransférase), bilirubine augmentée lors d’ictéere, hypoalbuminémie (diminution
de 40%), hypocalcémie modérée.

-Analyse urinaire : protéinurie modérée chez un faible nombre d’individus, bilirubinurie lors d’ictére.

= Radiographie

La radiographie thoracique peut étre intéressante surtout lors de forme pulmonaire : on observe une
densification pulmonaire généralisée (souvent bilatérale et symétrique) de type interstitiel, alvéolaire
et péribronchique. Le parenchyme pulmonaire a un aspect granulomateux, avec par endroit des
images en « flocons » (Dubey J.P. et Beattie C.P., 1988). On peut aussi visualiser un épanchement

pleural ou/et abdominal ainsi qu’une hépatomégalie.
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3.2. Diagnostic parasitologique

Il repose sur la mise en évidence directe ou indirecte des formes infectantes du parasite.

=Examen direct

Une étude histologique peut étre réalisée sur des prélévements de tissus pour mettre en évidence des
tachyzoites ou des kystes. Des colorations immunohistochimiques sont alors utilisées. La qualité des
anticorps a récemment été améliorée afin d’éviter les réactions croisées avec d’autres protozoaires
comme Neospora caninum (AFSSA, 2005).

Sur un animal vivant et malade, il est possible de mettre en évidence le parasite a partir de multiples
prélévements : ponction ganglionnaire, ponction de moelle, de poumon, liquide de lavage trachéal ou
broncho-alvéolaire (LBA), biopsies diverses...Cependant, la recherche de parasites s’avére plus
fructueuse sur des animaux morts (les tissus prélevés sont alors 1’encéphale, les poumons, les
ganglions, le foie...).

Sur ces coupes histologiques, on observe les caractéres d’une nécrose de liquéfaction massive, le tissu
nécrosé étant enveloppé par des macrophages et quelques polynucléaires et lymphocytes. De

nombreux tachyzoites sont visibles a la limite des 1ésions.

=Inoculation a la souris (4FSS4, 2005)

Cette technique permet d’isoler les toxoplasmes viables. Aprés inoculation des prélévements
pathologiques a la souris, on ne détecte 1’infection qu’apres 3 a 4 semaines par mise en évidence d’une
synthése d’Ac et éventuellement par la présence de kystes dans le cerveau des souris inoculées. Le
résultat est tardif mais la sensibilité trés bonne et la spécificité de 100%. De plus, cette technique
permet ’isolement des souches pour une caractérisation ultérieure. Cette technique est utilisée en

médecine humaine, beaucoup moins en médecine vétérinaire.

=Coproscopie

Les ookystes de Toxoplasma gondii ont une forme globuleuse, un diamétre d’environ 10-15 pm et ne
sont pas segmentés au moment de leur rejet (cf figures 2 et 3, illustration 3). Ces caracteres
permettent de les distinguer d’autres coccidies du chat comme Isospora et Cystoisospora (ovoides et
plus volumineux) mais les ookystes de Hammondia et Besnoitia sont morphologiquement semblables
a ceux du toxoplasme. On ne les distingue que sur des critéres biologiques (ceci nécessite une
administration a la souris ou au chat aprés sporulation). La coproscopie a donc peu de valeur pour le

dépistage des chats disséminateurs de Toxoplasma gondii. De plus, la période patente de I’infection est
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relativement courte et si un état d’immunodépression provoque une nouvelle infection coccidienne, on

ne peut pas toujours dépister cliniquement cette infection.

Hlustration 4 : A.Oocystes non sporulés (non infectants) émis dans les feces de chat

B.Oocyste sporulé, infectant, aprés quelques jours dans le milieu extérieur

(MO, contraste de phase, x1000) (Source ML Dardé) (AFSSA, 2005).

3.3. Diagnostic sérologique

Les techniques sérologiques peuvent étre appliquées a la recherche d’anticorps spécifiques dans le

sérum, mais aussi dans le LCR ou I’humeur aqueuse.

= Les différentes méthodes disponibles (4£SS4, 2005 ; Bourdeau P., 1993)

Chez le chat, on recherche des anticorps circulants (IgG et [gM).

*Le test d’agglutination directe modifiée (MAT) est simple a réaliser et posseéde une bonne

spécificité. L’antigéne utilisé est une suspension de tachyzoites trypsinés puis formolés. On réalise la
réaction sur des dilutions de sérum. Cette méthode mesure les Ig totales et le traitement par le 2-
mercapto-¢thanol permet, en éliminant les IgM, de connaitre par différence, la valeur des IgG
(Johnson A.M.et al., 1989).

*L’immunofluorescence indirecte (IFT) peut étre utilisée mais elle nécessite d’employer un

conjugué spécifique d’espéce et est peu adaptée aux enquétes de séroprévalence. C’est malgré tout un
test de référence, précoce et fiable, surtout pour les IgG. L’antigéne est constitué par des toxoplasmes
formolés et fixés sur lames, mis en présence du sérum a tester. Les anticorps présents dans le sérum
sont ensuite révélés par un conjugué anti-Ig fluorescent (lecture en lumiére UV).

*La technique ELISA : elle est aussi sensible et spécifique que la réaction d’IFI. Cette

technique fait appel a un extrait antigénique soluble (cytoplasmique) de toxoplasmes fixés a un
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support solide, incubé avec 1’échantillon sérique. Les anticorps spécifiques se fixent sur le support
sensibilis¢ par 1’antigéne et sont ensuite mis en évidence par des anti-IgG ou anti-IgM marqués par

une peroxydase.

= Interprétation des résultats : (Lappin M.R, 1999)

-Un titre positif en IgG dans un échantillon sérique traduit une exposition au parasite mais ne permet
pas de dater I’infection,

-Un titre en IgM > 1 :256 traduit une infection récente ou active et correspond chez la plupart des
chats a la maladie toxoplasmique.

Pour un dépistage sérologique de I’infection toxoplasmique chez le chat, il faut donc comparer la
cinétique des IgG en faisant 2 examens a 2 ou 3 semaines d’intervalle (examens devant étre réalisés
par le méme laboratoire). Une infection récente ou active est confirmée si on constate une
augmentation du taux d’IgG d’un facteur 4. Il faudrait, en pratique, obtenir ¢galement des informations
sur 1’évolution des IgM.

Il n’existe pas de taux significatifs d’une toxoplasmose maladie mais un taux élevé indique une
toxoplasmose évolutive, tandis qu’un taux faible ou modéré d’IgG et stable entre 2 sérologies est en
faveur d’une toxoplasmose latente. Dans tous les cas, la positivité des réactions sérologiques signe une
infection toxoplasmique mais elle ne peut renseigner sur 1’élimination fécale d’ookystes. Par
conséquent, les tests sérologiques pratiqués chez des chats sains fournissent peu d’informations

exploitables quant a I’excrétion d’ookystes.

Les chatons nés d’une meére atteinte posseédent des IgG (mais pas d’IgM) d’origine placentaire et
surtout colostrale, persistant 8 a 12 semaines aprés la naissance. On ne peut donc pas interpréter des

résultats sérologiques positifs avant 12 semaines chez un chaton.

Paradoxalement, un chat séronégatif devrait faire 1’objet d’une vigilance supérieure (controles
sérologiques réguliers si il représente un danger pour I’entourage humain) car s’il s’infecte (et subit
donc une séroconversion), il risque d’étre excréteur peu de temps apres, tandis qu’un chat séropositif
n’est souvent plus excréteur au moment du diagnostic sérologique. En effet, la majorité des chats
n’excrete des ookystes que lors de la primoinfection, les chats de jeune age (période post-sevrage) sont

donc plus a risque.
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2.5 Diagnostic final

En pratique courante, c’est le diagnostic sérologique qui prime pour le dépistage d’animaux sains. On
peut s’attendre a une utilisation future de la PCR (Polymerase Chain Reaction) chez le chat, qui a
récemment fait 1’objet d’importants progrés en matiére de diagnostic de la toxoplasmose chez
I’homme.

Chez des animaux présentant des signes cliniques évocateurs, les examens d’orientation (examens
sanguins et radiographie) sont fréquemment complétés par une sérologie.

En I’absence de diagnostic parasitologique (seul diagnostic de certitude), plusieurs éléments doivent
étre réunis pour émettre une hypothése principale de maladie toxoplasmique:

-on doit obtenir un sérodiagnostic positif,

-des signes cliniques évoquant une toxoplasmose s’expriment et les autres étiologies du diagnostic
différentiel doivent avoir été écartées,

-une amélioration doit étre notée avec le traitement éventuellement mis en place.

Diagnostiquer une toxoplasmose maladie ou simplement dépister un portage chez le chat est donc une
entreprise difficile. Malheureusement, les résultats permettent rarement de dater I’infection et de
déterminer & quel moment le chat a excrété ou excretera des ookystes. Seule la coproscopie, seulement
si la recherche est positive, peut permettre de répondre a cette question.

L’intérét du dépistage reste donc tres limité car le risque réel émanant du chat pour ’homme est

I’excrétion d’ookystes. Nous verrons par la suite les particularités de cette excrétion.

4. Traitement de la toxoplasmose féline

Le traitement médical de la toxoplasmose chez le chat doit étre précoce pour étre efficace (Bourdeau

P., 1993) et de longue durée.

Le traitement de la toxoplasmose aigu€ peut prévenir la formation de kystes en détruisant les formes
exentérales du toxoplasme (Euzeby J., 1998).

*La spiramycine (macrolide), est trés active sur les tachyzoites et peut étre associée a la
pyriméthamine ayant une action synergisante (mais parfois mal tolérée chez le chat) ou avec la
sulfadiazine (Euzeby J., 1998). 1l semble que son action favorise le passage des tachyzoites aux
bradyzoites (Bourdeau P., 1993). L’administration de spiramycine se fait a la posologie de 50 a 75
mg/kg pendant plusieurs semaines (Bourdeau P., 1993).

*La clindamycine (famille des lincosamides) semble étre le médicament le plus efficace. Elle

traverse la barriére hémato-encéphalique chez le chat. La posologie per os est de 25 mg/j en 2 ou 3
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prises, pendant 4 semaines (Lappin M.R, 1999). Généralement les signes cliniques rétrocedent 2 a 3
jours apres le début du traitement (sauf pour les signes oculaires et neurologiques).

*L’association sulfamides-pyriméthamine, a la dose de 15 mg/kg per os 2 fois par jour,
permet d’obtenir une amélioration clinique mais entraine toujours des effets indésirables (Lappin M.R,
1999). Les sulfamides (sulfadiazine, sulfadimérazine, sulfaméthazine, sulfaméthoxine...) sont
efficaces en phase aigué mais peuvent étre mal tolérés. La pyriméthamine a une action antifolinique,
ses effets secondaires (anémie, thrombocytopénie, neutropénie) sont contrebalancés par des injections
d’acide folinique en intramusculaire, ou par I’ajout de levure de biére dans I’alimentation (Bourdeau
P., 1993). L’association de ces 2 molécules permet d’obtenir une meilleur efficacité du fait d’une
action synergique sur le métabolisme de I’acide para-aminobenzoique et de 1’acide folinique

(Bourdeau P., 1993).

Par contre, on observe a présent des chimiorésistances a la clindamycine, la spiramycine et aux
sulfamides certaines étant croisées et plurivalentes. De plus, les molécules dont on dispose aujourd’hui
sont actives uniquement contre les tachyzoites libres ou au sein de pseudokystes mais la destruction

des kystes n’est possible qu’avec une unique molécule : ’atovaquone (4FSS4, 2005).

En pratique, un traitement contre la toxoplasmose est rarement mis en place chez le chat car celui-ci
est le plus souvent asymptomatique, et la découverte d’une sérologie positive a lieu au cours de la

phase chronique de I’infection.

B. Epidémiologie de la toxoplasmose féline

1. Prévalence humaine et présence de félidés

Dans les zones tropicales a climat humide, ou le teniasis et la trichinellose sont monnaie courante, la
viande est généralement consommeée tres cuite et les ookystes excrétés par les félidés sont donc la
cause majeure de transmission de la toxoplasmose humaine.

Dans les pays a haut niveau de vie, la contamination est surtout liée a la consommation de viande crue.

C’est le cas en France, ou la viande est facilement consommée peu cuite (Dupouy-Camet J. et al.,

1993).

La toxoplasmose est plus fréquente dans les régions d’origine du chat (Europe, Afrique). La
prévalence de la toxoplasmose est par exemple trés basse en Australie, continent ou le chat n’existait
pas avant son introduction par les européens. De plus, dans certains atolls du Pacifique, 1’introduction
de chats a été suivie de I’apparition de toxoplasmose humaine (Dupouy-Camet J. et al., 1993).
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Dans tous les pays, la prévalence sérologique augmente avec 1’dge, mais son niveau dépend surtout
des coutumes alimentaires et de la présence de félidés dans I’environnement. La caractérisation
d’antigénes spécifiques de stades permettra peut-étre, a I’avenir, de différencier par une réaction
sérologique ces 2 modes de contamination : contamination par des kystes ingérés dans la viande ou

contamination par des ookystes excrétés par le chat (Dupouy-Camet J. et al., 1993).

Dans tous les cas, on ne peut nier la relation de cause a effet qui existe entre la présence du chat et

I’existence et la persistance de toxoplasmose humaine.

2. Prévalence féline

2.1.Séroprévalence

Les résultats des études de prévalence (sérologiques ou parasitologiques) sont difficilement
comparables entre eux du fait des différences de méthodes utilisées, de la diversité des animaux inclus
dans les études (état de santé, mode de vie et alimentation) et des différences de climats entre les pays
ou les enquétes ont été réalisées. Il faut émettre quelques réserves quant a I’interprétation des résultats
sérologiques car des réactions croisées sont possibles avec Hammondia hammondi (Riahi H. et al.,
1998) et il semblerait que certains chats ne développent qu’une antigénémie sans produire d’1gG, ils

échappent donc au dépistage (Lappin M.R. et al., 1989).

La séropositivité augmente avec I’age des chats, la plupart étant séropositifs apres le sevrage. La
prévalence de I’infection par Toxoplasma gondii varie selon le style de vie du chat (tableau 1), les
chats sauvages, qui chassent, étant plus fréquemment séropositifs que les chats domestiques (Dubey

J.P., 1988).
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Tableau 1: Prévalence de la toxoplasmose chez le chat dans le monde en fonction du mode de vie

(AFSSA, 2005).

Pays Mode de vie Seroprévalence (%) Référence
Allemagne- Hannovre Chats errants 55 Tenter, 1994
U3A- Washington State Chats errants 41 Ladiges, 1982

Abandonnés 50 .
Pologne- Wroclaw Vivant en refuge Ec Smielewska-los, 2002
USA- Washington State Chats abandonnés 28 Ladiges, 1982
Pologne- Wroclaw Chat de compagnie 51,8 Smielewska-los, 2002
Allemagne- Hannovre Chat de compagnie ne sortant pas 32 Tenter, 1994
Vivant en groupe 32
. ; Vivant seul 138
Argentine-Buenos Aires Présence d'un bac 4 déjeclions 19 Fermnandez, 1995
Pas de bac a dejections 19,7
Aliment industriel 19,3 ]
Fologne- Wroclaw Viande crue 69.2 Smielewska-los, 2002
Aliment industriel 20
Argentine-Buenos Aires Chasseur 18 Fernandez, 1995
Non chasseur 14
Viande crue 19,3

Le mode de vie du chat influe donc de maniere importante sur la séroprévalence toxoplasmique. Les
facteurs prédisposants clairement identifiables sont la vie a 1’extérieur, 1’alimentation (aliments issus

de la chasse, viande crue) et la vie en groupe.

Tenter avait recensé les séroprévalences de I’infection a Toxoplasma gondii chez les chats dans le
monde de 1990 a 2000 (Tenter A.M. et al., 2000). La prévalence observée est trés variable suivant les
pays (voir Annexe 4):

-chez les chats domestiques, elle est comprise entre 7% a Singapour et 71% au Mexique,

-chez les chats sauvages ou errants, elle est comprise entre 11% au Japon et 73% au Brésil.

Les taux observés sont significativement plus faibles dans les pays asiatiques par rapport a I’Europe,
I’Amérique du sud ou les Etats-Unis. En France, la séroprévalence obtenue dans deux études
antérieures a 1998 était de 43% (Tenter A.M. et al., 2000).

Ces données sont difficilement interprétables car les disparités internationales observées sont d’origine
plurifactorielle. La proportion de chats errants par rapport aux chats domestiques, la prédominance de
zones urbaines ou rurales, I’importance de la population de rongeurs, les variations climatiques
(influant sur la sporulation des ookystes et leur persistance dans 1’environnement) en fonction de la
situation géographique mais aussi de la saison a laquelle 1’étude a été réalisée...sont autant de facteurs

pouvant influer sur la séroprévalence féline.
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Dix-sept especes de félidés sauvages capables d’émettre des ookystes de Toxoplasma gondii ont été
répertoriées (Tenter et al., 2000). Les études disponibles montrent des séroprévalences comprises entre

9% et 100% (AFSSA, 2005) (tableau 2).

Tableau 2: Prévalence sérologique chez les félides sauvages dans le monde (AFSSA, 2005).

Pays Espéce étudiée Nom Nb Séroprévalence| Références
vernaculaire étudié (%)
Brésil* Toutes espéces 865 546
Hemailurus Jaguarundis 99 458
yagouaroundi
| eopardus pardalis Ocelots 168 s5r7
Leopardus tigrinus Oncillas 13 519 )
Leopardus wiedii Margays 63 555 Silva, 2001
Oncifelis colocolo Pampas cats 8 125
Oncifelis geofiroyi Geoffroy cats 12 75
Panthera onca Jaguars 212 63,2
Puma concolor Pumas 172 482
Canada Felis concalor Cougar 12 92 Aramini,
vancouverensis 1998
Grande Bretagns Felis sylvestris catus Chat sauvage ND 62 Yamaguchi,
d'Europe 1996
Grande Bretagne Felis sylvestris Chat sauvage 42 100 McOrist,
d'Europe 1992
Etats-Unis-Colorado| Otocolobus felis manul | Pallas cat 16 100
Etats-Unis-Floride | Felis concolor coryi Panthére de 38 9 Kenny, 2002
Floride

* = animau vivants en zoo.

La séroprévalence des félidés sauvages apparait trés élevée dans certaines régions du monde. Ils sont
donc sans doute une source majeure de contamination indirecte des autres animaux homéothermes et
de I’homme dans ces zones géographiques par les ookystes qu’ils excrétent. Une prophylaxie de type

vaccinale, ayant justement pour but d’enrayer I’excrétion d’ookystes pourrait y étre d’un grand intérét.

2.2. Prévalence de I’excrétion d’ookystes

Concernant la recherche d’ookystes dans les matiéres fécales, les études publiées fournissent peu de
renseignements fiables car I’élimination ookystale est transitoire, et la mise en évidence des ookystes
trés aléatoire. D’autre part, les ookystes de Toxoplasma gondii ne peuvent pas étre différenciés en
microscopie optique (4FSSA4, 2005).

Sur 13 études regroupant plus de 7000 examens microscopiques des féces, le pourcentage de chats

¢liminant des ookystes de Toxoplasma gondii est en général inférieur a 1% (tableau 3).
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Tableau 3: Etude de la présence d’ookystes de Toxoplasma gondii dans les matieres fécales du chat

dans le monde (AFSSA, 2005).

Pays Nb étudie Nb positifs Prévalence (%) Référence
Examen microscopique

Allemagne 1984-1991 1147 7 06 Epe, 19593
Allemagne 1998-2002 441 i 07 Epe, 2004
Allemagne 1999-2002 367 3a* 1.1 Barutzki, 2003
Belgique 30 0 0 Vanparijs, 1991
Hollande 305 1 03 Robben, 2004
Czech Brno 620 8 1,29 Svobodova, 1986
Liban- Beyrouth 313 3 99 Deeb, 1985
Taiwan 117 0 0 Lin, 1590
Canada- San Mateo 107 6 56 MacNight, 1992
USA Maryland 650 3 05 Childs, 1986
USA Washington State 73 0 0 Ladiges, 1982
Australie 71 1 0 Collins, 1983

L LUSA lllinois. 1975-76 217 Ydaiaa 1 Guterbock 1977 |

*Toxoplasma/Hammondia
**Toxoplasma like oocystes

***Toxoplasma ou Besnoitia

La particularit¢ du chat (et des félidés en général) en tant qu’hote définitif, est qu’il assure la
dissémination d’une forme infectante : I’ookyste, issue de la reproduction sexuée du parasite, et tient
donc une place primordiale dans le cycle épidémiologique. Il est la seule source de contamination de
I’environnement. Une bonne compréhension des particularités de I’excrétion d’ookystes semble donc

nécessaire a I’évaluation du role du chat dans la transmission du parasite.

C. Le chat, hote définitif, excréteur d’ookystes

Le chat contracte essentiellement la coccidiose toxoplasmique par carnivorisme. Il ne devient donc
excréteur d’ookystes que lorsqu’il atteint un dge ou il commence a se nourrir de produits carnés
(environ a un mois et demi). Les chatons sont de plus protégés jusqu’a 8 a 12 semaines par une
immunité passive transmise par la meére (passage d’IgG dans le colostrum ou par voie
transplacentaire). Une condition pour que le chat soit exposé a I’infection est donc qu’il se nourrisse
par prédation ou qu’il soit alimenté¢ avec de la viande ou des abats crus (les aliments industriels,

stérilisés, sont non infectants).

La chronologie de 1’¢élimination des ookystes dans les féces varie avec la nature des stades parasitaires

infectant le chat et celui-ci excréte des ookystes de maniére transitoire pendant toute la période
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patente de la coccidiose toxoplasmique (environ 7 a 20 jours) (4FSSA, 2005). Pendant cette période,
il élimine des millions d’ookystes qu’il disperse sur un rayon de 1,5 a 3,5 km (Euzeby J., 1998).

1. Excrétion d’ookystes lors de contamination par ingestion de bradyzoites

11 s’agit, comme vu précédemment, d’une contamination par carnivorisme (cycle HI-HD ou dixéne).
Les ookystes sont excrétés dans les féces 3 a 10 jours apres I’infection par des bradyzoites contenus
dans des kystes musculaires (Davis S.W. et al., 1995). L’élimination se poursuit environ 20 jours.
L’intensité de cette élimination est variable : dans une étude menée au sein d’une ferme produisant des
porcs dans le Massachusetts, des chats nourris avec cette viande de porc ont éliminé au total de 25 a
810 millions d’ookystes (Dubey J.P. et al., 2002). Méme aprés absorption d’un seul bradyzoite de la
souche VEG, le chat peut produire des millions d’ookystes (Dubey J.P.,2001).

2. Contamination lors d’ingestion de tachyzoites

L’ingestion d’une proie en phase aigué¢ de toxoplasmose peut entrainer la contamination du chat par
des tachyzoites. Dans ce cas, le délai d’apparition des ookystes dans les féces est de 15 a 19 jours et la
durée d’excrétion est de 7 a 19 jours. L’excrétion peut atteindre 360 millions d’ookystes par jour

(Tenter A.M. et al., 2000; Dubey J.P., 2002D).

3. Contamination lors d’ingestion d’ookystes

Si le chat a été contaminé par absorption d’ookystes sporulés (cycle HD-HD ou monoxéne), la période
prépatente d’excrétion des ookystes est de 15 a 20 jours et I’élimination se poursuit pendant 10 jours.
Mais d’apres Blewet (Blewet D.A. et Watson W.A., 1983), seul 20% des chats ingérant des ookystes en
ré-excretent par la suite dans leur matiere fécale. La dose infectante dans ce cas est élevée : 45% des

chats s’infestent avec 1000 ookystes, aucun ne s’infecte avec 1 a 10 ookystes (Dubey J.P., 1996).

4. Chronologie différentielle de I’excrétion des ookystes et de la sérologie selon le mode
d’infection

Selon le mode d’infection du chat, la chronologie de I’évacuation des ookystes et de 1’apparition des
anticorps differe (figure 7):

-en cas d’infection du chat par des ookystes sporulés (Ook), les anticorps (IgG, IgM) sont décelables
avant que ne soient éliminés les ookystes (car les sporozoites doivent subir une évolution exentérale

avant que ne s’établisse la localisation coccidienne dans les entérocytes),
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-en cas d’infection du chat par des kystes a bradyzoites (K), la période prépatente est plus courte et les
ookystes sont alors décelables plus tot que les anticorps (entre le 3°™ et le 10°™ jour post infection,

Davis S.W. et Dubey J.P., 1995).

Figure 10: Chronologie différentielle de I’excrétion d’ookystes et de la sérologie chez le chat
selon le mode d'infection. (D aprés Euzeby J., 1998).
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Légende:

-Ook: infection par des ookystes sporulés a JO

-K: infection par des kystes a bradyzoites a JO

Dans tous les cas, I’élimination des ookystes est trés bréve, tandis que la persistance des anticorps est
plus longue (3 & 5 mois pour les IgM, plus de 2 ans pour les 1gG) (Euzeby J., 1998). Ceci met a

nouveau I’accent sur le faible intérét diagnostique de I’examen coproscopique.

5. L’excrétion d’ookystes lors de réinfection et de réactivation

Une fois I’animal immunisé, les parasites de réinfection potentiellement rencontrés sont normalement
neutralisés. Les chats de plus de 4 a 5 mois ne sont donc théoriquement plus sources d’ookystes.
Cependant, des ré-excrétions ont déja été constatées plusieurs années (6 ans) apres I’infection primaire
(Dubey J.P., 1995). Par ailleurs, des reprises d’élimination sont possibles lors de réinfections par

d’autres coccidies (Isospora rivolta, Isospora felis) ou a la suite de corticothérapies (7Tenter et al.,
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2000). Par contre, aucune réexcrétion d’ookystes toxoplasmiques associée a une infection par un
rétrovirus n’a été décrite chez le chat, et lors de primo-infection, 1’excrétion d’ookystes n’est ni plus

longue, ni plus importante chez un chat infect¢ par le FIV ou le FeLV (Lin D.S.et al., 1992).

En regle générale, la coccidiose toxoplasmique est une infection ipsostérilisante : apres la période
patente, ’animal ne dissémine plus de parasites (Euzeby J., 1998). L’excrétion des ookystes ne se
produit donc que pendant une courte période mais elle est trés productive. On estime que 1% des chats
sont excréteurs d’ookystes a un instant ¢ donné (4FSSA, 2005) mais il est malheureusement
particuliérement difficile d’identifier le moment ot un chat est excréteur car les signes cliniques sont
plus fréquents lors de toxoplasmose extra-intestinale que lors de cycle entéro-épithélial et

généralement, la forme extra-intestinale ne s’accompagne pas d’excrétion d’ookystes.

Au final, le chat est responsable d’une contamination environnementale en disséminant des ookystes
irréguliérement mais en trés grande quantité, c’est ce qui signe sa particularité dans le cycle complexe
du parasite. Or ces ookystes sont résistants et peuvent rester infectants trés longuement dans
I’environnement (jusqu’a 18 mois dans certaines conditions, Frenkel J.K.et al., 1975) (voir Annexe 2).
Mc Colgan estime qu’un chat infecté déféquant dans 10 tonnes de céréales y dépose parfois pres de
10 000 000 ookystes (Mc Colgan C. et al., 1988) . Chaque kilogramme de grain peut étre le véhicule
de 5 a 25 doses infectantes par mouton. Ceci conforte I’opinion de Skjerve, qui affirme que la présence
journaliere de chatons dans une bergerie est le principal facteur de risque associ¢ a une prévalence
¢élevée dans les élevages de moutons (Skjerve E. et al., 1998). Les chats vivant a proximité des zones
d’¢élevage d’animaux de boucheries seraient donc la source indirecte principale de contamination de
I’homme. Il pourrait bien s’agir d’une population cible intéressante pour une campagne de vaccination

a grande échelle. ..
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La toxoplasmose présente une clinique peu évocatrice chez le chat et son diagnostic, en plus
d’étre difficile, ne permet pas de prédire a quel moment le chat va représenter un risque pour I’homme
(c’est-a-dire a quel moment il est excréteur d’ookystes) puisque 1’excrétion est de courte durée et la
phase intestinale le plus souvent asymptomatique. Méme s’il était possible d’accéder a cette
information, quelles mesures devraient é&tre prises ? L’euthanasie de ’animal excréteur, son
isolement... ? La solution la plus radicale et la plus efficace serait d’empécher totalement cette
excrétion d’ookystes chez les félins. Aux vues de 1I’épidémiologie de cette zoonose mondialement
répandue et de I'immunité naturelle qu’elle suscite chez 1’héte, la vaccination des chats reste la
solution la plus séduisante car elle permet justement de s’attaquer directement a la source du

probléme.

De plus, la prophylaxie sanitaire de la toxoplasmose est difficile chez le chat étant donné le
comportement alimentaire naturel de ce dernier : limitation des sorties et de la prédation, alimentation
industrielle, contréle de la population de rongeurs autour du domicile... Les mesures a prendre vis-a-
vis des chats sauvages, plus souvent porteurs du parasite (capture, stérilisation...) sont quasiment
impossibles & mettre en ceuvre. Enfin, aucune chimioprévention valable n’est disponible : si la
sulfadimidine, la framycétine, la mépacrine et les tétracyclines semblent efficaces pour détruire les
formes schizogoniques du toxoplasme et ainsi prévenir la formation des éléments sexués (Euzeby J.,
1998), ceci impliquerait la pratique d’une antibiothérapie lourde et de longue durée (voire a vie) chez
les animaux ciblés.

Autant d’arguments qui confortent un projet de mise en place d’une prophylaxie vaccinale féline

contre Toxoplasma gondii.
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III. LA VACCINATION ANTI-TOXOPLASMIQUE
FELINE

La vaccination des chats semble étre un moyen stir de combattre la toxoplasmose, et en ce qui
concerne la prophylaxie de la toxoplasmose congénitale chez ’homme, le moyen le plus économique
(Euzeby J., 1998). Cependant, la question de 1’intérét réel de sa mise en place se pose car les mesures
d’hygiéne permettant de limiter une contamination alimentaire chez I’homme sont simples a appliquer
et ont permis en 50 ans une nette diminution de la séroprévalence humaine en France. Dans les
premiéres €tudes réalisées par Desmonts en région parisienne dans les années 1960, la séroprévalence
était de 84% (AFSSA, 2005) ; dans la premicre étude nationale réalisée en 1982, elle est de 66%
(AFSSA, 2005), dans I’Enquéte Nationale Périnatale de 2003, la séroprévalence globale est estimée a
44% (Berger F., 2005).

De plus, la contamination de I’homme par contact direct avec un chat excréteur d’ookystes est
trés peu probable : les ookystes ne sont pas immédiatement infectants (ils doivent préalablement
sporuler dans le milieu extérieur, en plusieurs jours selon les conditions de température et d’humidité).
11 faudrait donc, pour qu’un chat contamine un homme par contact, que le chat, au cours de sa toilette,
répande des ookystes sur sa fourrure, que ces ookystes y restent assez longtemps et dans des
conditions favorables pour sporuler, que les caresses effectuées sur le pelage souillent les doigts et que
I’homme porte ensuite ses doigts a sa bouche (Euzeby J., 1998). Le chat contamine donc
I’environnement et ses denrées alimentaires, cibles des précautions prises a 1’heure actuelle, mais le
risque qu’un simple contact soit contaminant est infime. Alors, faut-il vacciner le chat ou suffit-il

d’appliquer drastiquement les mesures d’hygiéne préconisées ?

Malgreé tout, ces mesures de prévention ne constituent pas un bouclier parfaitement fiable contre
I’infection puisqu’elles préviennent les conséquences et non la cause de la dissémination parasitaire :
I’excrétion d’ookystes par le chat.

De plus, plusieurs études ont fait cas d’infections toxoplasmiques humaines en masse par
contamination des eaux au Canada (Bowie W.R. et al., 1997) et au Brésil (Bahia-Oliveira L.M.et al.,
2003). Des cas de mortalité aigué chez des mammiféres marins par contamination des océans ont aussi
été rapportés (Dubey J.P.et al., 2003; Conrad P.A.et al., 2005). Ces événements confortent 'utilité
d’une vaccination féline, qui permettrait de prévenir la contamination de 1’environnement et 1’infection

des nombreux hétes intermédiaires a grande échelle.
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Pour étre efficace, la vaccination du chat, devrait donc étre pratiquée sur une tres large population
de félins, domestiques et sauvages, et préférentiellement sur de trés jeunes animaux, avant que ne
survienne la contamination naturelle. Puisque le chat ne semble pas étre source d’infection par simple
contact, on peut s’interroger par contre sur ’intérét de la vaccination des chats domestiques en zone
urbaine. La population féline cible serait donc plutdt constituée par les chats de ferme, vivant pres des
zones d’exploitation des terres ou d’élevage du bétail, qui contaminent les denrées alimentaires

destinées a ’homme

L’organisation et la mise en ceuvre d’une telle campagne parait difficile, mais pas impossible : on
garde en mémoire I’efficacité de la vaccination orale menée contre la rage chez le renard, ayant permis
d’éliminer le réservoir sauvage de cette zoonose de vastes zones ecuropéennes et a la France de
retrouver un statut indemne en 2001 (vaccination avec un vaccin vectorisé : virus de la vaccine
réplicatif porteur du géne de la glycoprotéine G du virus rabique) (Brochier B.et al., 1991).

Une grande partie du probléme réside dans la qualité de 1’outil vaccinal a utiliser et le choix de la

population a vacciner, car vacciner tous les chats semble illusoire.

A. Objectifs et principes de la vaccination anti-toxoplasmique

Un vaccin se définit comme une préparation qui, aprés administration, induit une réaction immunitaire

spécifique responsable d’une protection contre une maladie infectieuse, parasitaire ou tumorale.

1. Objectifs de la vaccination anti-toxoplasme et problématique vaccinale

1.1. Objectifs vaccinaux

Le concept global de vaccination contre Toxoplasma gondii intégre trois objectifs complémentaires,
visant trois polulations différentes (les femmes enceintes séronégatives, les animaux de rente et les
chats). Ces trois objectifs sont :

- réduire 1’excrétion d’ookystes chez le chat afin de limiter la contamination environnementale et le
risque d’infection pour tous les hotes intermédiaires,

-prévenir la formation de kystes chez les animaux destinés a la consommation (pour éviter la
transmission a I’homme et aux autres animaux),

-empécher I’apparition d’une parasitémie chez la femme enceinte et les femelles en élevage (brebis
surtout) pour éviter une transmission transplacentaire du parasite au feetus et une toxoplasmose
congénitale.
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Nous nous intéressons ici au premier objectif : la vaccination féline. L outil vaccinal devra répondre a

plusieurs exigences théoriques afin d’atteindre au mieux cet objectif pratique.

Nous avons déja vu, a I’occasion de la seconde partie, I’importance de la réponse immune de type Thl
dans la protection contre I’infection par Toxoplasma gondii (Denkers E.Y. et Gazzinelli R.T., 1998). Le
vaccin candidat devra donc induire une forte réponse lymphocytaire T (CD8+ spécifiques notamment).
Pour ce faire, une présentation du ou des antigénes vaccinaux par les cellules dendritiques est
nécessaire.

Le vaccin candidat devra également étre a 1’origine d’une bonne réponse humorale au niveau
intestinal : les IgA sécrétées par les plasmocytes de la muqueuse intestinale jouent en effet un premier
role de barriére contre 1’infection toxoplasmique (Chardes T. et Bout D., 1993).

La nature et la dose de I’antigéne, la nature de 1’adjuvant et du vecteur, ainsi que le mode
d’administration du vaccin seront des facteurs primordiaux a étudier pour que les conditions précitées

soient remplies.

Enfin, il serait intéressant que les antigénes vaccinaux choisis puissent étre différentiables des

antigénes naturels afin que la vaccination n’interfére pas avec les tests de dépistage.

1.2. Problématique vaccinale

Mettre au point des vaccins contre des parasites est délicat car ceux-ci stimulent souvent plusieurs
types de réponses immunes (humorales et cellulaires) envers différents antigénes, toutes ne permettant
pas Dl’acquisition d’une immunité protectrice. Or 1’objectif dans le cadre de la vaccination anti-

toxoplasme, est d’obtenir avant tout une réponse cellulaire (Th1), comme vu précédemment.

Le cycle parasitaire de Toxoplasma gondii est complexe, au cours de ce cycle s’expriment de
nombreux épitopes antigéniques communs ou stade-dépendants, or I’immunisation d’un animal contre
un stade parasitaire ne protége pas contre une infection par un stade différent. Pour ces raisons, une
vaccination multiantigénique, comprenant des antigénes des différents stades parasitaires semble un
choix pertinent. Le défi majeur dans la conception de nouveaux vaccins est de sélectionner les
antigénes appropriés, et de les présenter au systéme immunitaire de telle fagon qu’ils provoquent une

réponse protectrice.

La multiplicité des hotes intermédiaires possibles et le fait que la réponse immune induite dépende en

partie de I’hdte complique encore la problématique vaccinale. Un vaccin animal a déja été

commercialisé pour les ovins mais chez I’homme, le vaccin reste a 1’état d’ébauche car I’'immunisation
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par des parasites atténués n’est pas applicable du fait du risque de mutation pouvant restituer la
virulence du parasite. Les vaccins vivants posent des problémes de sécurité, mais aussi de durée de

conservation et de production a grande échelle.

La mise au point d’un vaccin efficace contre Toxoplasma gondii nécessitera donc d’atteindre un

maximum d’objectifs, tout en palliant aux difficultés techniques posées par ce protozoaire complexe.

2. Antigénes de Toxoplasma gondii

Des variations génotypiques ont permis d’identifier différentes souches de Toxoplasma gondii. Les
différences phénotypiques qui en découlent (nature des constituants membranaires, équipement
enzymatique...) sont a 1’origine de variations antigéniques. Toxoplasma gondii est une véritable
mosaique antigénique de milliers de molécules dont un petit nombre est actuellement connu.

On distingue des antigénes somatiques (membranaires et cytoplasmiques) et des antigenes
métaboliques (sécrétés puis excrétés par le parasite). Selon la souche et selon le stade évolutif de

Toxoplasma gondii, les molécules exprimées (surtout membranaires) peuvent étre trés différentes.

2.1.Variation de la structure antigénique en fonction du stade évolutif

Les sporozoites, les tachyzoites et les bradyzoites n’ont pas la méme structure antigénique, certains
antigénes étant spécifiques de stade, d’autres présents chez tous les stades (tableau 4). 1l semble
d’ailleurs qu’une immunisation contre 1’ensemble des stades parasitaires soit préférable pour une

meilleure efficacité vaccinale.

Tableau 4: Divers antigenes de Toxoplasma gondii utilisés dans les études vaccinales et spécificités de

stades
Stade sporozoite Stade tachyzoite Stade bradyzoite

-P30 (SAG1) (antigéne | -MAGI (antigéne
Antigénes spécifiques de membranaire) spécifique des kystes a
stades -HSP70 (protéine de choc | bradyzoites)

thermique) -HSP30 (BAG1)

-SAG3 (antigéne membranaire)
Antigénes communs a -GRA1,2,4,5,6,7 (antigénes cytoplasmiques)
plusieurs stades -ROP2 (antigéne de rhoptrie)
-MIC 2,3,4 (antigénes de micronéme)
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2.2. Caracteéristiques des différents antigénes de Toxoplasma gondii

=Antigénes somatiques

*Antigenes membranaires (= antigénes de surface ou pariétaux)
Ces antigeénes sont surtout de nature glycoprotéique. Les molécules de surface les plus importantes

identifiées sont :

v'P30 (PM=30kD) = SAGI, c’est la protéine membranaire majeure, la plus abondante. Elle représente
5% des protéines totales de surface de Toxoplasma gondii, elle est spécifique du stade tachyzoite et
trés immunogene. Elle induit une réponse immunitaire humorale et cellulaire rapide et efficace au
cours de la phase d’infection active (multiplication tachyzoitique du parasite). Cette protéine servirait
de ligand entre Toxoplasma gondii et un récepteur membranaire de la cellule-héte (les tachyzoites la
rejettent lors de leur pénétration dans la cellule hote). L’utilisation d’un anticorps monoclonal anti-P30
bloque la pénétration du tachyzoite dans la cellule (Kasper L.H.et Khan I.A., 1993). Cette protéine est

utilisée dans de nombreuses méthodes de sérodiagnostic et son utilisation vaccinale est prometteuse.

v'P43 (PM=43kD) = SAG 3, antigéne commun aux tachyzoites et aux bradyzoites.

v'D’autres polypeptides dont P22=SAG2 sont aussi connus, ils jouent un role dans la pénétration des
parasites par endocytose. Les anticorps dont ils sollicitent I’élaboration ont un effet protecteur et on les

utilise donc aussi dans les méthodes diagnostiques.

v'MAG 1 = antigéne spécifique des kystes tissulaires

L’antigéne natif MAG 1 est une protéine de 65 kDa localisée dans la matrice et la paroi des kystes a
bradyzoites. Cet antigéne est abondamment exprimé dans les kystes mais n’a pas été décelé dans les
pseudokystes (ni dans les tachyzoites, ni dans la vacuole parasitophore qui les entoure) (Parmley S.F.

et al., 1994).

*Antigenes cytoplasmiques
Les antigénes cytoplasmiques jouent également un role important dans la stimulation de la réponse
immune protectrice. Ceux-ci sont exprimés a la fois par les tachyzoites et les bradyzoites. Les
composants antigéniques majeurs sont les molécules GRA : GRA 1 (23 kDa), GRA 2 (28,5 kDa), GRA
4 (40 kDa), GRA 5 (21 kDa), GRA 6 (32 kDa) et GRA 7 (29 kDa). Ce sont de bons candidats au
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vaccin, notamment GRA1, protéine de liaison au Calcium, et GRA2 (qui contient de multiples

épitopes B) (Cesbron-Delauw M.F. et Capron A., 1993).

=Antigénes métaboliques (exoantigénes ou antigénes d’excrétion-sécrétion : antigénes « ES »)

Ils constituent la majorité des antigénes circulants (90%) détectables au début de I’infection ; ils
semblent induire une stimulation lymphocytaire plus importante que les antigénes somatiques
(Cesbron-Delauw M.F. et Capron A., 1993). Les exoantigénes sécrétés par les bradyzoites sont le
facteur essentiel de ’entretien de I’immunité au cours de la phase latente chronique. Ils sont produits

par les rhoptries et les micronémes.

*Les antigenes de rhoptries
Le role biologique des rhoptries (participation a la pénétration des cellules hotes par le parasite) est
primordial et elles ont un réle majeur dans la virulence de la souche parasitaire (Dlugonska H., 2008).

Ce sont donc des antigeénes candidats a la vaccination.

L’antigéne ROP2 (54 kDa), exprimé par les tachyzoites, les bradyzoites et les sporozoites, est a

1I’étude pour son utilisation éventuelle dans un vaccin (Leyva R. et al., 2001).

La protéine ROP18, décrite comme un ¢élément majeur de la pathogénicité de Toxoplasma gondii,
semble avoir un avenir prometteur dans la vaccination anti-toxoplasmique. Néanmoins, cette protéine
présente un polymorphisme important (il s’agit d’une protéine kinase hypervariable responsable de la

forte virulence de certaines souches parasitaires) (D/ugonska H., 2008).

La protéine ROP1 a également été utilisée dans des essais vaccinaux (Guo H. et al., 2001).

*Les protéines de choc thermique (heat-shock protein) : HSP70 et HSP30
Les protéines de choc thermique présentent des peptides antigéniques interagissant avec les CPA et

stimulant leur sécrétion de cytokines, elles permettent aussi la maturation des DC.

v'HSP70 est un antigéne spécifique des tachyzoites et un des facteurs de la virulence du parasite. Elle
diminue les défenses immunitaires des souris infectées par Toxoplasma gondii en inhibant la
production d’oxyde nitrique (NO) par les macrophages. Les effets de I'immunisation avec 1’antigéne
HSP70 de Toxoplasma gondii persistent plus de 3 mois chez le modéle murin (Mohamed R.M. et al.,
2003).
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v'HSP30 (BAG 1) est spécifiquement exprimée par les bradyzoites. Elle promeut la différenciation
des tachyzoites en bradyzoites et protége le toxoplasme du stress environnemental. Il a été montré que
la réponse cellulaire induite par I’antigéne BAG1 est associée a la production d’IFN y chez I’homme,
ce qui en fait un candidat potentiel pour I’élaboration d’un vaccin humain (Di Cristina M. et al.,

2004).

*Les antigenes de micronémes

Les antigénes de micronémes (MIC 2, 3, 4) sont intéressants car ce sont des protéines qui
interviennent dans le processus d’invasion des cellules hotes et elles sont largement conservées parmi
les parasites du phylum des Apicomplexa. De plus, ces protéines sont exprimées chez tous les stades

infectieux de Toxoplasma gondii (tachyzoite, bradyzoite et sporozoite).

*Autres exoantigenes

v'Le PEF (Penetration Enhancing Factor = facteur favorisant la pénétration) est une hyaluronidase qui

participe a la pénétration du tachyzoite dans la cellule-hote.

v'Certains antigénes somatiques (comme les antigénes cytoplasmiques GRA1, GRA2, GRA5) sont

retrouvés dans les produits d’excrétion-sécrétion (Cesbron-Delauw M.F.et Capron A., 1993).

2.3. Les formes antigéniques utilisables : protéines, peptides ou ADN

=Les vaccins protéiques

Ce sont des vaccins inertes sous-unitaires a base de protéines purifiées ou recombinantes tres
immunogénes d’un micro-organisme, correspondant souvent aux protéines de surface exposées
naturellement au systéme immunitaire. Cependant, ils donnent une immunité trés hétérogene et

majoritairement humorale, d’ou la nécessité de les adjuver (Van Oirschot J.T. et al., 1997).

=Les vaccins peptidiques

Ces vaccins inertes, sous-unitaires, représentent 1’aboutissement de la démarche réductionniste qui

consiste a définir de plus en plus finement les cibles de la réponse immune, et donc les constituants
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nécessaires d'un vaccin. Ne sont inclus dans ces vaccins que les peptides ou épitopes reconnus dans le
cadre de la réponse immunitaire acquise par les lymphocytes B ou T. De maniére a obtenir une
immunogénicité correcte, ces peptides doivent le plus souvent étre couplés a une protéine porteuse

(comme l'ovalbumine) et étre adjuvés (Van Oirschot J.T. et al., 1997).

=La vaccination a ADN

*Principes (Kofta W., 2001)
Le concept des vaccins @ ADN a émergé dans les années 1990. Pour obtenir un vaccin a ADN, I’ARN
parasitaire doit étre extrait puis, par transcription inverse conjuguée avec une PCR, I’ADN codant pour
un antigeéne potentiellement protecteur est amplifié. Par la suite, I’ADN antigénique est cloné dans un
plasmide bactérien vecteur, sous le contréle d’un promoteur eucaryote pour une expression optimale
dans les cellules de I’individu vacciné. Le vecteur est alors administré a un organisme hote
(généralement par voie intra-musculaire ou intradermique), ou la protéine codée confére une résistance
aprés expression du geéne cloné. L’action des vaccins a ADN semble dépendre des moyens de
délivrance du vaccin, du type d’antigéne codé¢, de la dose d’ADN et des séquences vectorielles d”’ADN
accompagnant le géne d’intérét. Cette méthode de recherche s’avére prometteuse car elle réalise une
présentation de 1’antigéne au systéme immunitaire proche de ce que 1’on observe in vivo.
Généralement, ce type de vaccination induit une réponse immune de type Thl. Cependant, les résultats
vaccinaux dépendent fortement de la voie d’immunisation et les résultats des études sont souvent

décevants, les vaccins ADN plasmidiques seuls s’avérant peu immunogenes (4FSSA., 2005).

*Avantages des vaccins a ADN (Smooker PM. et al., 2004)

Les vaccins a ADN sont sécuritaires: il n’y a pas de possibilité de réversion a la virulence comme c’est

le cas pour les vaccins vivants atténués.
Leur efficacité, observée chez les petits animaux de laboratoire implique plusieurs facteurs :

-les protéines exprimées dans les cellules cibles subissent les mémes modifications post-
transcriptionelles que les protéines natives, ce qui n’a pas lieu lorsque les antigénes vaccinaux sont
produits par des bactéries. Ceci permet une présentation de la protéine encodée par le CMH I,

essentielle a ’activation des LTCDS8+,

-I’ADN lui-méme peut agir comme un adjuvant : la présence de séquences spécifiques d’ADN dans un
vecteur peut augmenter 1’efficacité vaccinale (co-expression de cytokines comme le GM-CSF ou

I’IL12, de molécules de costimulation comme CTLA4, de motifs CpG...) (Smooker PM. et al., 2004),
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-les vaccins a ADN semblent permettre une bonne immunisation des jeunes: les protéines
immunogénes sont directement produites dans la cellule hdte et ne sont donc pas neutralisées par les

anticorps d’origine maternelle (Horzinek M.C. et al., 1997 ; Tizard L.R., 2008),

-la possibilit¢ d’un transfert vertical d’immunité obtenu avec les vaccins a ADN a été montrée lors
d’une étude menée sur des chévres gestantes vaccinées par voie intranasale avec un plasmide
recombinant encodant une protéine de surface de Cryptosporidium parvum (Sagodira S. et al., 1999).
Les chevreaux nés de méres vaccinées relarguaient quantitativement moins d’ookystes, et sur une

période plus courte par rapport aux témoins.

L’utilisation de tels vaccins simplifie les processus de production et de distribution. En effet, il est
relativement ais¢ de cloner un fragment d’ADN dans un vecteur approprié et d’obtenir une quantité
considérable d’ADN. De plus, ’ADN est facile & manipuler, trés stable et résistant a la chaleur, ce qui
motive ’utilisation de ce type de vaccin dans les pays tropicaux ou les vaccins vivants atténués ou
protéiques nécessitaient pour leur transport le maintien d’une chaine du froid. Les cofits de distribution

étaient alors prohibitifs pour les pays en voie de développement.

Les vaccins a ADN, trés sécuritaires, auraient pu convenir a des programmes d’immunisation en masse
car leur production en grande quantité et leur conservation sont facilités, mais il existe

malheureusement plusieurs facteurs limitants a ce type d’utilisation.

*Inconvénients des vaccins a ADN (Kofta W. et Wedrychowicz H., 2001)

Le principe de la vaccination a ADN étant de faire pénétrer celui-ci directement a I’intérieur des
cellules, I’administration par voie orale de ce type de vaccin est inenvisageable. Seule 1’injection intra-
musculaire, le « gene gun », et plus rarement 1’inhalation intra-nasale sont utilisés, ce qui n’est pas en

faveur d’une utilisation de ce type de vaccin pour la vaccination d’animaux sauvages a grande échelle.

Les résultats obtenus avec les vaccins a ADN sont trés inconstants selon les formulations vaccinales,
les doses, les espéces vaccinées et méme les différentes souches au sein d’une méme espéce.
Concernant la vaccination antiparasitaire, le protozoaire le plus étudié dans le but d’élaborer des
vaccins @ ADN est le parasite Plasmodium sp. Des résultats encourageants ont été obtenus avec de
petits animaux de laboratoire. Mais les mémes types de vaccins utilisés pour immuniser les singes ou
I’homme se sont révélés inefficaces, car induisant une réponse immune beaucoup trop faible, pour des
raisons encore pas complétement ¢lucidées. Une voie majeure d’investigation est donc le

développement de stratégies afin d’augmenter 1’efficacité des vaccins a ADN.

79



Enfin, il convient de souligner le risque de tels vaccins si le plasmide venait a s’intégrer a I’ADN de
I’hote et a activer des génes oncogenes ou inhiber des geénes suppresseurs de tumeurs. On considére

cependant que ce risque est faible (Horzinek M.C. et al., 1997 ; Tizard LR., 2008).

De nombreux vaccins a ADN ont été ¢laborés cette derniére décennie contre Toxoplasma gondii (voir

Annexes 6 et 7).

3. Vectorisation des antigénes de Toxoplasma gondii

Les vecteurs doivent favoriser 1’entrée de 1’antigéne vaccinal dans la cellule. Les vaccins vectorisés
sont des vaccins recombinants obtenus par manipulation du génome de vecteurs bactériens ou viraux,
dans lesquels les génes codant les protéines immunogénes d’un pathogéne (ou transgeéne) sont insérés.
Les salmonelles, listeria et colibacilles peuvent servir de vecteurs bactériens. Les principaux vecteurs
viraux a 1’étude sont les adénovirus, les poxvirus et les herpésvirus. Ils suscitent des réponses
immunitaires a la fois humorales et cellulaires contre les antigénes apportés (Yokoyama N. et al.,
1997). Le choix d’un vecteur viral réplicatif ou non réplicatif repose sur un compromis entre la dose
nécessaire a I’induction d’une immunité et les aspects de biosécurité, puisque les vecteurs non
réplicatifs doivent souvent étre utilisés a des doses plus élevées mais sont aussi plus sirs en terme de

diffusion.

3.1.Vecteurs viraux

sAdénovirus

Les adénovirus peuvent étre produits en grande quantité et la transduction peut se faire sur un large
spectre de cellules cibles (cellules quiescentes ou en prolifération), par contre le transgene n’est pas
exprimé de maniére stable et les particules adénovirales sont trés immunogenes d’ou une efficacité
thérapeutique décevante (les cellules transduites sont rapidement reconnues et éliminées par le
systéme immunitaire) (Yokoyama N. et al., 1997).

Une étude a utilisé des adénovirus recombinants non réplicatifs codant pour 3 antigénes de surface
génétiquement modifiés du toxoplasme : AASAG1, AdSAG2 et AASAG3 (Caetano B.C. et al., 20006).
L’utilisation d’adénovirus recombinants dans des protocoles vaccinaux est réputée pour induire des
réponses immunes cellulaires d’orientation Thl et pour activer un grand nombre de LTCDS"
spécifiques. Ces propriétés les ont rendus intéressants comme vecteurs vaccinaux contre la

toxoplasmose.
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L’immunisation de souris BALB/c avec ces vecteurs a permis d’obtenir des réponses humorale et
cellulaire de type Thl. Mais aucune protection n’a été observée lors d’infection avec la souche RH,
trés virulente, de Toxoplasma gondii, ce qui montre que la réponse immune ne se développe pas aussi
vite et de maniére aussi intense que nécessaire pour contrdler la réplication tachyzoitique. Par contre,
une réduction significative du nombre de kystes cérébraux a été observée lors d’infection avec la

souche P-Br.

=Poxvirus : MVA (Modified Vaccinia Ankara)

Les poxvirus sont trés utilisés en tant que vecteurs du fait de leur stabilité (plus de 10% de leur
génome peut étre délété et remplacé par des fragments d’ADN étranger sans altération de la viabilité
du virus) et de la possibilité d’altérer leur capacité de réplication (Tizard IL.R., 2008 ; Van Kampen
K.R., 2001 ; Van Oirschot J.T. et al., 1997). Le MVA est une souche trés atténuée du virus de la
vaccine (Orthopoxvirus). Il a été utilis€ comme vecteur de I’antigéne métabolique ROP2 (protéine de
rhoptrie) lors d’une étude d’immunisation de souris contre la toxoplasmose. Une production d’Ac anti-
ROP2 a été mise en évidence, ainsi qu’une augmentation de la durée de vie des souris immunisées

(Roque-Resendiz J.L. et al., 2004).

sHerpesvirus

*PRV (Pseudorabies Virus)
Le virus recombinant de la pseudorage exprimant 1’antigéne membranaire SAG1 (rPRV/SAG1) a été
utilisé pour immuniser des souris (Liu Q. et al., 2008). Toutes les souris vaccinées ont développé une
réponse immunitaire humorale et cellulaire de type Thl ayant permis d’obtenir une protection partielle

(60% de survie) lors d’une infection expérimentale avec la souche RH.
*FHVI (Herpesvirus félin de type 1)

L’herpesvirus félin de type 1 (FHV1) a été utilisé lors d’une étude de vaccination féline (Mishima M.

et al., 2002) qui sera détaillée par la suite.

3.2. Vecteurs bactériens
Les vecteurs bactériens peuvent étre produits en grande quantité, ils sont moins immunogenes que les

vecteurs viraux et ils permettent la vectorisation de transgénes de plus grande taille (Van Kampen

K.R., 2001).
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=Le BCG (Wang H. et al., 2007)

La séquence d’ADN de I’antigéne de rhoptrie, ROP2 a été clonée dans un vecteur d’expression
mycobactérien : pMV262, sous le controle du promoteur Asp60, du Bacille de Calmette et Guérin
(BCQG), le tout incorporé¢ dans le BCG par électroporation. Les souris BALB/c auxquelles on a inoculé
le recombinant BCG/pMV262-ROP2 ont développé une réponse immune spécifique contre les
protéines de rhoptrie et un temps de survie nettement supérieur a ét¢ observé par rapport aux souris
témoins lors d’une épreuve infectieuse (injection intra-péritonéale de 500 trophozoites de la souche
RH de Toxoplasma gondii).

Ces résultats montrent que le BCG est un vecteur adéquat pour exprimer et présenter les antigénes de
Toxoplasma gondii. Certaines considérations sont de plus en faveur de son utilisation : le BCG est une
souche atténuée dérivée de Mycobacterium bovis, qui ne subit pas de réversion a la virulence. Il peut
étre administré deés la naissance et a n’importe quel dge. Sa production est a faible cofit et c’est un
vecteur relativement thermostable. Enfin, ce vecteur vivant bactérien joue aussi le role d’un adjuvant

puissant, immunostimulant.

Cependant, une étude antérieure de vaccination sur des souris OF1 utilisant le BCG comme vecteur de
I’antigéne recombinant GRA1 n’avait pas été concluante (Supply P. et al., 1999). La nature de
I’antigéne vectorisé est donc un facteur primordial d’efficacité vaccinale. De plus, il semblerait que la

réponse au BCG soit différente selon les lignées de souris.

=Souche atténuée de Salmonella typhimurium (Cong H. et al., 2005)

Une souche atténuée de Salmonella typhimurium (BRD509) a été utilisée pour délivrer un plasmide
eucaryote recombinant exprimant les génes codant pour les antigénes SAG1 et SAG2 de Toxoplasma
gondii ainsi qu’un géne codant pour la sous-unité A,/B de la toxine du choléra (jouant le role
d’adjuvant). Des souris de la lignée BALB/c ont été immunisées par voie intragastrique puis infectées
4 semaines apres la derniére immunisation par voie intrapéritonéale par des tachyzoites de la souche
RH du toxoplasme. Le temps de survie de ces souris par rapport aux groupes témoins a été fortement

augmenté et 40% d’entre elles ont survécu.

3.3. Autres

=Les cellules dendritiques

Elles jouent un rdle central dans la résistance au toxoplasme grace a leur fonction de cellules
présentatrices d’antigénes et leur capacité a induire une réponse cellulaire de type Thl. Des souris
CBA/J chez lesquelles on a injecté des cellules dendritiques spléniques (SPDCs) stimulées par un

extrait de toxoplasme présentent un nombre réduit de kystes cérébraux par rapport aux animaux
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témoins. Les souris immunisées possédent un fort titre en anticorps dirigés contre les antigénes
majeurs du toxoplasme et on constate une forte sécrétion d’IFN vy et d’IL 2 témoins d’une réponse

cellulaire de type Thl (Bourguin I. et al., 1998).

=Les exosomes

Ce sont de petites vésicules membranaires naturelles sécrétées par différents types de cellules
immunitaires. Ils présentent a leur surface de nombreuses molécules du CMH I et II ainsi que des
molécules de costimulation des LT. Leur efficacité a déja ét¢ démontrée en cancérologie dans des
essais cliniques les utilisant comme vecteurs d’antigénes tumoraux destinés a déclencher une réaction
de rejet de la tumeur par 1’organisme. L’utilisation d’exosomes dérivés de cellules dendritiques offre
une alternative a la vaccination avec des cellules dendritiques seules, difficiles a obtenir en quantité
adéquate pour un tel procédé. Les exosomes sécrétés par une lignée de cellules dendritiques (SRDC)
chargées in vitro avec des antigénes de Toxoplasma gondii ont permis d’induire une immunité
protectrice contre 1’infection parasitaire a la fois chez les souris BALB/c et C57BL/6 (Beauvillain C.
etal., 2007).

Les exosomes apparaissent comme de bons candidats a la prophylaxie vaccinale antiparasitaire en

jouant a la fois un role de vecteur et d’adjuvant et par leur facilité d’obtention.

=Les liposomes

Proches des exosomes, les liposomes sont des vésicules artificielles formées par des bicouches
lipidiques concentriques, mimant les membranes biologiques. Ils sont de plus en plus développés dans
la recherche pharmaceutique comme vecteurs de médicaments.

Plusieurs antigénes solubles spécifiques de stades de Toxoplasma gondii ont été¢ inclus dans des
liposomes et I’immunisation de souris adultes avec ces liposomes a montré un meilleur taux de survie
de celles-ci apres infection orale par des kystes tissulaires ainsi qu’une baisse de I’incidence des kystes
cérébraux (Elsaid M.M. et al., 1999). De méme, ’utilisation de ces liposomes a permis une réduction
significative de la transmission congénitale chez des souris de la lignée BALB/c ainsi qu’une baisse du
taux de mortalité chez les jeunes souriceaux (Elsaid M.M. et al., 2001). 1ls jouent également un réle

d’adjuvant.

83



4. Adjuvants utilisés

Le but de la vaccination est d’induire une forte réponse immune envers un ou plusieurs antigenes
administrés. Atteindre cet objectif avec les vaccins inactivés requiert souvent I’ajout d’adjuvants,
définis comme les substances qui améliorent I’immunogénicité de I’antigéne vaccinal. Les adjuvants
peuvent étre classés selon leur nature, leurs propriétés physico-chimiques ou leur mécanisme d’action.
Certains vecteurs, comme les liposomes, possédent également un réle adjuvant.

Les limites des adjuvants peuvent étre leur toxicité (chez ’homme surtout), leur stabilité, leur
biodisponibilité et leur colit de production. De plus, chaque adjuvant génére une réponse immune
spécifique caractéristique, certains ne permettent donc pas d’obtenir le profil Thl recherché (1’alun par

exemple) (Petrovsky N. et Aguilar J.C., 2004).

Plusieurs d’entre eux, de natures variées, ont déja été utilisés lors d’études vaccinales anti-

toxoplasme :

4.1.Sels minéraux

Les sels d’alun (dérivés de I’aluminium) ont été utilisés comme adjuvants des vaccins humains depuis
plus de 70 ans et malgré le fait qu’ils orientent plutét la réponse cellulaire vers un type Th2, plusieurs
études ont montré leur efficacité dans la protection contre T.gondii (Martin V. et al., 2004). 11 a été
montré que I’alun augmente 1’expression des molécules de CMHII et des molécules de costimulation

(ICAM-1, LFA-3, CD40) associées aux cellules dendritiques matures (Ulanova M. et al., 2001).

4.2.Cytokines

L’utilisation des cytokines comme adjuvant est particuliérement intéressante dans la vaccination a

ADN car les cytokines peuvent étre exprimées par le méme vecteur que I’antigéne vaccinal.

»GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor).

C’est un facteur de croissance majeur des cellules dendritiques, qui permet 1’augmentation du nombre
de ces cellules chez la souris et I’homme (Smooker PM. et al., 2004). C’est un adjuvant idéal pour les
vaccins @ ADN. Il permet de renforcer la réponse humorale et cellulaire par intensification du
recrutement des macrophages et des cellules dendritiques au site d’injection (Ismael A.B. et al., 2003).
Son efficacité a amplifier la réponse immune anti-toxoplasme a déja été montrée dans plusieurs études
sur souris (Angus C.W. et al., 2000, Desolme B. et al., 2000).
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sInterleukines
*L’interleukine 12

Elle oriente rapidement et fortement la réponse immune vers un type Thl et joue un rdle essentiel au
cours de la phase aigu€ de la toxoplasmose. Elle est sécrétée par les macrophages et les DC lors de la
stimulation antigénique et permet 1’activation des NK. Elle stimule la production d’IFN vy, essentiel a
la résistance contre le parasite. Plusieurs études ont déja montré son efficacité adjuvante dans des
essais de vaccination anti-toxoplasmique (Letscher-Bru V. et al., 1998 ; Zhang J. et al., 2007 ; Cui
Y.L. et al., 2008). Par contre, elle a parfois un effet délétere expliqué par la formation massive d’IFN y
induisant la production d’oxide nitrique ayant une action nécrotique sur la masse intestinale (Desolme

B. et al., 2000).

*L’interleukine 2 (Chen G. et al., 2002)

L’inoculation simultanée d’IL 2 murine et d’un plasmide codant pour la protéine SAG1 de Toxoplasma
gondii (pcSAGI) a permis d’augmenter considérablement le temps de survie de souris soumises a une

infection expérimentale par la souche RH par rapport aux souris simplement vaccinées avec pcSAGI.

=*IFN y

On a d¢ja évoque le role majeur de cette cytokine dans la protection contre I’ infection toxoplasmique,
notamment par I’induction d’une réponse cellulaire.L’immunisation de souris avec un plasmide codant
pour la protéine ROP1 (pcROP1) combiné avec un plasmide codant pour I’'IFN y (pcIFN v) a permis
d’obtenir une réponse cellulaire de type Thl d’intensité supérieure a celle induite par pcROP1 seul

(Guo H. et al., 2001).

4.3. Dérivés bactériens

Les toxines bactériennes sont des adjuvants intéressants pour induire une immunité muqueuse a la fois
humorale (sécrétion d’IgA) et cellulaire, mais leur toxicité est souvent un facteur limitant a leur

utilisation chez ’homme.

sEntérotoxines thermolabiles d’Escherichia Coli

LTR72 et LTK63 sont les 2 mutants non toxiques d’entérotoxines thermolabiles qui ont été utilisés
avec l’antigéne SAG 1 dans un protocole de vaccination par voie intra-nasale (Bonenfant C. et al.,
2001). Le nombre de kystes chez les souris immunisées €tait significativement moindre.
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=Toxine du Choléra (Chardes T. et Bout D., 1993 ; Bourguin I. et al., 1993)

La toxine du choléra est efficace pour induire une réponse intestinale locale a la fois humorale et
cellulaire et peut donc étre utilisée comme adjuvant lors de vaccination per os. C’est un bon inducteur
de sécrétion d’IgA spécifiques et d’IFN y. Son pouvoir adjuvant est lié a sa capacité a stimuler la
synthése d’AMPc, mais cette synthése est par la suite stimulée continuellement et définitivement d’ou

la toxicité de la toxine cholérique, qui ne peut donc étre utilisée chez I’homme.

4.4. Formulations d’adjuvants

On peut mélanger différents adjuvants, ayant des mécanismes d’actions différents, dans la méme

formulation.

=[SCOMS

Ce sont des «complexes immunostimulants » . Immuno Stimulating COMpound composés de
cholestérol + phosphatidyl-choline + glucoside de Quillaja saponaria : Quil-A (saponine, adjuvant

tensioactif).

Ces systémes sont efficaces par voie orale, ce qui est intéressant puisque ¢’est la voie préférentielle
d’infection du toxoplasme. Ils induisent une réponse immune humorale et cellulaire de type I et ont
permis d’obtenir une bonne protection vaccinale chez des souris immunisées avec des ISCOMS

contenant des protéines de tachyzoites de la souche RH (Lundén A. et al., 1993).

Les inconvénients de ces formulations sont par contre leur faible stabilité et leur toxicité (Petrovsky N.

et Aguilar J.C., 2004).

4.5. Autres

=CpG-ODN (CpG-oligonucléotides)

Les motifs CpG sont des séquences immunostimulantes non codantes présentes au sein des brins
d’ADN. Les oligonucléotides de synthése portant des motifs CpG (CpG-ODN) sont parmi les
adjuvants les plus puissants a I’heure actuelle, en partie grace a leur capacité a stimuler a la fois les
cellules du systéme immunitaire inné au moyen du Toll-like receptor 9 (TLR9) et les lymphocytes T et
B spécifiques (immunité acquise). La production de cytokines induite oriente vers une réponse

immune de type Thl.
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Des porcs vaccinés avec des tachyzoites de la souche RH de Toxoplasma gondii associés a des CpG-
ODN porcins ont bénéficié d’une protection significativement meilleure contre une infection par des
ookystes de la souche VEG en comparaison avec des porcs vaccinés sans adjuvant (Kringel et al.,
2004). L'utilisation des CpG-ODN comme adjuvants permet de plus de diminuer la quantité

d’antigéne vaccinal nécessaire (Kringel H. et al., 2004).

Chez des souris déja infectées par Toxoplasma gondii, on a pu démontrer 1’efficacité d’une vaccination
thérapeutique avec un antigéne de bradyzoite (BAG 1) adjuvé par des CpG-ODN : ce traitement
améliore le temps de survie des souris et diminue la charge parasitaire dans le cerveau ( Zimmermann

S. et al., 2008).

=Salbutamol

Des souris vaccinées par voie intra-nasale avec la protéine SAG1 adjuvée par le salbutamol (agoniste
B,-adrénergique couramment utilisé contre 1’asthme) ont montré une diminution significative des
kystes cérébraux (estimée a 60%) par rapport aux souris recevant le vaccin protéique seul (Fermin Z.
et al., 1999). Les propriétés adjuvantes du salbutamol semblent étre liées a ses effets sur les cellules

présentatrices d’antigéne (notamment, les cellules dendritiques).

5. Voies d’immunisation

La voie d’administration de I’inoculum, tout comme la nature de I’adjuvant utilisé, a une importance
majeure dans ’orientation de la réponse immune vaccinale. Elle va donc conditionner I’efficacité

vaccinale et son importance dans le cas d’une prophylaxie vaccinale féline est aussi de nature pratique.

5.1.Voie parentérale

Cette voie d’immunisation est utilisée dans la plupart des modéles expérimentaux, pourtant, elle induit
rarement une bonne immunité muqueuse. On rappelle a nouveau que ce point est capital car in vivo, le
premier contact entre 1’organisme et le parasite se fait au niveau de la muqueuse intestinale. De plus,

elle s’avére peu pratique dans le contexte d’une campagne vaccinale a grande échelle chez le chat.
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5.2.Voie orale

L’administration par voie orale est intéressante car elle stimule I’immunité locale intestinale, or le site
naturel de I’infection par Toxoplasma gondii est la muqueuse intestinale.

Ce mode d’administration est le plus simple et le plus sécuritaire. Par contre, le milieu digestif étant un
milieu peu favorable a I’antigéne, la vaccination orale nécessite un inoculum important pour étre
efficace (4FSSA, 2005). Cette voie d’administration est compatible avec une vaccination en masse des

chats : vaccin dissimulé dans la nourriture ou dans des appats.

5.3.Voie intra nasale

Un de ses avantages est d’épargner au vaccin la dégradation par les enzymes protéolytiques gastro-
intestinales, une moindre quantité d’antigénes est donc requise par rapport a I’immunisation par voie
orale (Garcia J.L., 2009). Elle permet aussi, avec des doses antigéniques faibles, d’induire une réponse
immunologique muqueuse importante (Wu H.Y. et al., 1997), en plus d’une réponse immune

systémique.

5.4.Vaccination avec I’ADN nu par la technique biolistique : « gene gun » vaccination

La peau est bombardée avec des microparticules d’or enrobées d’ADN et tirées avec un pistolet a
pression gazeuse (gene gun). 11 semble que I’ ADN soit ainsi capturé par les CPA (cellules dendritiques
surtout) qui induisent une immunité humorale et cellulaire a long terme. L’avantage est que des génes
immunomodulateurs (cytokines ou molécules de costimulation) peuvent étre incorporés dans la
construction d’ADN en méme temps que les genes codant les antigénes, afin d’amplifier la réponse
immunitaire souhaitée. Les séquences adjuvantes d’oligonucléotides bactériens (ADN CpG) peuvent

également &tre insérées dans les plasmides producteurs de I’ADN.

Dans 1’étude menée par Mohamed, une simple dose de 2 pg de plasmide contenant 1’ADN
recombinant de la protéine HSP70 injectée par la méthode biolistique a des souris a permis d’obtenir
une protection plus efficace que I’injection d’une dose de 50 pug du méme plasmide par voie intra-

musculaire ou intra-péritonéale (Mohamed R.M. et al., 2003).

L’efficacité de cette technique de vaccination repose sur 1’activation de LTc spécifiques et 1’induction
de la production d’IFN vy. Le derme est riche en CPA comme les cellules de Langerhans, les cellules

dendritiques et les macrophages, contrairement au muscle, qui contient peu de CPA. La vaccination
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par bombardement de la peau permet donc de transfecter directement les cellules dendritiques, qui se
rendent ensuite aux nceuds lymphatiques drainant, ceci peut expliquer en partie 1’efficacité de ce
processus. Mais cette technique semble peu applicable dans le cadre d’une campagne vaccinale féline

a grande échelle.

Au final, I’arsenal d’outils disponibles (antigénes, vecteurs, adjuvants) pour entreprendre
I’¢laboration d’un vaccin contre Toxoplasma gondii est plutdt riche. Ces outils sont de plus en plus
connus et maitrisés. La difficulté majeure réside dans la combinaison de ces différents facteurs et le

choix de leur voie d’administration.

B. Les modeéles d’étude et les essais de laboratoire

De plus en plus de vaccins antiparasitaires sont en passe d’étre évalués dans des essais cliniques
(vaccins contre la bilharziose, le paludisme, la leishmaniose). Ces essais font suite a des études
précliniques menées in vitro puis sur des modeles animaux pour vérifier I’innocuité, évaluer
I’immunogeénicité et parfois, donner des indications sur ’efficacité des réponses immunes induites.
Dans le cas de la toxoplasmose, la majorité des études vaccinales menées sont encore au stade

préclinique.

1. Modéles animaux

La réceptivité et la sensibilité au toxoplasme sont trés variables d’une espéce a une autre et méme
varient en fonction des lignées génétiques au sein d’une méme espéce. Parmi les rongeurs de
laboratoire, la souris et le hamster doré sont particuliérement réceptifs et sensibles : ils meurent
rapidement (en 6 a 8 jours) aprés injection intrapéritonéale de tachyzoites du génotype I. Ces animaux
sont utilisés pour le diagnostic biologique de la toxoplasmose, pour la préparation d’antigénes, ainsi

) A\ 7. Py . . s .
qu’en tant que modeles dans les expériences d’élaboration de nouveaux vaccins, quelqu’en soit

I’espece cible finale.

1.1. La souris

Chez la souris, la réceptivité et la sensibilité a I’infection sont en partie déterminées génétiquement,

les études utilisent donc des lignées différentes de souris. Par exemple :

-la lignée C57BL/6, trés sensible a I’infection toxoplasmique,
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-la lignée CBA/J, trés résistante.

L’emplacement de certains génes influengant le pouvoir pathogeéne du toxoplasme a été identifié dans
I’espéce murine: il s’agit de génes situés au sein des loci H2-L et H2-D du CMH. Certaines souris
possédant les alleles » ou & d’un gene de la région D du complexe H2 développent de séveres
encéphalites durant la phase chronique de l’infection toxoplasmique (souris des lignées CBA/J,
C3H/HeJ et C57BL6). D’autres possédant I’allele d ne présentent pas d’encéphalite (souris BALB/c et
A/)) (Garcia J.L, 2009).

Letscher-Bru V a étudié I’effet de la vaccination avec la protéine SAG1 de Toxoplasma gondii sur
I’incidence de la toxoplasmose congénitale chez des souris de différentes lignées (Letscher-Bru V. et
al., 2003). Chez les souris BALB/c (H-2%), la vaccination a réduit de 50% le nombre de feetus infectés
in utero et a entrainé une réponse immune a la fois de type 1 et 2. Chez les souris CBA/J (H-2"), la
vaccination a augmenté le nombre de feetus infectés de 50% et a été associée a une réponse immune de
type Th2 prédominante (Letscher-Bru V. et al., 2003). On voit donc I’influence du bagage génétique

sur la réponse immunitaire observée.

Les observations faites sur la souris ne sont pas toujours transposables a d’autres animaux et a
I’homme. Par exemple, la toxoplasmose congénitale est transmissible plusieurs fois in utero chez la
souris (méme par des femelles séropositives avant la gestation) tandis que ce n’est pas le cas chez les
ovins ou les humains. Seules les souris de la lignée BALB/c sont intéressantes pour 1’étude de la
toxoplasmose congénitale, car chez ces souris, la transmission verticale n’est possible qu’une seule

fois (Garcia J.L, 2009).

1.2. Lerat

Le rat a une grande résistance naturelle a ’infection : il peut supporter d’emblée des doses infectantes
trés ¢élevées de parasites trés virulents. Ceci permet 1’entretien prolongé du toxoplasme in vivo. Cette
différence de sensibilité avec la souris est la conséquence d’une multiplication trés lente du
toxoplasme dans les macrophages du rat (Euzeby J., 1998).

De plus, le rat semble étre un modéle plus pertinent pour 1’étude de la toxoplasmose congénitale

humaine.
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2. Evaluation de Defficacité vaccinale

L’efficacité vaccinale peut étre évaluée expérimentalement de diverses maniéres :

-par la réduction de la mortalité a la suite d’un challenge avec une souche Iétale,

-par la réduction de la charge parasitaire (estimée soit par le nombre de kystes dans le cerveau soit par
PCR quantitative),

-par la réduction de la transmission materno-feetale.

Ces techniques ne sont pas applicables chez I’homme.

Afin de pouvoir comparer I’'immunogénicité d’un antigéne fixé délivré avec différents vecteurs et
associ¢ a différents adjuvants, les protocoles des études vaccinales devraient étre standardisés.

Jongert propose un ensemble de directives minimales pour la standardisation des protocoles d’étude :
(Jongert E. et al., 2009)

1. Si les vaccins ont pour objectif d’enrayer la formation de kystes chez les modéles animaux, le
nombre de kystes cérébraux doit étre le critére principal d’étude (et non pas le taux de survie).

2. Lors d’infection expérimentale avec des kystes tissulaires, il est possible d’utiliser de 1’émulsion
cérébrale mais celle-ci doit étre administrée par voie orale.

3. Les animaux immunisés doivent €tre soumis au minimum a deux épreuves d’infection par deux
isolats de souches différentes de Toxoplasma gondii. La mise en évidence d’une protection contre le
génotype II uniquement n’est pas suffisante pour démontrer I’existence d’une immunité protectrice
contre les autres génotypes.

4. L’immunisation doit étre faite sur plusieurs lignées différentes de souris de laboratoire,
préférentiellement les souris BALB/c et C57BL/6 ou C3H/HeN.

5. L’efficacité vaccinale doit étre également testée sur des souris hybrides, dont la génétique reflete

plus celle des autres animaux et de ’homme.

Cependant, rien n’assure que les résultats obtenus sur rongeurs, si bons soient-ils, puissent étre par la

suite transposés au chat (qui nous intéresse ici) ou a I’homme.

3. Vaccins vivants atténués

Il s’agit des vaccins formulés a partir du parasite entier vivant. Parmi les approches classiques, ils
constituent la stratégie vaccinale la plus couramment utilisée. IlIs reposent sur 1’utilisation d’un
microorganisme apparenté apathogéne ou peu pathogéne pour I’espéce cible ou d’un microorganisme
atténué par passages successifs en culture cellulaire ou sur une espece différente de ’espéce cible,
permettant alors 1’apparition et la sélection de mutants avirulents ou trés peu virulents (7izard LR.,

2008). Ces agents infectieux atténués gardent la capacité de se multiplier chez 1’hote, et cette
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multiplication est associée a une bonne réponse immunitaire humorale et cellulaire, proche de celle
observée dans la nature contre le pathogene ciblé. Mais cette propriété de multiplication laisse craindre
une possible réversion vers un phénotype virulent (Van Oirschot J.T. et al., 1997). Aujourd’hui, des
méthodes plus rationnelles reposant sur une délétion ou une mutagenese ciblée des génes de virulence
des pathogenes sont préférées. Le risque de réversion a la virulence est alors moindre (Horzinek M.C.
et al., 1997) et apres vaccination, I’absence d’anticorps contre le produit du ou des génes délétés induit
une différence de profil immunitaire entre animaux vaccinés et infectés trés intéressante d’un point de

vue diagnostic (Van Kampen K.R., 2001).

Tableau 5 : Avantages et inconvénients des vaccins vivants atténués.

(Horzinek M.C. et al., 1997 ; Van Oirschot J.T. et al., 1997)

Avantages

Inconvénients

-Ce type de vaccins induit une stimulation
immunitaire similaire a celle engendrée lors
d’une infection par le virus sauvage, et donc une
immunité généralement plus rapide et plus
durable que celle obtenue avec des vaccins a
agents inactivés,

-Une seule injection de primo-vaccination est
nécessaire et la réplication de ’agent au sein de
I’hdte permet une stimulation antigénique
persistante de I’'immunité a médiation humorale
et cellulaire, ainsi que 1’établissement d’une
mémoire immunitaire,

-Ces vaccins peuvent étre administrés par voie
muqueuse (voie d’infection naturelle), a I’origine
d’une immunité locale,

-Ils provoquent trés peu d’effets secondaires et

sont peu cotliteux a la production.

Ces vaccins peuvent se répliquer chez I’hote,
d’ou I’existence de certains risques tels que :

-une virulence résiduelle liée a une technique de
production inadaptée,

-une réversion de virulence par mutation chez
I’hote,

-la recombinaison avec d’autres virus,

-la pathogénicité pour d’autres especes,

-la contamination par d’autres agents (bactéries,

virus, mycoplasmes)

Ainsi, il est recommandé d’éviter I’utilisation de vaccins a agents vivants dans le cadre de la
vaccination d’animaux immunodéprimés (risque de développement de I’infection), de jeunes agés de
moins de quatre semaines ou de femelles gestantes (activité tératogéne potentielle) (Pearson R.C. et

al., 1986).
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Enfin, des conditions particuliéres de conservation et de manipulation doivent étre respectées
(stockage au froid, usage modéré de produits désinfectants) (Horzinek M.C. et al., 1997 ; Pearson R.C.
etal, 1986).

Chez les petits ruminants et le chat, seuls les vaccins vivants atténués sont a ce jour (ou ont été)
utilisés sur le terrain. Nous étudierons les particularités du vaccin félin en question (souche T 263) a

I’occasion d’un chapitre ultérieur.

3.1. Chez les petits ruminants

=La souche atténuée S 48

Le vaccin OVILIS®, TOXOVAX (commercialisé¢ par la Société INTERVET sur le marché européen
et Néo-zélandais) est utilisé uniquement chez les ovins, afin de prévenir une infection pendant la
gestation et donc 1’avortement. Il s’agit d’une suspension de tachyzoites de la souche S 48 de
Toxoplasma gondii, isolée a partir de membranes feetales d’un avortement d’agneau en Nouvelle-
Zg¢lande et atténuée par passages successifs chez la souris. Cette souche a perdu sa capacité a former
des kystes tissulaires (souche non kystogéne et peu pathogéne) car la différenciation des tachyzoites en
bradyzoites ne se fait plus. Elle ne peut donc pas induire d’infection chronique (Buxton D., 1993). Les
tachyzoites de la souche S48 induisent chez le mouton une infection de courte durée (environ 14 jours)
avant d’étre éliminés par le systéme immunitaire de I’hdte. Les brebis doivent étre vaccinées par voie
intramusculaire au moins 3 semaines avant la période de reproduction (on vaccine a partir de 1’age de
5 mois). Cette vaccination impose un temps d’attente lait et viande de 6 semaines. Le titre en Ac
atteint un pic a 6 semaines et la réponse immune induite par le vaccin semble mettre en jeu a la fois les

LTCD4+, LTCD8+ et I'IFN v, qui assurent la destruction des tachyzoites (Bhopale GM., 2003).

La vaccination prévient ’avortement chez les femelles infectées par une souche pathogene (protection
de 70 a 80%, Buxton D., 1993), sans éviter I’infection du foetus, et ne garantit pas pour autant
I’absence de kystes dans la viande (une contamination naturelle antérieure a la vaccination pourrait
avoir induit la formation de kystes) (4FSSA, 2005 d’aprés Buxton D. et Innes E.A., communication

personnelle, 2005).

L’immunité conférée est durable (jusqu’a 18 mois) et pourrait couvrir deux saisons d’agnelage ; en

grande Bretagne, on conseille un rappel tous les deux ans (Euzeby J., 1998).

L’inconvénient majeur du vaccin constitué par la souche S 48 est sa difficulté de conservation car la
préparation contient des tachyzoites. De plus, son administration requiert des précautions particuliéres

puisqu’il s’agit d’un agent zoonotique.
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sMutant Mic 1-3 KO (Knock-Out)

En 2004, une demande de brevet a conjointement été déposée par I'INRA, le CNRS et I’Université de
Tours pour un nouveau vaccin anti-toxoplasme : « TOXO KO » qui utilise une souche mutée de
Toxoplasma gondii (souche RH). Deux genes jouant un rdle dans la virulence du protozoaire : Micl et
Mic3 sont délétés par la technique du Knock-Out (ou recombinaison homologue). Cette mutation est

stable et prévient tout risque de retour accidentel a la virulence.

Les protéines de micronémes (MICs) se lient a des récepteurs de la cellule hote. La désorganisation du
géne Micl ou Mic3 provoque une légére baisse de virulence chez la souris, tandis que le mutant

double KO (Mic 1-3 KO) a une virulence fortement atténuée.

Chez la souris (souche OF1), I’'immunisation avec ce mutant double KO permet d’obtenir une forte
réponse humorale et cellulaire de type Thl avec une protection notoire contre la toxoplasmose
chronique : plus de 96% de réduction des kystes cérébraux (Ismael A.B. et al., 2006). 11 confére aussi

une haute protection contre I’infection congénitale (survie de 100% des nouveau-nés).

Une étude réalisée chez 12 brebis séronégatives vaccinées par voie sous-cutanée (et soumises a une
épreuve infectieuse par voie orale a mi-gestation) a permis de mettre en évidence une protection contre

I’avortement dans 90% des cas (Mévélec M.N. et al., 2008).

Les recherches sur I’effet protecteur de la souche atténuée « TOXO KO » sont actuellement

poursuivies et les premiers vaccins pourraient étre mis sur le marché dés 2012.

3.2.Chez la souris

*Mutant privé de carbamoyl phosphate synthétase 11

La carbamoyl phosphate synthétase Il catalyse de nombreuses réactions du cytosol comme la synthése
des bases pyrimidiques (dont ’uracile). Les souches RH mutantes de Toxoplasma gondii, déficientes
en cette enzyme, sont totalement avirulentes chez les souris immunocompétentes mais également chez
les souris déficientes en IFN y (Fox B.A. et Bzik D.J., 2002). Une unique injection de cette souche
mutante chez des souris BALB/c induit une immunité protectrice a long terme contre une infection

intra-péritonéale avec des tachyzoites de la souche RH (génotype I).

»Tachyzoites CTK11 (Radke J.R.et White M.W., 1999)

1l s’agit de tachyzoites de la souche RH de Toxoplasma gondii, exprimant les séquences codantes de la
fusion de I’acétyltransférase du chloramphénicol et de la thymidine kinase de I’Herpes Virus Simplex

(CAT-HSTK). L altération de la biosynthése de la pyrimidine rend le parasite avirulent chez la souris
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car il devient susceptible a une augmentation du niveau de thymidine dans la cellule hote et sa
croissance est ainsi stoppée. Par contre, il a été démontré que la viabilité des tachyzoites CTK11 (taux
de croissance, invasion des cellules hotes, viabilité extracellulaire) n’était pas affectée par rapport a la
souche parentale RH. De plus, le degré d’atténuation du parasite peut étre modulé par 1’addition de
thymidine exogeéne, notamment chez les souris KO pour I’IFN vy, d’ordinaire incapables de controler
I’infection, méme avec des souches avirulentes : ces souris peuvent survivre a une administration de

CTK11, si elles recoivent quotidiennement de la thymidine par injection sous-cutanée.

La vaccination des souris avec les tachyzoites CTK11 permet leur survie & une infection avec la
souche RH. L’atténuation de la prolifération des tachyzoites par leur transfection avec ’HSTK " semble

donc étre une stratégie efficace.

4. Vaccins inactivés

L’agent infectieux contenu dans ce type de vaccin est par définition incapable de se multiplier chez
I’hote : il est inactivé par différentes méthodes physiques ou chimiques, ou certaines sous-unités de cet
agent sont obtenues par purification ou génie génétique (protéines ou peptides immunogenes). Les
vaccins inactivés présentent une bonne stabilité et innocuité mais I’immunogénicité des protéines peut

étre altérée par les différentes techniques de production.

Tableau 6 : Avantages et inconvénients des vaccins inactivés.

(Horzinek M.C. et al., 1997 ; Pearson R.C. et al., 1986)

Avantages Inconvénients

Ce type de vaccin permet d’éviter tout risque de | -Afin ~ d’obtenir une  réponse  immune
virulence résiduelle ou de réversion a la | satisfaisante, ces vaccins doivent contenir une
virulence, permettant une utilisation stire chez les | quantité importante de I’agent pathogéne inactivé
sujets a risque. et nécessitent fréquemment la  présence
d'adjuvants, deux facteurs qui expliquent leur
colt de production plus élevé,

-La présence obligatoire d’adjuvants induit une
toxicité a I’origine d’effets secondaires locaux et
systémiques ainsi que de réactions
d’hypersensibilité,

- De plus, ces vaccins ne donnent souvent qu’une
immunité courte, nécessitant des rappels assez

rapprochés.
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4.1.Vaccins protéiques

De nombreux essais vaccinaux ont déja ét€ menés avec des vaccins protéiques (voir Annexe 5), ci-

dessous sont citées quelques-une de ces études vaccinales.

=Antigéne membranaire : SAG1 (P 30)
Des souris vaccinées par voie intranasale avec la protéine SAG1 adjuvée par des entérotoxines
thermolabiles d’Escherichia Coli: LTR72 et LTK63 ont montré un nombre de kystes cérébraux

significativement moindre (étude déja évoquée lors de la présentation des adjuvants utilisés :

Bonenfant C. et al., 2001).

=Antigéne somatique : MAGI1 (spécifique des kystes tissulaires)
L’immunisation des souris avec la protéine recombinante MAG 1 entraine une réduction significative
des kystes cérébraux apreés infection et permet la survie de 60% des souris immunisées apreés une

exposition infectante a 500 kystes d’une souche de génotype II (Parmley S. et al., 2002).

Le mécanisme immunitaire responsable de 1’augmentation du taux de survie des souris immunisées
avec rTMAGT n’est pas connu mais on suppose qu’elle est due a une meilleure ¢limination locale des
bradyzoites dans I’intestin pendant la phase initiale de l’infection orale. Si moins de parasites
échappent a I’immunité muqueuse pour établir I’infection, la charge parasitaire en phase aigu€ sera

réduite, donnant une meilleure chance au systéme immunitaire d’éliminer les parasites disséminés.

Ceci met en avant I’intérét d’un vaccin contenant a la fois des composants antigéniques de bradyzoite
et de tachyzoite car les parasites échappant a I’immunité intestinale spécifique des bradyzoites seraient

alors ciblés par I’immunité spécifique des tachyzoites dans les autres tissus.

=Antigéne métabolique : ROP1 (antigéne de rhoptrie)
La vaccination de souris avec la protéine ROP1 adjuvée par le salbutamol par voie intranasale a déja

été évoquée lors de I’étude des adjuvants (Fermin Z. et Bout D., 1999).
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4.2.Vaccins a ADN

=Vaccins monoantigéniques

* Antigene membranaire : SAG1 (P 30)
L’immunisation de souris (par voie intramusculaire) avec un plasmide exprimant le géne codant pour
SAG1 a permis d’obtenir des réponses immunes humorale et cellulaire protectrices. Les souris
immunisées ont survécu a une infection par des kystes tissulaires d’une souche de génotype I,
contrairement aux souris témoins. Elles présentent également moins de kystes cérébraux que les souris
témoins. Par contre, aucune protection n’a été observée lors d’infection par des tachyzoites de la

souche virulente RH (génotype I) (Angus C.W. et al., 2000).

Plusieurs autres études avaient déja rapporté ’efficacité partielle de la vaccination avec 1’antigéne
SAG]1 chez des souris (Biilow R. et Boothroyd J.C., 1991 ; Aosai F. et al., 1999 ; Nielsen H.V. et al.,
1999).

*Antigene cytoplasmique : GRAL
L’immunisation de souris par un vecteur plasmidique contenant la séquence d’ADN de la protéine
GRA1 a permis de mettre en évidence une protection de 75 a 100% des souris vaccinées (Scorza T. et

al., 2003).

L’immunisation de moutons avec un Mycobacterium bovis recombinant (BCG) sécrétant la protéine
GRA1 a permis d’obtenir une réponse cellulaire spécifique caractérisée par une prolifération
lymphocytaire sanguine et par la production d’IFN vy, par contre, aucune production d’anticorps anti-

GRA1 n’a été détectée (Supply P. et al., 1999).

*Antigéne métabolique : antigéne de rhoptrie, ROP2

La réponse immune induite par I’injection d’un plasmide a ADN codant pour la protéine ROP2 a été
étudiée chez trois souches de souris : BALB/c, C57BL/6 et CBA/J (Leyva R. et al., 2001). La réponse
immune observée est mixte (Th1/Th2) et n’est pour I’instant pas protectrice contre I’infection par la

souche virulente RH.
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=Vaccins a ADN multiantigéniques

La combinaison d’antigénes stimulants a la fois la réponse humorale et cellulaire, et représentant
plusieurs stades parasitaires pourrait permettre d’améliorer la vaccination a ADN anti-toxoplasme. La
question soulevée par ces vaccins multiantigéniques est la relative contribution de chaque antigéne
dans la protection ainsi obtenue. Voici quelques exemples d’essais vaccinaux multiantigéniques menés

contre Toxoplasma gondii.

*Antigenes métaboliques : antigenes de micronemes (Beghetto E. et al., 2005)

Divers antigénes de micronémes, portant des épitopes B (susceptibles d’étre reconnus par des Ac), ont
été utilisés dans I’étude menée par Beghetto (2005): MIC2, MIC4, M2AP (MIC2 Associated-Protein)
et AMA1(Apical Membrane Antigen 1). MIC2, MIC3, MIC4 et M2AP contiennent également des
épitopes T (Beghetto E. et al., 2005).

La vaccination avec ’ADN de ces antigénes (cloné dans un vecteur plasmidique de mammifere :
pcDNA3) a permis la réduction de 84% du nombre de kystes cérébraux chez des souris infectées
expérimentalement par des kystes parasitaires d’une souche avirulente de génotype Il de Toxoplasma

gondii (Beghetto E. et al., 2005).

*Antigéne membranaire et antigene métabolique : SAG1+ ROP2 (Zhang J. et al., 2007)

Les souris immunisées avec un plasmide codant pour les 2 antigénes présentent un taux de survie
important aprés infection avec la souche RH. La réponse immune induite est plus forte que lors
d’immunisation avec un plasmide n’exprimant qu’un seul géne. De plus, la co-administration d’un
plasmide encodant I’IL-12 murine comme adjuvant a permis une protection bien meilleure.

Une étude ultérieure utilisant le plasmide pSAG1-ROP2-SAG2 adjuvé par pIL12 a permis d’obtenir
une meilleure protection que I’étude précédente (Cui Y.L. et al., 2008). Ce vaccin trigénique montre

une efficacité supérieure a celle des vaccins bigéniques ou monogéniques testés.

*Antigene membranaire et antigene cytoplasmique : SAG1 + GRA4 (Mévélec M.N. et al.,
2005)
Un meilleur taux de survie (75%) est obtenu lors de I’immunisation de souris avec les 2 plasmides
simultanément. Précédemment, I’immunisation avec 1’un ou I’autre des plasmides seul avait permis
d’atteindre un taux de survie de 62%. La protection est encore renforcée lors de co-inoculation avec le

plasmide codant pour le GM-CSF (87% de survie). De plus, ce vaccin multiantigénique adjuvé par le
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GM-CSF s’est avéré apporter une protection significative contre la toxoplasmose chronique et une

protection partielle contre la toxoplasmose congénitale.

*Antigenes cytoplasmiques et antigene métabolique : GRA1 + GRAT+ ROP2 (Jongert E. et
al., 2007)
La vaccination des souris avec ce « cocktail » d’antigénes a permis d’obtenir une réponse humorale et
cellulaire satisfaisante et une protection compléte contre la toxoplasmose aigué€ lors d’infection par la
voie naturelle. La quantité de kystes cérébraux a été réduite de 81% chez les souris vaccinées. Des
taux similairement élevés ont été obtenus avec une vaccination bigénique composée des antigenes
GRA1 et GRA7 (89% de réduction des kystes cérébraux), GRA7 et ROP2 (79% de réduction) mais
pas avec GRA1 et ROP2.
Lors de vaccination monogénique, seule la vaccination avec le géne GRA7 a permis d’obtenir une
bonne protection et une forte production d’IFN y. GRA7 est une protéine plus immunogeéne et ceci est
corrélé a I’induction de cette forte production d’IFN y en réponse a 1’antigéne.
Ainsi, GRA7 semble étre un élément indispensable des formules multiantigéniques pour la vaccination

contre Toxoplasma gondii.

Ces formulations multiantigéniques se révelent la plupart du temps plus efficaces, mais
certains aspects complexes de la réponse immune induite restent parfois inexpliqués et le juste choix
des antigenes s’avere primordial.

11 est possible d’augmenter 1’efficacité des vaccins 8 ADN par divers moyens chez des animaux autres
que les modéles de laboratoire (utilisation d’adjuvants moléculaires co-exprimés dans les plasmides,
¢électroporation...) (Smooker PM. et al, 2004). Cependant, des améliorations doivent encore é&tre
faites avant d’atteindre une efficacité maximale qui permettrait de réelles applications en médecine

vétérinaire ou humaine.

=Cas de ’ELI (Expression Library Immunization)

C’est un systeme d’expression multivalent qui utilise ’ADN génomique entier du parasite ou I’ADN
spécifique de stade afin de générer un vaccin. Utilisée pour la vaccination contre Toxoplasma gondii
(Fachado A. et al, 2003), ’ELI a induit une réponse immune protectrice au long terme de type Thl et
a permis d’obtenir un taux de survie significatif chez des souris BALB/c infectées par la souche RH,

6 mois apres I’immunisation par un plasmide eucaryote.
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C. La vaccination féline

1. Vaccin déja élaboré : un vaccin vivant atténué

Pour vacciner le chat, on a d’abord essayé d’utiliser un antigéne hétérologue, fourni par un
toxoplasmatiné voisin du toxoplasme, Hammondia hammondi, agent d’une coccidiose du chien, mais

les résultats furent décevants (Euzeby J., 1998).

1.1.Lasouche T 263 : caractéristiques et obtention.

Le seul vaccin félin qui a été testé sur le terrain aux Etats-Unis est issu d’une souche mutante atténuée

du toxoplasme : la souche T 263.

Cette souche induit une immunité qui permet de supprimer 1’¢élimination d’ookystes chez le chat.
L’infection coccidienne se limite a la schizogonie, sans gamétogonie ni formation d’ookystes : la
partie sexuée du cycle coccidien n’a pas lieu car un seul gamonte (méale ou femelle) est produit. Ceci
permet de diminuer la pression parasitaire dans I’environnement mais ne protége en revanche pas
I’animal de I’infection. L’administration du vaccin se fait par voie orale (administration de bradyzoites

vivants de la souche mutante).

La souche T 263 a été élaborée par incubation de tachyzoites de la souche C (de génotype III) de
Toxoplasma gondii avec du N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine (agent mutagéne). Ensuite, les
tachyzoites sont cultivés sur fibroblastes humains ou murins dans un milieu contenant de 1’adénine
arabinoside (Ara-A). Les mutants résistants a I’ Ara-A subissent a nouveau des mutations au contact de
I’éthyl-nitroso-urée. La souche mutante T 263 de Toxoplasma gondii a été sélectionnée parmi
plusieurs clones obtenus (117 clones en tout) parce qu’elle induit une immunité protectrice chez le
chat et prévient la formation d’ookystes apres infection par une souche sauvage (Frenkel J.K. et al.,

1991).
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Figurell: Origine de la souche T-263.3 ARA-A résistante de Toxoplasma gondii
(Choromanski L.et al., 1995 d’apres Frenkel J K. et al., 1991).

culture sur fibroblastes humains en
presence d'’ARA-A (adénine
arabinoside) et d'un agent mutagene
(éthyl-nitroso-urée) -> sélection de la
souche mutante "T-263" résistante a
I'ARA-A et sans formation d'ookystes.

ookystes d Toxoplasma 3 passages des
isolés a la faculté de médecine #  tachyzoites sur

de Dartmouth en 1977 et souche T 263.3 o souris.
désignés comme appartenant stk
ala "souche C".

La vaccination, opérée par voie orale, nécessite deux administrations a intervalle de 3 ou 4 semaines
d’un vaccin renfermant 1000 bradyzoites. Le vaccin doit étre maintenu congelé jusqu’a son utilisation

car les parasites ne survivent que quelques heures a température ambiante.

Frenkel et al. (1991) ont montré que 1’administration de bradyzoites de la souche T-263 permettait
d’empécher I’excrétion d’ookystes chez 84% des chatons vaccinés (31 chatons sur 37) et soumis a une
infection expérimentale par voie orale, utilisant des bradyzoites de la souche sauvage T 265 de
Toxoplasma gondii.

Freyre a obtenu 100% d’inhibition de I’excrétion d’ookystes chez des chatons immunisés avec des
bradyzoites de la souche T-263 (Freyre A. et al., 1993). Par contre, la méme protection contre
I’excrétion d’ookystes n’est pas obtenue avec 1’administration de tachyzoites de la souche T-263,
méme lorsque cette administration est faite directement par voie duodénale (afin d’éviter la digestion
pepsique), et ce malgré le développement de forts taux d’anticorps (Freyre A. et al., 1993). Cette
absence d’immunisation compléte chez les chats vaccinés avec un inoculat de tachyzoites reste

inexpliquée.
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1.2. Etude des risques vaccinaux.

Une ¢étude sur 203 chatons et chats sains (de 2 a 24 mois), séronégatifs pour Toxoplasma gondii, a été
entreprise afin de démontrer la stabilité de la souche T 263 et son incapacité a produire une
toxoplasmose clinique et a entrainer ’excrétion d’ookystes (Choromanski L .et al., 1995).
L’administration du vaccin (bradyzoites vivants de la souche T263) se fait par voie orale. Les résultats
montrent que le vaccin est 100% sécuritaire: aucun des 203 chats vaccinés n'a excrété d'ookystes ni n'a
montré de signes de toxoplasmose clinique aprés la vaccination.

Il a été également montré lors de cette étude que la souche vaccinale était incapable de subir une
réversion a la virulence ou a la formation d’ookystes et ne pouvait survivre a des passages successifs
sur différents hotes définitifs (chats). De plus, cette souche est inexistante dans 1’environnement car
elle ne peut se reproduire chez I’HD, le cycle est donc incomplet.

Lorsque les sujets vaccinés sont infectés par la leucose féline (donc potentiellement
immunodéprimés), 1’administration de la souche T 263 ne conduit pas a une ré-excrétion d’ookystes
en début d’infection (6 & 7 mois post infection). Par contre, s’il s’agit de chats infectés sur le long
terme par le FeLV (plus de 11 mois), il existe des risques vaccinaux : mort possible de 1’animal suite a
la leucose compliquée d’une toxoplasmose clinique. On en a conclu que le vaccin avec la souche T
263 pouvait exacerber une leucose féline avancée. Il a donc été recommandé d’utiliser ce vaccin

vivant atténué sur des chats sains exclusivement.

1.3. Résumé des caractéristiques du vaccin oral utilisant la souche T 263 (Choromanski L.et al.,
1995)

C’est un vaccin dont 1’utilisation est relativement sire :

-ce vaccin semble anodin pour les chatons/chats sains (absence de toxoplasmose clinique et
d’excrétion d’ookystes),

-la souche vaccinale ne subit pas de réversion & la virulence ou a I’excrétion d’ookystes lors de
passages successifs sur chatons sensibles. De plus, elle s’avére étre incapable de survivre a ces
passages successifs sur hote définitif, contrairement a la souche sauvage T-265,

-il reste phénotypiquement stable également lorsqu’il est soumis a des passages multiples sur souris
(afin de forcer une réversion de la virulence),

-il reste phénotypiquement stable lorsqu’il est administré a des chats immunodéprimés (chats positifs
pour le FeLV ou femelles gestantes),

-le vaccin est obtenu a partir d’une souche pure et dépourvu de souches mutantes annexes

accidentelles,
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-il se dissipe rapidement dans la sphére buccale des chatons tout juste vaccinés, ce qui rend le risque
de transmission a 1’homme négligeable (pour cette étude, les chercheurs ont tenté d’isoler des
bradyzoites de la souche T 263 de la cavité buccale des chats juste apres vaccination orale),

-enfin, le mutant T 263 est incapable de survivre dans 1’environnement.

La souche vaccinale peut étre distinguée de la souche sauvage car elle porte un marqueur génétique de
résistance & 1’adénine arabinoside (Ara-A®), ce qui lui permet de croitre dans des milieux contenant cet

anti-métabolite. Ceci peut étre utile dans le cadre d’un dépistage sérologique.

11 existe tout de méme certaines contre-indications vaccinales : il n’est pas recommandé d’utiliser ce
vaccin sur les femelles gestantes, sur les chats atteints du FeLV a un stade avancé ainsi que sur les

chats sous traitement immunosuppresseur.

La durée de I’immunité conférée n’est pas connue avec certitude, et a priori ne se prolonge pas toute la

vie du chat.

2. Etudes de terrain

Seul le vaccin félin issu de la souche T 263 a fait I’objet d’études de terrain afin d’observer les
éventuels bénéfices d’une vaccination du chat sur I’incidence de la toxoplasmose. Pourtant, les
modalités d’utilisation de ce vaccin étaient plutot inappropriées a une campagne de vaccination sur
une population importante de chats.

Par ailleurs, des modélisations mathématiques ont été récemment élaborées afin d’évaluer de maniére
prévisionnelle les retombées des diverses mesures de prévention qu’il est possible de mettre en place,

dont la vaccination.

2.1. Un exemple d’étude de terrain: évaluation de I'impact d’une vaccination féline sur la
prévalence de I’infection par Toxoplasma gondii chez les porcs
(Mateus-Pinilla N.E. et al., 1999)

=Objectifs et principes de I’étude

Cette ¢tude a été menée aux Etats-Unis (Illinois) dans plusieurs fermes porcines afin de déterminer
I’impact d’un vaccin félin sur la prévalence de I’infection par Toxoplasma gondii chez les porcs.
En effet, aux Etats-Unis, le porc est considéré comme la premiére viande source d’infections

toxoplasmiques humaines. L’origine principale de la contamination des porcs semble étre I’ingestion
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de nourriture et d’eau souillées par des ookystes rejetés dans les féces de chats. La transmission du
toxoplasme repose donc en majorité sur I’excrétion féline d’ookystes. La stratégie la plus efficace pour
réduire le risque d’infection des porcs est donc de contrdler I’infection et le rejet d’ookystes par les
chats des fermes et ce par la vaccination. L hypothése testée dans cette étude est que la vaccination des
chats de fermes permettrait une diminution de la prévalence de 7. gondii chez les truies, les porcs a
I’engrais, les souris et chez les chats non vaccinés auparavant.

Pour cette étude, le vaccin vivant atténué contenant des bradyzoites de la souche T 263 de T. gondii a
été utilisé. C’est aussi I’occasion de tester la faisabilité et 1’efficacité de ce vaccin sur le terrain.

Dans le cadre de I’étude, le vaccin fut administré oralement a tous les chats de plus de deux mois
capturés dans chaque ferme participant (8 fermes en tout) pendant 2 années consécutives. Puis chacune
de ces fermes a fait 1’objet de 3 visites durant I’année d’investigation ayant suivi la campagne de
vaccination (au printemps, au début et a la fin de 1’été). Des échantillons sanguins des porcs, ainsi que
des souris et des chats capturés ont été recueillis. De plus, des fragments de tissus encéphaliques et
cardiaques de rongeurs ainsi que des féces de chats ont été collectés. Le test d’agglutination modifié
(MAT) a été utilisé pour déterminer les titres en anticorps anti-toxoplasme dans le sérum des animaux
prélevés. Cette méthode ne permettant pas de différencier les anticorps vaccinaux des anticorps
naturels présents suite a une infection, seuls les chats capturés pour la premiére fois, donc non

vaccinés, ont été inclus dans 1’étude de séroprévalence.

sRésultats et facteurs limitants

L’année d’investigation, aucune excrétion d’ookystes n’a été détectée chez les chats capturés. Sur
I’ensemble des fermes de 1’étude, une baisse significative de la séroprévalence des porcs a
I’engraissement a été observée, ce qui se répercute directement sur le risque de transmission
zoonotique. Par contre, cette baisse n’était pas significative chez les souris (la séroprévalence initiale
étant déja trés faible) et chez les truies. Chez les truies, on impute ceci a une exposition antérieure plus
élevée et a un temps de séjour sur la ferme plus long par rapport aux porcs a 1’engrais, dont la
population est renouvelée tous les 6 mois et sur lesquels la répercussion des changements d’exposition
au parasite sera donc plus visible et rapide.

Une corrélation évidente est apparue entre les changements de séroprévalence pour 7. gondii chez les

jeunes chats et ceux observés chez les porcs a I’engraissement (voir Annexe 8).

Les suivis sérologiques des chats de 1’étude durant les deux années de campagne vaccinale ont permis
de montrer qu’il était possible de capturer et de vacciner une large proportion de jeunes chats (73%)
avant leur premiére exposition a une souche sauvage de 7. gondii.

Il est évident que I’induction d’une immunité vaccinale sur le terrain est moins efficace qu’en

laboratoire. Pour les jeunes chats de I’¢tude, le pourcentage de séroconversion était de 48% apres la
104



premiere vaccination et de 85% apres la seconde vaccination (cas des chats ayant été capturés 2 fois
pendant la campagne vaccinale). Dans des conditions de laboratoire, 1’étude de Frenkel avait montré
84% de séroconversion apres la premicre vaccination (Frenkel J.K. et al., 1991) et celle de Freyre,
100% de séroconversion apres la seconde vaccination (Freyre A. et al., 1993).

L’explication la plus probable de cet échec de séroconversion chez plusieurs chats de 1’étude serait une
immunodéficience de certains chats sauvages du fait de maladies intercurrentes et d’un état général
médiocre de ces animaux comparés a des chats de laboratoire; ceci constitue un frein a I’efficacité de
la stratégie vaccinale mise en place. Toutefois, la vaccination a eu un impact détectable sur la
prévalence de 7. gondii dans 1’écosystéme des fermes étudiées. On a donc appuyé 1’hypothése selon
laquelle le vaccin félin anti-toxoplasme permettrait de réduire la prévalence du parasite dans les

réservoirs infectieux des porcs fermiers.

Cependant, certains facteurs limitant la mise en ceuvre d’une campagne vaccinale sur le terrain ont pu
étre mis en avant :

-les chats doivent étre capturés en nombre suffisant afin de vacciner une majorité¢ de la population de
chats séronégatifs (c’est-a-dire non encore exposés a une souche sauvage du parasite, donc tres
jeunes). L’importance numérique des chats errants pose donc probléme,

-la capture des chats aux alentours des fermes, souvent peu accoutumés a la manipulation humaine,
s’avere difficile et une anesthésie est fréquemment nécessaire a I’administration du vaccin. Le fait que
1’on vise plutdt une population de jeunes chats, plus manipulables est donc, dans ce cas, un avantage,
-le vaccin doit étre conservé dans 1’azote liquide et délivré dans les 15 minutes aprés décongélation
pour une efficacité maximale (Choromanski L. et al., 1995). Ceci rend les manipulations quasiment

irréalisables en pratique.

Le bilan de cette étude, menée a 1’échelle d’une ferme (qui était 1’unité d’analyse statistique ici),
pourrait étre extrapolé a celle d’une région ou méme d’un pays, et confirme alors 1'utilité de la
vaccination féline dans la lutte contre 1’infection toxoplasmique des espéces de rente, et donc
indirectement, de ’homme. Cependant, il apparait aussi que la mise en place d’une telle prophylaxie
est difficile, tant dans son organisation que dans sa réalisation, et ce d’autant plus que le champ

d’action voulu est étendu (un pays tout entier par exemple...).
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2.2. Simulation informatique de I’impact de la prévention vaccinale féline dans les fermes porcines.
(Mateus-Pinilla N.E. et al., 2002)

Appliqué a I’étude de Mateus-Pinilla N.E. (1999) précitée, un modéle de simulation dynamique assisté
par ordinateur a permis d’investiguer la transmission de Toxoplasma gondii dans les populations de
chats et de porcs au sein de 1’écosystéme constitu¢ par ’unité de production porcine (la ferme).
Plusieurs parameétres censés hypothétiquement diminuer I’infection des porcs a 1’engrais ont été
modulés dans diverses simulations :

-la vaccination des chats (deux programmes de vaccination différents ont été testés : la vaccination de
terrain pratiquée lors de 1’étude précédente et une vaccination au sevrage),

-I’augmentation de la proportion de chats capturés pour la vaccination : 0, 50 ou 75% des chats,

-la diminution du nombre initial de chats : 50, 40, 30, 20 ou 10 chats,

-la baisse du taux de prévalence initial des chats pour Toxoplasma gondii : 90, 60 ou 30%,

-la diminution du temps de survie des ookystes : 52, 39 ou 26 semaines.

L’étude réalisée en 1999 (Mateus-Pinilla N.E. et al., 1999) ne permettait pas de distinguer les effets de
la vaccination des fluctuations naturelles associées a la survie des ookystes, au nombre de chats
présents et a leur prévalence initiale car il n’y avait pas de fermes témoins (non vaccinées). Le modele

de simulation proposé permet de pallier ce manque.

Les résultats ont montrés que la diminution de la prévalence chez les porcs a 1’engrais était d’abord
corrélée a la diminution du nombre de chats sur la ferme, puis a la diminution du temps de survie des
ookystes et enfin a la vaccination des chats (notamment par le programme de vaccination au sevrage).
Par contre, il s’est avéré qu’aucune corrélation n’existait entre la prévalence initiale des chats et la
prévalence des porcs a I’engrais.

La simulation a donc confirmé I’efficacité vaccinale (avec une efficacité supérieure du programme de
vaccination au sevrage) mais montre que I’impact d’une campagne de vaccination sur la prévalence
chez les porcs est inférieur a celui d’une diminution du nombre de chats présents a proximité des
fermes. De plus, si la vaccination permet une diminution de la prévalence de Toxoplasma gondii chez
le porc, I’infection n’est pas pour autant éradiquée : aprés 10 ans de vaccination, quel que soit le
programme vaccinal utilisé, Toxoplasma gondii est encore présent chez les porcs a I’engrais dans 67%
des simulations effectuées. Dans aucune étude le parasite n’est ¢liminé totalement de la population
féline, ceci du fait du maintien du parasite dans I’environnement et du haut taux de reproduction des
chats, fournissant en permanence de nouveaux hotes non immuns et donc sensibles. Ceci explique
I’impact majeur d’une diminution de la population initiale de chats. Ainsi, contréler la population de
chats apparait étre une stratégie plus efficace que la vaccination. Cependant, le nombre de chats

sauvages présents dans un habitat correspond au nombre que la niche écologique peut supporter. Le
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retrait des chats d’une zone d’exploitation ne ferait que créer une niche vide pour d’autres individus
(chats migrants, nouveaux-nés), qui seraient non immuns et donc plus sensibles. Le probléme ne serait
donc que temporairement résolu voire exacerbé a plus long terme. La solution serait donc la
stérilisation, menée en parallele avec une campagne de vaccination. Les deux stratégies combinées

devraient permettre de minimiser au mieux la transmission du parasite.

Tableau 7: Association de chaque facteur expérimental avec le pourcentage de simulations dans

lesquelles l'infection par Toxoplasma gondii a été éliminée chez les porcs a l'engrais

(Mateus-Pinilla N.E. et al., 2002).

Experimental Level Number of Percent with
factor simulations T. gondii elimination
in finishing-pigs

Vaccination Vaccination 180 33
No vaccination 45 27
Vaccination schedule Weaning 90 39
Field 90 27
Proportion of cats captured (%) 0 43 27
50 90 32
75 90 33
Qocyst survival (weeks) 26 75 47
39 75 28
52 75 20
Initial T. gondii prevalence in cats (%) 30 75 31
60 15 32
00 75 32
Initial number of cats 10 45 100
20 43 47
30 45 11
40 45 0
50 45 0

La vaccination des chats tout juste sevrés est intéressante, car plus efficace d’aprés le modele
informatique. Cependant, cette stratégie devrait nécessiter sur le terrain de cibler les moments ou la
population de chats récemment sevrés est maximale. Etant donné que la reproduction chez le chat a
lieu sur une large période, il faudrait pour potentialiser au maximum cette stratégie vaccinale,
administrer le vaccin continuellement dans la nourriture ou dans des appats. Mais ce mode
d’administration est impossible avec le vaccin T-263, qui doit rester congelé jusqu’a son

administration pour maintenir les bradyzoites en vie (Choromanski L. et al., 1995).
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Etonnamment, la prévalence initiale chez les chats n’est pas corrélée avec celle observée chez les
porcs, c’est en réalité le nombre de chats excréteurs qui importe, et non pas le nombre de chats
séropositifs. Ceci conforte la faible utilité du dépistage sérologique chez le chat. Les individus les plus

a risque sont les jeunes chats non immuns qui, s’ils s’infectent deviendront excréteurs.

Concernant la durée de survie des ookystes, il semble difficile de jouer sur les conditions
environnementales pour la diminuer. Ce parameétre ne donnera donc pas lieu & des mesures

préventives.

3. Essais vaccinaux chez le chat.

3.1. Vaccination par voie intra nasale avec des protéines de rhoptrie

(Garcia et al., 2007)

Une étude a été faite sur des chats vaccinés par voie intra-nasale avec des protéines de rhoptrie brutes
du toxoplasme adjuvées par de la saponine Quil-A afin d’évaluer les répercussions sur I’excrétion
d’ookystes (Garcia J.L. et al., 2007).

Aprés immunisation intra-nasale de chats séronégatifs avec 3 doses antigéniques (a 0, 21 et 42 jours),
les animaux sont soumis a une infection expérimentale avec 600 kystes de la souche VEG au 51°™
jour. Tous les chats immunisés ont subi une séroconversion (IgG et IgA détectées) et la protection a
été évaluée a 67%.

Chez 2 des 3 chats vaccinés avec des protéines de rhoptrie par la voie intra nasale, aucun ookyste de

28me ot e

Toxoplasma gondii n’a été trouvé lors d’observation au microscope dans les feces (entre le
15°™ jour aprés 1’infection expérimentale).

Dans cette étude, I’échantillon de chats est trés restreint : 3 chats vaccinés avec les protéines de
rhoptrie et Quil-A, 3 chats ayant recu du PBS (phosphate buffered saline) avec Quil-A, 3 chats n’ayant
recu que du PBS mais subissant quand méme 1’infection expérimentale et enfin 2 chats ayant recu du
PBS seul et non infectés. 1l est donc difficile de conclure a une protection vaccinale contre I’excrétion
ookystale, d’autant plus que nous avons déja évoqué la difficulté a mettre en évidence les ookystes de

Toxoplasma gondii dans les féces.
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3.2. Vaccination avec des souches de Toxoplasma gondii irradiées au Cobalt 60 (*° Co-irradiation)
(Omata Y. et al., 1996)

Les parasites irradiés conservent leur capacité a entrer dans les cellules mais sont incapables de se
multiplier une fois dans la cellule hote.

Chez la souris, la vaccination avec des tachyzoites irradiés au Cobalt 60 (souches RH ou Beverley de
Toxoplasma gondii) induit une immunité protectrice efficace méme lors d’infection expérimentale
avec la souche RH, trés virulente.

L’expérience a été renouvelée sur des chats et 1’efficacité d’une telle vaccination sur la prévention de
I’excrétion d’ookystes a été évaluée : seule la vaccination avec la souche non virulente de Toxoplasma

gondii (" Co-Beverley) permet de prévenir 1’excrétion d’ookystes chez seulement 3 chats sur 7.

3.3. Vaccination avec rROP2 vectorisé par I’herpesvirus félin de type 1 (FHV1)

(Mishima M. et al., 2002)

Le FHV, pathogéne spécifique des félidés, est rendu déficient en Thymidine kinase (TK) : FHVdITK,
ce qui permet de le rendre apathogéne chez le chat. L unité d’expression contenant le fragment d’ADN
qui encode le précurseur de ROP2 est insérée dans la région codante TK du virus FHV. L’avantage par
rapport aux vaccins 7Toxoplasma sous-unitaires, aux vaccins a ADN ou aux vaccins vivants est que le
FHVAITK se propage par contagiosité entre les chats, ce qui est trés intéressant dans le cadre d’une
immunisation collective sur le terrain mais les risques de mutation et donc de réversibilité a la
virulence sont alors fortement augmentés.

La vaccination des chats avec FHV/ROP2 induit la présence d’IgG reconnaissant 1’ Ag natif, dans le
sérum des chats. De plus, ces anticorps inhibent in vitro I’invasion des tachyzoites.

In vivo, la vaccination accélére la réponse en IgG aprés une infection par le toxoplasme et réduit le
taux de parasites localisés dans le cerveau chez le chat.

En revanche, la vaccination n’a pas permis une diminution du nombre d’ookystes rejetés par les chats,

1’ objectif principal n’est donc pas atteint.
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4. Bilan des études vaccinales menées sur le chat

Tableau 8: Tableau récapitulatif des études d’immunisation contre Toxoplasma gondii menées chez le

chat.

vaccin candidat

. o . animaux voie infection .
iilétleierl;e(s) + adjuvant utilisés d'administration | induite résultats obtenus Etude
bradyzoites vivants . ookystes de la 84% d’inhibition de Frenkel
voie orale souche T265, |, . . JK. et
de la souche T263 . I'excrétion d'ookystes
voie orale al, 1991
0
. . chats ookystes de la 190 o de . Freyre
bradyzoites vivants . . séroconversion et
SPF(specific | voie orale souche T265, | .. .. .. A. etal.,
de la souche T263 . d’inhibition de
pathogen voie orale \ [ , 1993
free) entre 9 l'excrétion d'ookystes
etll p -
semaines séroconversion chez
b 0 .
tachyzoites de la males et voie orale ou souche T265, 1 00. /(f fles ?hats mas Freyre
. , . inhibition incompléte | 4. et al.,
souche T263 femelles intraduodénale voie orale . "
de I'excrétion 1993
d'ookystes
Inhibition partielle de
chats l'excrétion d'ookystes
tachyzoites irradiés séronégatifs kystes I:j;fgf:éifﬁmn
Y pour . tissulaires de Omata Y.
au Cobalt 60, des Toxonl voie 1 h Beverley (seulement
plasma | . . a souche " etal.,
souches RH ou . intramusculaire 3 chats protégés sur
gondii de 3 Beverley (1I) 1996
Beverley mois, males par voie orale 7)3 ab.se.n.ce
of feI’nelles d’inhibition par
immunisation avec la
souche RH
antigéne ROP2 kystes absence de kystes
(souche RH) 8 siamois tissulaires de | cérébraux chez 100% | Mishima
vectorisé par SPF de 4 voie intranasale la souche des chats immunisés, | M. et al.,
rFHVdITK (feline mois Beverley (II) |pas d'influence sur 2002
herpesvirus type 1) par voie orale | I'excrétion d'ookystes
3 Short-hair
séronégatifs Kystes
. . pour ) . .
protéines de rhoptrie ' Toxoplasma o tissulaires de 67% dinhibition de Garcia
de tachyzoites de la | Quil-A ondii. entre | VOI€ intranasale la souche l'excrétion d'ookvstes J.L. et
souche LIV-5 FR VEG (1II) par YIS Val, 2007
males et ’ voie orale
femelles

Remarque : Ne figure pas dans ce tableau 1’étude de Choromanski (1995), pourtant menée sur des

chats, car celle-ci compléte 1’étude antérieure menée par Frenkel (1991) en s’intéressant a certaines

caractéristiques vaccinales (sécurité du vaccin pour le chat vacciné et pour I’homme administrateur,

cas des chats co-infectés par le FeLV, possibilités de transmission a I’homme...).
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Pour I’instant, la meilleure protection vaccinale obtenue reste celle avec le vaccin vivant atténué de la
souche T 263. Il faut noter qu’avec la méme souche vaccinale, Freyre (1993) a obtenu de meilleurs
résultats que Frenkel (1991). Ceci peut étre attribué a deux facteurs : d’une part, les chats ont recu
deux doses vaccinales dans I’étude de Freyre, contre une seule lors de I’étude de Frenkel ; d’autre part,
I’intervalle entre I’immunisation et I’infection expérimentale avec la souche sauvage était plus court
(28 a 40 jours) dans I’étude de Frenkel, que dans 1’étude de Freyre (47 jours aprés la deuxiéme

immunisation).

L’interprétation et la comparaison de ces différentes études s’averent trés difficiles car celles-ci ne
sont pas standardisées. Les facteurs de variation d’une étude a I’autre sont trop nombreux : souche
vaccinale, type de vaccin (vivant atténué, protéique, a ADN), dose d’inoculat, présence ou absence
d’adjuvant, voie d’administration, état physiologique des chats immunisés...

La réponse immunitaire est stimulée dans la majorité des cas (séroconversion obtenue chez la quasi-
totalité des animaux immunisés), mais la protection contre 1’excrétion d’ookystes conférée par cette
réponse est inconstante. Or le but d’une vaccination féline, on le rappelle, est d’enrayer totalement
cette excrétion. Il reste donc des progres a faire dans les formulations vaccinales, cette problématique

multifactorielle étant trés complexe.

=Le vaccin félin idéal

Un vaccin idéal doit induire une réponse en anticorps et lymphocytes T cytotoxiques de niveau élevé
et de longue durée contre les antigénes parasitaires ainsi qu’une mémoire immunitaire. Il doit aussi

étre sir, pratique a manipuler et avoir un colt raisonnable.

En synthétisant toutes les informations apportées précédemment, on peut énumérer les €léments qui
caractériseraient une formulation vaccinale contre Toxoplasma gondii idéale pour le chat :

-le vaccin doit a minima empécher I’excrétion d’ookystes par le chat (donc enrayer le cycle intestinal
du parasite) ou mieux, empécher également 1’infection du chat par Toxoplasma gondii,

-le vaccin doit stimuler I’immunité locale intestinale car la voie orale est la voie d’infection naturelle
du parasite. Par exemple, une vaccination per os permet d’induire une réponse immunitaire muqueuse.
De plus, cette voie d’administration permet d’envisager une vaccination des populations de chats
sauvages a I’aide d’appats alimentaires,

-pour ces raisons, le vaccin doit étre stable a température ambiante et les conditions de sa conservation
les moins contraignantes possibles,

-la production du vaccin doit étre facile en grande quantité et a faible cofit,

-I’immunité induite doit étre de longue durée afin d’espacer au maximum les rappels vaccinaux (point

important dans le cadre d’une campagne de vaccination en masse incluant les populations sauvages),
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-le vaccin doit étre str (pas de réversion a la virulence possible), a la fois pour I’animal et pour le
manipulateur humain. De plus, on doit pouvoir I’administrer a de jeunes chats, tout juste sevrés, avant
que ceux-ci ne se contaminent dans leur environnement,

-des antigeénes de tous les stades parasitaires doivent étre présents dans la formulation vaccinale et la
souche parasitaire choisie doit permettre une protection croisée, ceci afin d’induire une immunité
compléte contre le toxoplasme,

-la réponse immune cellulaire induite par la vaccination doit étre majoritairement de type Thl,

-si possible, les anticorps vaccinaux doivent pouvoir étre distingués des antigénes naturels (cette

exigence ne vaut que si on envisage des études de séroprévalence féline).

Les vaccins a ADN multiantigéniques répondent a la plupart de ces exigences, a condition d’étre
correctement vectorisés et adjuvés. Mais une administration par voie orale n’est pas encore
envisageable pour ce type de vaccins, ce qui en fait de mauvais candidats a une campagne vaccinale

féline de grande échelle, visant majoritairement les individus errants et sauvages.
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L’unique vaccin félin utilisé sur le terrain (souche T 263) ne présente certes pas toutes les
qualités requises pour une campagne vaccinale de grande importance. Pour autant, la seule étude ayant
évalué I’impact d’une prophylaxie vaccinale féline contre la toxoplasmose (Mateus-Pinilla N.E. et al.,
1999) a permis d’encenser une telle mesure en montrant sa répercussion positive sur la séroprévalence
des animaux destinés a la consommation, source majeure de contamination humaine.

De multiples outils vaccinaux sont a I’heure actuelle utilisés et avec la plupart des antigénes a
1’étude, un certain degré d’immunité protectrice a été obtenu, évalué par une augmentation du taux de
survie et une réduction du nombre de kystes cérébraux chez les animaux immunisés (voir Annexe 9 et
10). 11 est donc 1égitime d’aspirer a la mise au point future d’un vaccin félin efficace et compatible
avec les contraintes imposées par une vaccination a grande échelle.

Pour I’instant, seule 1’administration de tachyzoites vivants de la souche atténuée ts-4 de
Toxoplasma gondii (Gazzinelli R.T. et al., 1991) a permis d’établir une protection compléte et de
longue durée contre I’infection par la souche RH, sans signes de toxoplasmose aigué ou chronique
(formation de kystes) chez des souris de lignées variées. La variété des antigénes présentés au systéme
immunitaire de I’héte pourrait expliquer les meilleurs résultats obtenus avec des vaccins vivants
atténués par rapport aux vaccins a ADN. Il est probable que 1’activation de la réponse immune contre
la souche RH et I’amélioration de la protection obtenue contre les souches kystogénes puissent étre
obtenues avec une combinaison d’antigénes qui cibleraient simultanément le processus d’attachement
et d’invasion cellulaire et les protéines métaboliques du parasite. Ceci confirme I’intérét déja évoqué
d’une vaccination multiantigénique.

De méme, les espoirs d’une vaccination anti-toxoplasme humaine résident dans les vaccins a
ADN multiantigéniques codants pour des €pitopes trés immunogénes et adjuvés de maniére efficace.
Une étude réalisée sur des femmes enceintes déja infectées auparavant a montré que les antigenes
GRA1, GRA7 et SAGI1 pouvaient induire une réponse cellulaire avec production de cytokines de type
Thl chez une majorité de patientes en phase chronique de toxoplasmose (Fatoohi A.F. et al., 2002).
Ces antigénes sont donc des candidats pour 1’élaboration d’un vaccin permettant de prévenir une
toxoplasmose congénitale mais aucun d’entre eux n’a €té reconnu par tous les sujets simultanément.
La variation considérable dans les réponses cellulaires individuelles aux antigénes toxoplasmiques doit
étre considérée pour le développement d’un vaccin anti-toxoplasme humain (Fatoohi A.F. et al.,

2002).
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CONCLUSION

L’aspect zoonotique mondial de la toxoplasmose en fait une parasitose de premicre
importance ciblée par les organisations de santé publique comme la WHO, qui recommande
continuellement la collecte de données épidémiologiques sur 1’infection parasitaire. De telles données
sont primordiales pour déterminer I’importance relative des différentes sources d’infection humaine,
pour contréler la maladie et ses conséquences. Cependant, trés peu de pays dans le monde exercent

une surveillance épidémiologique de I’infection humaine, et encore moins de la toxoplasmose animale.

L’importance relative des différentes voies de transmission horizontale du toxoplasme a
I’homme reste encore tres discutée. Certaines études ont identifié la consommation de viande peu cuite
comme le principal facteur de risque, cependant il a ét¢ montré qu’au sein d’une population de
veégétariens stricts, plus de 47% d’entre eux étaient séropositifs (Tenter A.M. et al., 2000). En réalite,
la source principale d’infection par Toxoplasma gondii est différente d’une population a une autre en
fonction des cultures et des habitudes alimentaires. De nombreux facteurs ont un impact sur
I’épidémiologie du parasite : le type de gestion et le mode de production du bétail, les normes
d’hygiénes a 1’abattoir, la densité de chats ou de félins sauvages dans I’environnement, les conditions
environnementales ayant un impact sur la sporulation des ookystes (température, humidité, vent), la
localisation géographique, les habitudes de consommation humaine, etc. La place du chat dans la
transmission de cette parasitose est donc variable suivant les régions du monde mais de maniére
constante, le chat reste la source initiale de contamination de 1’environnement et indirectement des
hoétes intermédiaires et de ’homme. Il semble difficile de mettre en place des stratégies de controle qui
soient valables partout dans le monde et dans toutes les ethnies. La résolution du probléme a sa
source : empécher I’excrétion ookystale par la vaccination de 1’hote définitif (félin), pourrait étre une

solution a validité mondiale, mais une forte hétérogénéité persisterait sans doute dans son application.

Le développement des vaccins antiparasitaires a jusqu’alors peu intéressé [’industrie
pharmaceutique, car leur marché est peu solvable, les maladies cibles touchant des populations le plus
souvent démunies (exemple de la leishmaniose pour laquelle 90% des cas humains a répercussion
viscérale sont concentrés dans 5 pays : Bengladesh, Brésil, Inde, Népal et Soudan, ou du paludisme
qui agit en Afrique intertropicale). Mais les ouvertures semblent différentes dans le cas de la
toxoplasmose, beaucoup plus cosmopolite, et sévissant également dans des pays développés. Dans ces
pays développés, on a assisté ces dernieres décennies a une baisse de la prévalence de la maladie, sans

doute en partie du fait de 1’émergence des technologies de production modernes (les animaux sont
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gardés a l’intérieur, la nourriture et I’eau sont stérilisées, I’accés est rendu impossible aux autres
animaux comme les rongeurs, les oiseaux et les chats). Par contre, le récent engouement pour
I’¢levage en « plein air », le bien étre animal, les produits « bio » risque d’étre a 1’origine d’une
réémergence de I’infection. La nécessité de trouver une solution fiable et efficace pour combattre cette

parasitose est donc tout a fait d’actualité.

La difficulté d’une vaccination animale a grande échelle ne se confine pas a son élaboration
mais également a sa mise en place et son application : le choix de la population ciblée est important
(chats sauvages, chats domestiques, age des animaux lors de la vaccination...). Au terme de notre
réflexion, notre choix se portera sur I’ensemble des chatons juste aprés sevrage, et & minima sur les
populations de chats a proximité des zones d’élevage. Concrétement, la vaccination des chats de ferme
contre la toxoplasmose et le contréle de leur population pourrait étre incluse dans les programmes
d’Assurance Qualité de ces exploitations. Mais imposer une vaccination non thérapeutique aux
propriétaires de chats domestiques s’avére une mesure plus difficile a faire accepter, le vaccin félin
ayant pour principal objectif d’enrayer 1’excrétion d’ookystes, sans pour autant empécher I’infection
de I’animal. On pourrait donc qualifier cette mesure de « vaccination altruiste » (Frenkel J.K. et al ;

1991), le but étant le contréle d’une zoonose ubiquitaire, et non la préservation de la santé du chat.
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ANNEXE 1: Résistance des différentes formes de Toxoplasma gondii
(Euzeby J., 1998 ; AFSSA, 2005).

Pseudokystes et

Kystes a bradyzoites

Ookystes sporulés

tachyzoites
Chaleur (cuisson) Sensibles (30 min a | Sensibles (15 min a | Sensibles (I min a
50°C, Dubey J.P. et al., | 56,6°C, Dubey J.P. et | 60°C, Dubey J.P.,
1970a) al., 1990) 1998)
Dessiccation Sensibles Sensibles Sensibles
Congélation Résistants (+/-) Sensibles (3 jours a - | Peu sensibles
12C°,  Dubey J.P.,
1988)
Désinfectants Sensibles Résistants  (sauf au
formol a 0,3 % et a
I’ammoniac a 10%)
Suc gastrique Sensibles (+/-) Résistants Résistants
Putréfaction Sensibles Résistants Sensibles

Pasteurisation

Sensibles (Tenter A.M.
et al., 2000)

lonisation a 1 kGy

Sensibles (Smith J.L.,
1992)
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ANNEXE 2: Durée d’infectiosité des ookystes de Toxoplasma gondii dans

certaines conditions environnementales (AFSSA, 2005).

Température (*C) Conditions Durée de survie? References
En laboratoire
-20 Eau 1426 p Frenkel et Dubey, 1973;
KuGcic et Wikerhauser, 1996

05 Eau 106 j Dubey, 1%3Ba

0 Eau 13 mo® Dubey, 19983

+ Suspensions fecales 1834110 Yilmaz et Hopking, 1972
Depdts de féces 214410 Yilmaz et Hopking, 1972
Eau 54 mo Dub=y, 19983
Sur des baies 56 Kniel et al_, 2002

414 Eau de mer 15 ppt 180j Lindsay et al. 2003

+#10i+25 Eau 200j Dubsey, 1238k

+225 Eau 306410 Yilmaz et Hopking, 1972
Suspensions fécales 153410 Yilmaz et Hopking, 1972
Dépdts de féces 107306 j° Yilmaz et Hopking, 1372

+2328 Eols humides 117§ Dubey et al., 1970a

+30 Eau 107 Dby, 19383

+35 Eau 2 Dby, 19983

+37 Eau 91-306 Yilmaz et Hopking, 1972
Suspensions fecales 46199 Yilmaz et Hopking, 1972
Dépidte de féces 3153 F Yilmaz et Hopking, 1972

+4[) Eau aj Dby, 19360

+45 Eau 1j Dubey, 1%3Ba

+50 Eau 3060 min® Dubey et al_, 1970a; Dubsy, 19380

+55/+58 Eau < 15 min KuBdic et Wikerhauser, 1996, Dubey, 19983

+80{+70 Eau < 1 min Dubey, 19383

Dans Fenvironnement

-20+35 Depdte de feces dans le [ 18 mo Frenkel et al, 1975
zol

Bi+39 Eau 122-306 j /123410 j2 Yilmaz et Hopking, 1972
Suspensions fécales Te—306 j/ 91-306 p Yilmaz et Hopkinz, 1972
Dépdts de féces 46183 )/ T6-334 ¢ Yilmaz et Hopking, 1972

+15/+30 Depdte de feces dans le | 56-357 Frenkel et al., 1975
zol

20027 Sol humide 106 j Ruz etal_, 1973

(d'apres Dumetrs, 2003)

* infactvie giobale de [3 SUSpension IooCysios Svaluds par big-essais chez i3 Sourns.

& abreviglions: |, jOUTS; Mo, M, mn, minues.
© % nombres = gurse de FNfEcOWTE 095 DOGYSIES Jans des SUSDENSONS MON COUVENES — 2™ nombves = gurse de Minfectivie des
DOCYSERs dans 065 SUSDENSInNG COUVENEs
¥ suspansions non couveries (1% nomires) et couveriss (24 namires) exposees au soiel / ou placees 3 fombre.
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ANNEXE 3

toxoplasmose chez la femme enceinte (AFSSA, 2005)
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ANNEXE 4: Séroprévalences de I’infection a Toxoplasma gondii chez les
chats dans le monde (1990-2000) (Tenter A.M. et al., 2000).

Country Year of sampling® Seroprevalence (%)" Number of samples tested (2)° Method® Reference
Pet cats
Argentina 1993 20 169 THAT [558}
Brazil 199697 18 248 IFAT [599}
Chile < 1992 40 65 IHAT f600}
France < 1997 43 519 . IFAT [401]
< 1998 43 506 IFAT [561]
Germany 1989-90 46 231 IFAT [601]
198990 31 -47+* 218+ ELiSA {6023
1989-90 3451 218% {FAT [602]
1992-94 34-61%* 465% ELISA [603]
Italy 1996 9 113 IFAT [564]
Japan 1994-95 9 471 LAT [604]
< 1993 1] 300 LAT [605]
Mexice < 1999 71 24 ELISA [606]
Singapore < 1992 7 15 LAT [607]
Sweden 1986-87 42 241 ELISA [542]
Taiwan < 1990 8 117 ELISA [608]
Turkey 1994 43 65 SFDT [609]
USA (Oklahora) 1987-88 22 618 LAT [610]

Stray or ferai cats

Australia < 1997 50 18 LAT [611]

< 1999 40 103 ELISA [612]

Bangladesh 1995 33 24 LAT [282)

Brazil << 1999 73 173 IFAT [557]

Germany 1989-90 66 61 [FAT [601]

1989-90 58 38 ELISA [602]

1989-90 56 28 IFAT 1602}

1992-94 59 112 ELISA [603]

1998 66 259 ELISA [613]

Italy < 1997 13 490 ELISA [614]

< 1997 33 450 DAT [614]

Japan 1990-91 19 231 LAT 16153

Korea <1999 13 198 ELISA [131}

Singapore < 1992 31 706 LAT [607]

United Kingdom (Oxfordshire) < 1996 62 45 HAT [616]

Usa

Minois 1992-93 68 391 MAT f452]

Towa < 1992 42 74 MAT [4591

Turkey <1995 70 53 THAT [617}
Noi classified

Argentina 1988-94 61 145 IFAT 15521

< 1997 35 55 IFAT [618]

Austria < 1996 48 456 IFAT (114)

Czech Republic 1995-97 59 390 IFAT [619]

Japan 1989-91 11 726 LAT £620]

Panama 1990-92 32-61** 141* DAT I155]

Poland 1992-96 71 357 DAT [621]

Slovenia <1997 70 54 IFAT {622]

<1997 59 54 ELISA [622]

< 1997 57 54 DAT [622]

Turkey < 1998 56 36 SFDT [623]

< 1998 38 24 SFDT [624]

United Kingdom (Scotiand) < 1993 19% 158 - [625]

USA <1992 T4 124 ELISA {626]

* Years of sampling are listed as published in the references. In cases where this information was not available, the year listed here is the year when the study
was published, as indicated by © < *, Data from the 1980s are included if the study was published in the 1990s and if no recent data were availabie for the area.

® Figures marked with ‘* were calculated from the published data. Seroprevalences marked with %" varied with the type of keeping or the year of
examination.

¢ DAT, direct agglutination test; ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay; IFAT, indirect immunofiuorescent antibody test; THAT, indirect haemag-
glutination test; LAT, latex agglutination test; MAT, modified agglutination test; SFDT, Sabin-Feldman dye test; —, not reported.
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ANNEXE 5: Tableau récapitulatif des études de vaccination avec des

protéines de Toxoplasma gondii (Jongert et al., 2009).
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ANNEXE 6: Tableau récapitulatif des études utilisant des plasmides pour

délivrer des antigénes de Toxoplasma gondii (vaccins ADN) (Jongert et al.,

2009).
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ANNEXE 8: Séroprévalences annuelles par espéces et classes d’animaux

testés durant I’étude de Mateus-Pinilla, 1999 (Mateus-Pinilla N.E. et al.,

1999)
Baseline Tnferyention pesod Evaluation period
1992 or 1993 1994 1995 1996
Positive Positive Positive Positive Change™
Species/class Farm n (%) n (%) n (%) n (%) (%)
Sows 1 89 3.37 30 53.3 “31 9.68 30 10 6.63
2 90 2333 30 3.33 30 43.33 30 6.67 —-16.67
3 56 8.93 — — — — —_ — —
4 61 26.23 31 32.26 30 20.00 27 29.63 34
5 90 25.30 30 20.00 30 13.33 31 3.23 -21.22
6 19 0.00 13 15.38 11 63.64 — - -
7 93 22.58 30 40.00 30 26.67 30 20 —2.58
8 30 6.67 30 0.00 31 19.35 30 3.33 —333
P valuef 0.28
Finishing pigs 1 89 2.25 90 0.0 90 1.1 90 222 —0.02
2 91 2.20 90 0.0 94 1.1 920 222 0.02
3 89 6.76 90 5.6 50 30.0 90 1.11 —5.59
4 91 2.20 90 6.7 90 45.6 90 1.11 —1.09
3 89 2.20 91 0.0 89 1.1 920 0.00 =2:20
6 80 1.30 90 0.0 67 4.5 = — —
7 90 14.4 90 1.1 92 33 90 0.00 -14.4
8 920 5.60 92 0.0 93 0.0 89 1.12 —4.48
P valuet 0.02
Adult cats 1 4 100.0 4 100.0 3 100 2 100.0 0.00
2 13 84.6 3 66.7 8 87.5 0 —- —
3 8 50.0 12 83 1 100.0 0 — —
4 4 75.0 5 80.0 1 100.0 0 — —
5 2 100.0 2 100.0 2 50.0 4 50.0 -50.0
6 12 91.7 9 66.7 4 75.0 — — —
) 4 750 14 85.7 10 70.0 4 75.0 0.00
8 19 100.0 11 54.5 6 66.7 2 100.0 0.00
P valuet 0.5
Juvenile cats 1 3 333 4 0.0 2 0.0 0 —
2 2 50.0 6 16.7 5 100.0 2 100.0 50.0
3 0 — 8 0.0 0 — 0 - —
4 1 0.0 0 — 3 66.7 2 0.0 0.00
5 0 — 2 0.0 1 100.0 0 — —
6 2 100.0 3 0.0 0 — — — —
74 6 100.0 28 32.1 14 71 13 15.4 —84.62
8 8 50.0 0 6 66.7 2 0.0 -50.0
P valuet 0.38
Mice 1 31 0.0 22 4.5 21 0.0 24 0.0 0.00
2 15 6.7 32 0.0 27 0.0 56 0.0 —6.67
3 7 14.3 5 0.0 10 0.0 27 0.0 —14.29
4 5 0.0 14 14.3 15 0.0 9 0.0 0.00
5 6 0.0 8 0.0 9 0.0 28 0.0 0.00
6 15 0.0 7 0.0 3 0.0 = — —
7 9 11.1 25 4.0 7 0.0 3 0.0 =141
8 5 0.0 2 0.0 12 0.0 6 0.0 0.00
P valuef 0.13

* A decrease in the prevalence (from 1992/1993 to 1996) for a particular farm is indicated with a negative sign.
1 One-tailed P value: Wilcoxon paired sample test.
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itulatif des essais vaccinaux contre Toxoplasma

écapi

Tableau ré

ANNEXE 10

gondii menés sur animaux autres qu’animaux de laboratoire (Jongert et al.,

2009).
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PLACE DU CHAT DANS LA CIRCULATION DE
LA TOXOPLASMOSE.
OBJECTIFS, INTERET ET ETAT DES LIEUX DE LA
VACCINATION.

NOM et Prénom : DION Soline

Résumé

La toxoplasmose est une zoonose mondiale dont les impacts en santé humaine et vétérinaire peuvent
étre importants et variables selon les régions. Pourtant, les mesures prophylactiques s’y rapportant sont peu
développées. Cette étude s’intéresse au rble du chat dans la transmission horizontale de cette parasitose
complexe et tente d’évaluer la pertinence de la mise en place d’une prophylaxie vaccinale féline avec les
moyens actuels et futurs.

Une premiére partie fait le point sur I’état des connaissances concernant le cycle, la biologie et les
impacts en santé animale et humaine du parasite Toxoplasma gondii.

La seconde partie s’intéresse au statut particulier du chat, hote définitif du parasite, longtemps
considéré a ce titre comme principale source de contamination humaine.

Enfin, la problématique de la vaccination féline est abordée et donne lieu, lors d’une troisieme partie,

a un recensement des différents vaccins existants ainsi que des potentiels outils vaccinaux a I’étude.
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CATS INVOLVEMENT IN THE CIRCULATION
OF TOXOPLASMOSIS.
OBJECTIVES, BENEFITS AND STATUS OF
VACCINATION.

SURNAME : DION

Given name : Soline

Summary

Toxoplasmosis is a worldwide zoonosis whose impact on human and animal health is considerable in
some areas. However, prophylactic measures against toxoplasmosis are poorly developed. This survey
focuses on the role played by cats in the horizontal transmission of this complex parasitosis and attempts to
evaluate the relevance of prophylactic vaccination of cats with existing vaccines and vaccines under
development.

The first part is a review of current knowledge on the life cycle and biology of Toxoplasma gondii
and its impact on animal and human health.

The second part outlines the special status of cats as definitive host of the parasite, long-considered
for that reason as the major source of human contamination.

The third part deals with vaccination of cats against toxoplasmosis and reviews existing vaccines as

well as vaccines under development.

Keywords: TOXOPLASMOSIS, TOXOPLASMA  GONDII, VACCINATION, DISEASE
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