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RESUME

Découvert en 1908 simultanément en Afrique du Nord et au Brésil, Toxoplasma
gondii est un parasite des vertébrés a sang chaud (mammiferes et oiseaux). Ce parasite,
responsable de la toxoplasmose, se développe a I’intérieur des cellules. La contamination
humaine est principalement orale par ingestion de viandes, de Iégumes ou d’eaux contaminées
par des oocystes (ceufs) de T. gondii. Mais il peut également y avoir contamination du foetus
par passage du parasite a travers la paroi placentaire. Et dans de trés rares cas, une

contamination peut aussi avoir lieu lors d’une transfusion sanguine ou d’une transplantation.

Bien qu’on estime que plus d’un tiers de la population mondiale soit porteur de ce
parasite, cette maladie reste bénigne chez les personnes immunocompétentes. Elle est par
contre, beaucoup plus grave chez les personnes immunodéprimées pour diverses raisons
(SIDA, chimiothérapies,...). Le parasite peut alors se développer et provoquer de graves
1ésions neurologiques ou oculaires pouvant entrainer le déces du patient si un traitement n’est

pas mis en place.

Les souches de T. gondii circulantes en Amérique du Nord et en Europe ont été
regroupées en trois grandes lignées clonales : type I (virulence importante), type II (virulence
intermédiaire) et type III (faible virulence). C’est le type II qui est retrouvé tres
majoritairement. Avec le développement d’outils de biologie moléculaire, de nouvelles
souches, avec un génotype particulier, ont été caractérisées. Des études ont montré la présence
de souches avec des génotypes différents des 3 souches clonales en Afrique, en Asie et en
Amérique du Sud. En Guyane frangaise, la présence de souches «atypiques» de T. gondii chez
les animaux sauvages et domestiques a été €émise en évidence au début des années 2000. Ces
souches non type I, type II ou type III ont un pouvoir pathogene trés important, méme chez
les personnes immunocompétentes. Plusieurs cas ont été diagnostiqués au centre hospitalier

de Cayenne, mettent en jeu le pronostic vital des patients.

Le but de notre étude est d’essayer de comprendre les mécanismes de virulence mis
en place par ces souches ‘atypiques’ de T. gondii en Guyane si particulieres et méconnues. 10
souches ont été sélectionnées : 5 souches isolées de patients hospitalisés au Centre Hospitalier
de Cayenne ayant des symptomes avec un gradient de sévérit€é mettant en jeu le pronostic
vital et 5 souches isolées pour 2 de la faune sauvage et pour 3 de la faune domestique. Ces
souches ont été comparées a 3 souches de référence correspondant aux 3 lignées clonales

(type L, IT et III). Cette étude a comporté 3 volets :
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Un volet portant sur la génétique afin de déterminer si la virulence de ces souches été
liée a une modification de leur ADN. La comparaison de 13 marqueurs microsatellites a
révélé un grand polymorphisme des souches guyanaises confirmant le fait que ces souches ne
sont pas issues d’une seule lignés. Le s€quencage de 8 geénes potentiellement impliqué dans la
virulence a également démontré une divergence importante sur certains genes comme GRA3
ou ROP18 pourtant décrit comme un acteur majeur de la virulence de T. gondii. Une étude
phylogénétique a démontré que sur les 10 souches étudiées, 7 ont un ancétre commun avec la
souche RH de type I (la plus virulente), 1 avec la souche PRU de type II (virulence
intermédiaire) et 2 avec la souche VEG de type III (virulence faible).L.’analyse de 8 génes
potentiellement impliqué dans la virulence des souches a montré une surexpression de
certains genes comme ROP18 mais uniquement dans les souches guyanaises et la souche RH.
L’utilisation de puces a ADN a montré que sur les 8 genes séquencés, seul le gene ROP18
¢était surexprimé sauf pour les souches ayant une forte variabilité génétique. D’autres geénes
présentent une surexpression dans les souches guyanaises avec des taux proche de ceux

présents dans la souche RH comme la nucléoside-triphosphatase ou la cyclophiline.

Un autre volet a consisté a étudier la virulence dans le modele murin. Toutes les
souches guyanaises présentent un profil de virulence proche de la souche RH avec une
mortalité importante et rapide. Les valeurs obtenues pour la Dose Létale 50 (DL50) et 99
(DL99) ont confirmé le caractere virulent de ces souches. Avec ces résultats, nous avons
établit un score prédictif de virulence afin de classer les souches guyanaises par rapport aux
souches de référence. Les 10 souches étudiées ont un score compris entre 2,42 et 4,9 proche
de la souche RH avec un score de 5,89. Les souches PRU et VEG ont respectivement des

scores de 1,07 et 0,32.

Le dernier volet a ¢ét¢ 1’é¢tude de 24 cytokines - chemokines lors la réponse
immunitaire chez le modele murin a TOh, T24h, T48h, T96h et T168h post infection.
L’infection a T. gondii chez la souris provoque une augmentation de certaines cytokines-
chemokines qui peut étre tres important notamment chez la souche RH. La réalisation de
Heatmaps et d’un Hierarchical Clustering sous Perseus confirme la présence de 2 clusters qui
se démarquent chez RH, qu’on en retrouve seulement pour les autres souches. Un cluster
consensus en cependant présent chez toutes les souches (IFN-y, IL-12p40, I’IL-15, le GCSF et
IP10) ce qui oriente la réponse immunitaire vers la voie Thl. Une analyse MDS-LDA sous

‘R’ nous a permis de dégager un profil immunitaire des souches face a I’infection a T. gondii.
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On retrouve donc plusieurs groupes distincts : RH seul ; un groupe avec VEG et JAG, un

groupe avec FAMOO0O1 et PRU et le dernier groupe avec AKO, MEL et VITO0O1.

Si la présence de souches ‘atypiques’ de T. gondii en Guyane n’est plus a démontrer,
il est a noter que ces souches ont des caractéristiques génétiques uniques en dehors des
souches clonales rencontrées habituellement. Méme si certains génes des souches atypiques
ont des similitudes avec des souches ayant une virulence faible, on constate cependant que
cela ne diminue pas leur virulence. La réaction immunitaire mise en place par I’hote ne
parvient pourtant pas a ¢liminer I’infection qui peut se révéler grave en I’absence de

traitement.
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SUMMARY

Discovered in 1908 simultaneously in North Africa and Brazil, Toxoplasma gondii is
a parasite of warm-blooded vertebrates (mammals and birds). This parasite, responsible for
toxoplasmosis, develops inside the cells. Human contamination is mainly oral by ingestion of
meat, vegetables or water contaminated with T. gondii oocysts (eggs). But there may also be
contamination of the fetus by passage of the parasite through the placental wall. And in very

rare cases, contamination canal so occur during a blood transfusion or transplant.

Although it is estimated that over a third of the world's population carries this
parasite, it remains benign in immunocompetent persons. On the other hand, it is much more
serious in people with diverse causes of immunosuppression (AIDS, chemotherapy, ...).
Parasites can then develop and cause serious neurological or ocular lesions that can lead to the

death of the patient if treatment is not implemented.

Circulating T. gondii strains in North America and Europe have been grouped into
three major clonal lineages: type I (high virulence), type II (intermediate virulence) and type
III (low virulence). Type II is by far the most predominant. With the development of
molecular biology tools, new strains, with a particular genotype, have been characterized.
Studies have shown the presence of strains with different genotypes from the 3 clonal strains
in Africa, Asia and South America. In French Guiana, the presence of "atypical" strains of T.
gondii in wild and domestic animals was prominently reported in the early 2000s. These non-
type I, type II or type III strains have a very high pathogenicity, even in immunocompetent
persons. Several cases have been diagnosed in Cayenne hospital in patients with life-

threatening presentations.

The aim of our study was to try to understand the virulence mechanisms of these T.
gondii 'atypical' strains of French Guiana. 10 strains were selected: 5 strains isolated from
patients hospitalized at Cayenne Hospital with gradient of severe symptoms and 5 isolated
strains for 2 from wild and 3 from domestic animals. These strains were compared to 3
reference strains corresponding to the 3 clonal lines (type I, II and III). This study consisted of

3 components:

A section on genetics to determine whether the virulence of these strains was linked
to a modification of their DNA. The comparison of 13 microsatellites markers revealed a

large polymorphism of the Guianese strains confirming that thes estrains did not come from a
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single lineage. Sequencing of 8 genes potentially involved in virulence has also shown
significant divergence on some genes such as GRA3 or ROP18, described as a major player in
T. gondii virulence. A phylogenetic study has shown that of the 10 strains studied, 7 had a
common ancestor with the Type I RH strain (the most virulent), 1 with the type II PRU strain
(intermediate virulence) and 2 with the type III VEG strain (weak virulence). The analysis of
8 genes potentially involved in the virulence of the strains showed an overexpression of
certain genes like ROP18 but only in the Guyanese strains and the RH strain. The use of
microarrays showed that out of the 8 sequenced genes, only the ROP18 gene was
overexpressed except for strains with high genetic variability. Other genes are overexpressed
in Guianese strains with levels close to the RH strain such as nucleosidetriphosphatase or

cyclophilin.

Another component was to study virulence in the murine model. All Guianese strains
have a virulence profile close to the RH strain with high and rapid mortality. The values
obtained for LD 50 and LD99 confirmed the virulent nature of these strains. With these
results, we established a predictive virulence score to classify the Guyanese strains relative to
the reference strains. The 10 strains studied have a score between 2.42 and 4.9 close to the RH
strain with a score of 5.89. The PRU and VEG strains have scores of 1.07 and 0.32,

respectively.

The last part was the study of 24 cytokines — chemokines during the immune
response in the murine model at TOh, T24h, T48h, T96h and T168h post infection. T. gondii
infection in mice causes an increase in certain cytokines-chemokines which can be very
important, especially in the RH strain. The realization of Heatmaps and a Hierarchical
Clustering under Perseus confirms the presence of 2 clusters that stand out in RH, found only
for the other strains. A consensus cluster, however, is present in all strains (IFN-y, 1L-12p40,
IL-15, GCSF and IP10) which directs the immune response towards the Thl pathway. An
MDS-LDA analysisunder 'R' enabled us to identify an immune profile of the strains in the
face of T. gondii infection. We thus find several distinct groups: RH alone; a group with VEG
and JAG, a group with FAMO0O0O1 and PRU and the last group with AKO, MEL and VIT0001.

While the presence of ‘'atypical' strains of T. gondii in French Guiana well
established, it should be noted that these strains have unique genetic characteristics outside
the usually encountered clonal strains. Although some genes of atypical strains have

similarities with strains with low virulence, it is found that this does not decrease their
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virulence. However, the host's immune response fails to eliminate the infection, which can be

serious if left untreated.
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PREAMBULE

La Guyane est un département francais composé a pres de 90% par une forét
tropicale humide. L’intrusion de I’'Homme dans cet écosystéme fermé a eu pour conséquence
I’émergence de nouveaux microorganismes pathogenes. C’est le cas de Toxoplasma gondii,
protozoaire intracellulaire responsable de la Toxoplasmose, zoonose cosmopolite que 1’on
retrouve sur tous les continents. En Guyane, depuis les années 2000, de nombreux cas de
toxoplasmose disséminée, certaines menagant le pronostic vital, ont été décrits chez des sujets
immunocompétents. Ces formes séveres, connues localement sous le nom de toxoplasmose
« amazonienne », ont remis en cause cette vision trés « occidentale » d’une infection toujours
bénigne chez I’'immunocompétent, liée a un cycle domestique du toxoplasme. En effet, elle
illustre la notion de diversité génétique chez Toxoplasma du fait d’isolement de souches de T.

gondii ne correspondant pas a la classification clonale jusqu’alors décrite.

A ce jour, outre les descriptions cliniques et épidémiologiques profuses, seulement
quelques études expérimentales ciblées sur les souches « amazoniennes » ont été menées et

rapportées dans la littérature.

Au décours de généralités rappelant les notions connues et décrites dans la littérature,
nous présenterons I’étude expérimentale réalisée sur la virulence de souches dans le modele
murin afin de démontrer leur pouvoir pathogene. Les mécanismes de type moléculaires
(expressions de gene, analyse de puces a ADN) et immunologiques (profil de cytokines et
interleukines...) pouvant expliquer la pathogénicité seront détaillées dans la derniére partie du

document
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I. INTRODUCTION

I.1. LA TOXOPLASMOSE : UNE DECOUVERTE ‘CENTENAIRE’

La premiére description de ce parasite remonte au début du XX° siecle, en Afrique
du Nord (Nicolle and Manceaux 1908) chez Ctenodactylus gundi, un rongeur sauvage
(Figure 1), et semblant étre du genre Leishmania. Simultanément, il est aussi décrit au Brésil,
chez un lapin (Splendore 1908). Ce n’est qu’un an plus tard que Nicolle nomme ce parasite :
Toxoplasma gondii (Nicolle and Manceaux 1909) en raison de la forme en croissant du
tachyzoite (du grec toxon = arc et plasma = forme) et du rongeur dans lequel il a été
découvert. A ce moment, aucune notion concernant son cycle et son importance en pathologie

humaine et animal n’est connu.

Figure 1 : Photogrhphie deCtenodactylus gundi.
(source : http://fr.wikipedia.org/wiki/Fichier:Gundi_Ctenodactylus_gundi_051117_2.jpg)

Durant les années 1920, le premier cas de toxoplasmose congénital avec
hydrocéphalie et 1ésions oculaires de choriorétinite est rapporté (Janku 1923). A la fin des
années 1930, T. gondii est considéré comme un agent pathogéne pour I’homme lorsqu’il est
isolé d’un nouveau-né, mort d’une encéphalomyélite aigiie (Wolf et al. 1939). En 1940,
Pinkerton et Weinman (Pinkerton and Weinman 1940) évoquent une infection autre que
congénitale lorsque le parasite est isolé chez un adolescent qui succomba a une pneumonie.
Durant ces mémes années, le développement des outils sérologiques (Sabin and Feldman
1948) démontrent la forte prévalence de la toxoplasmose humaine. Pendant les années 1960,
la contamination par ingestion de viande insuffisamment cuite est établi (Desmonts et al.

1965). Par la suite, le cycle biologique et le mode de transmission du parasite mettant en avant
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le role des félidés comme hotes définitifs ont été identifiés (Hutchison 1965; Frenkel et al.

1969).

Les décennies suivantes ont vu la parution de trés nombreux articles sur le parasite et
sa pathologie. Avec I’apparition du Syndrome de I’Immunodéficience Acquise (SIDA) au
début des années 1980, la toxoplasmose s’est classée au premier rang des maladies
opportunistes. En 1’absence de prophylaxie, entre 30 a 40% de personnes atteints du SIDA ont
déclaré une encéphalite a Toxoplasma (Leport et al. 1996), soulevant I’hypothese qu’il puisse
exister un lien entre la pathogénicité du parasite et la compétence du systeme immunitaire de

I’héte a contenir 1’infection a T. gondii.

Dans les années 90, apparait la notion de souches clonales. Les souches isolées en
Europe et en Amérique du Nord ont ainsi été classées dans un des 3 groupes (Type I, Type 11
et Type III) en fonction de 6 marqueurs génétiques (Howe and Sibley 1995). Le type II est
alors largement majoritaire en Europe et en Amérique du Nord. Dans de tres rares cas (< 5%),
les souches n’appartiennent pas a 1I’une des 3 lignées clonales. Il s’agit généralement de
souches ‘recombinantes’ présentant un mélange d’alleles de type I, II ou III dans leurs
génotypes ou de souches ‘exotiques’ avec certains alléles présentant un polymorphisme non
présent dans 1'une des 3 lignées clonales. L’étude de ces souches sur le modéle murin a
également démontré une différence de virulence entre les 3 lignées clonales (Howe et al.

1996; Sibley and Boothroyd 1992).

Cependant, le développement d’outils moléculaires a permis une analyse génétique
plus poussé des différentes souches de T. gondii. L’analyse isoenzymatique (Bossi et al.
1998; Darde et al. 1998), la PCR-RFLP (Su et al. 2006a) et 1’étude des marqueurs
microsatellites (Ajzenberg et al. 2010) de plusieurs souches ont montré un polymorphisme
plus complexe. Plusieurs études ont décrit des souches avec des génotypes différents des 3
lignées clonales en Afrique (Al-Kappany et al. 2010; Mercier et al. 2010), en Asie (Jiang et al.
2013; Li et al. 2014; Salant et al. 2013) et en Amérique Latine (Shwab et al. 2014; Vitaliano
et al. 2014). En Guyane francgaise, des études ont montré la présence de souches «atypiques»
(non type I, non type II et non type III) de T. gondii chez les animaux sauvages et
domestiques (Demar et al. 2008; Mercier et al. 2011). Ces souches ont un pouvoir pathogene
trés important, méme chez les personnes immunocompétentes (Carme et al. 2002; Demar et

al. 2007b).
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I.2. TAXONOMIE DE TOXOPLASMA GONDII

Agent responsable de la toxoplasmose, une zoonose cosmopolite, Toxoplasma gondii
est un protozoaire intracellulaire obligatoire qui appartient au phylum des Apicomplexa,
classe des Coccidia, ordre des Eucoccidiorida, famille des Sarcocystidae (Figure 2). Ce
phylum regroupe également d’autres pathogenes humains (Plasmodium, Cryptosporidia,

Isospora) ainsi qu’animaux (Neospora, Eimeria, Babesia, Theileria).

Apicomplexa
Sporozoea
|
v v
Gregarinia Coccidia
1
v b v
Eucoccidea Protococcidea Agamococcidea
1
i+ :
Eucoccida Haemosporida
| |
] + ) v
Adeleina Eimerina Conoidina Aconoidina
|
} | ;
Klossiidae  Sarcocystidae Eimeridae Haemogregarinidae = Haemosporidae Piroplasmidae
Klossia Toxoplasma Eimeria Hepatozoon Plasmodium Babesia
Klossiella Neospora Cryptosporidia Hemogregarina Leucocytozoon Theileria
Sarcocystis Isospora Karyolysus Haemoproteus
Il - haute importance en médecine humaine
I = haute importance vétérinaire

Figure 2 : Position taxonomique de Toxoplasma gondii.
D’aprés (Beck et al. 2009)
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I.3. CYCLE EVOLUTIF ET TRANSMISSION

Le cycle de vie de Toxoplasma gondii comporte un cycle sexué chez I’héte définitif

(félidés) et un cycle asexué chez I’hote intermédiaire (mammifere ou oiseau) (Figure 3).

Toxoplasmose congénitale

Phase aiglie

N, w_| )
Feetus ‘ ﬁ
Phase chronique
Tachyzoite

T(lll

Cellules épithéliales
petit intestin

w0q,

-
- - (11)
Viande non

suffisamment cuite

avecdes kystes

QOocyste \(8)
sporulé

Oocyste non sporulé

Hote intermédiaire (cycle asexué) Hote définitif (cycle sexué)

Figure 3 : Cycle de vie de Toxoplasma gondii et contamination 2 ’Homme.

D’aprés (Duque et al. 2013)

L.3.1. Le cycle sexué

Chez le chat (et les félidés en général), la contamination se fait par voie orale par
ingestion d’une proie infectée (kystes contenant des bradyzoites) ou plus rarement par de la
terre ou de I’eau souillée (oocystes matures). Dans ’intestin du félidé, ces formes évoluent
rapidement en tachyzoites et se différencient a nouveau en mérozoites dans les cellules
¢épithéliales de 1’hote définitif. Il y a ensuite multiplication de ces formes asexuées par
schizogonie (division du noyau puis fragmentation du cytoplasme). Une fois libérés, les
mérozoites se différencient en microgametes males et macrogametes femelles. La fécondation
des macrogametes par les microgametes qui se fait a I’intérieur des cellules épithéliales

conduit a la production d’oocystes immatures non sporulés (non infectieux). Ils sont ensuite
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libérés dans I’intestin puis ¢éliminés par millions dans I’environnement dans les feces du félidé

mais pendant une période assez courte (entre 7 a 15 jours) (Dubey 2006).

Dans le milieu extérieur, la sporogonie permet, en 1 a 5 jours, la maturation de
I’oocyste immature en oocyste contenant 2 sporocystes renfermant chacun 4 sporozoites
infectieux. Ces oocytes infectieux, trés résistants (Fritz et al. 2012; Kuticic and Wikerhauser
1996), peuvent alors attendre plusieurs mois avant d’étre ingérer soit par un hdte
intermédiaire pour effectuer un cycle asexué, soit, plus rarement par un félidé non immunisé

pour recommencer le cycle sexué.

I.3.2. Le cycle asexué

La contamination d’un animal homéotherme (mammifere ou oiseau) se fait
principalement soit par des oocystes infectieux issus de I’environnement, soit par de kystes
contenus dans de la viande infectée peu ou pas cuite. Lors de I’ingestion, 1’action des sucs
digestifs va permettre la libération des sporozoites ou des bradyzoites qui vont pénétrer dans
les cellules épithéliales intestinales. Ils vont alors rapidement se différencier en tachyzoites,
capable d’infecter tous les types cellulaires via la voie sanguine et les macrophages. C’est la
phase aigiie de la maladie, phase durant laquelle le parasite peut infecter le feetus (Moncada
and Montoya 2012). Sous I’action du systéme immunitaire, les tachyzoites se différencient a
nouveaux en bradyzoites a I’intérieur d’un kyste toxoplasmique, principalement au niveau des
tissus musculaires et nerveux. C’est la phase chronique de la maladie. Les hotes
intermédiaires infectés peuvent devenir des sources de contamination pour un nouvel hote

intermédiaire carnivore (cycle asexué) ou pour un félidé (cycle sexué).

I. 3. 3. Transmission

Comme nous venons de le voir, il existe plusieurs modes de contamination possible :

e Transmission alimentaire : c’est la plus courante. A partir de viande infectée
par des bradyzoites ou d’aliments souillés par de oocystes, I’hote intermédiaire
ou définitif non immunisé se contamine par ingestion.

e Transmission feeto-maternelle : le passage transplacentaire des tachyzoites est
possible lors de la phase aiglie. Il y a alors danger pour le feetus en
développement surtout lors des premieres semaines de grossesse.

e Transmission par transplantation d’organe: elle reste trés exceptionnelle

(Derouin et al. 2008)
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I.4. CARACTERISTIQUES BIOLOGIQUES

Comme toutes les cellules eucaryotes, on retrouve chez T. gondii, tous les organites
classiques : un noyau de 65 Mb réparti sur 14 chromosomes de 2 a 8 Mb (Sibley and Ajioka
2008) et codant pour environ 8 000 genes dont la plupart n’ont pas d’introns (Xia et al. 2008),
des ribosomes, un réticulum endoplasmique, un appareil de Golgi, une seule mitochondrie et
une membrane plasmique. On retrouve aussi quelques organites particuliers spécifiques au

phylum des Apicomplexa :

I.4.1. L’apicoplate
L’apicoplaste est un plaste d’origine végétal n’ayant plus de fonction de
photosynthése. Il s’agirait d’une cyanobactérie endocytée par une algue rouge, elle-méme
endocytée par I’ancétre des Apicomplexa. Ce qui expliquerait la présence de 4 membranes.
Malgré la présence d’un génome de 35 kb (Foth and McFadden 2003), la plupart de ses
protéines sont codées par le noyau. Sa fonction serait associée a la synthése d’acides gras qui
seraient ensuite transmis vers le réticulum endoplasmique via certaines zones de contact

(Bisanz et al. 2006).

I.4.2. Le complexe apical

11 s’agit de toute la partie antérieure du parasite. Ce complexe est composé :

e D’un conoide (Figure 4) : cylindre constitué de microtubules de 26 a 30 nm de long
enroulé en spirale. Il est délimité en haut par 2 anneaux pré-conoidaux et en bas par un
anneau polaire. C’est de cet anneau que partent 22 microtubules sous pelliculaire
formant le cytosquelette. Le conoide est un organite rétractile qui est extrudé par un flux
de calcium lors de I’invasion cellulaire. Il permet par la suite, le passage des organites a

activités sécrétoires guidés par 2 microtubules intra conoide (Hu et al. 2006).

34



Microtubules intra conoide

Anneaux pre-conoidaux

Anneau polaire

Membrane plasmique

Complexe membrane interne

Microtubules sous pelliculaires

Figure 4 : Représentation schématique du conoide de T. gondii.
D’apres (Heaslip et al. 2009)

» des organites a activités sécrétoires (microneémes, rhoptries, granules denses) utilisées

lors de la pénétration et de la multiplication du parasite dans les cellules :

Rhoptries : ce sont des organites en forme de goutte d’eau (0,25 a 0,5 um de large
sur 2 2 4 um de long) avec une partie renflée (le bulbe) et une partie plus allongée
(le cou) arrivant jusqu’au conoide. Ils contiennent les protéines RON localisées
dans le cou qui jouent un rdle dans la formation de la jonction mobile lors de la
pénétration du parasite dans la cellule hote et les protéines ROP localisées dans le
bulbe qui ont un réle dans la virulence du parasite.

Micronemes : ces organites en forme de batonnets renferment les protéines MIC
qui permettent la fixation du toxoplasme sur la membrane plasmique avant la
pénétration du parasite dans la cellule hote.

Granules denses : ces organites sphériques de 200 nm de diametre apparaissent
denses aux électrons en microscopie €lectronique. Au nombre d’une quinzaine par
tachyzoite et sont réparties dans le complexe apical mais aussi dans tout le
cytoplasme. Les granules denses renferment les protéines GRA. A [1’heure
actuelle, on en dénombre 12. Elles ont un poids moléculaire compris entre 20 et
50 kDa et interviennent lors la formation de la vacuole parasitophore (VP)

(Mercier et al. 2002).
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I.4.3. Le complexe des membranes internes
Cet ensemble est constitué de vésicules aplaties tres proches reliées par un réseau
filamenteux (Mann and Beckers 2001). Associé a la membrane plasmique, cet ensemble
constitue la pellicule (Figure 5). Ce complexe membranaire interne entoure le parasite a

I’exception des 2 pdles.

Membrane plasmique

Membrane extra-cytosolique

Réseau filamenteux

Membrane intra-cytosolique

Squelette membranaire
Microtubules sous pelliculaires

Figure 5 : Schématique de la structure de la pellicule de T. gondii.
D’apres (Keeley and Soldati 2004)

I.5. LES DIFFERENTES FORMES DE T. GONDII

T. gondii se retrouve sous 3 formes infectieuses différentes au cours de son cycle :

les tachyzoites, les bradyzoites et les sporozoites (Dubey et al. 1998).

L.5. 1. Le tachyzoite
C’est la forme de multiplication rapide du parasite lors des phases actives de
I’infection. Il se caractérise par une forme en croissant de 6 a 8 um de long sur 3 a 4 um de

large. Son extrémité postérieure est arrondie tandis que son extrémité antérieure est plutot

effilée (Figure 6).
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Conoide
Anneaux polaires apicaux

Micronemes

Rhoptries
Granules denses
Microtubules sous pelliculaire

Complexe membrane interne

Mitochondrie

Apicoplaste

Noyau

Reticulum endoplasmique

Membrane plasmique

Pole postérieur

Figure 6 : Représentation schématique d’un tachyzoite de T. gondii.

D’apres (Baum et al. 2006)

Tous les types cellulaires sont susceptibles d’étre infectés par les tachyzoites

(Carruthers and Sibley 1997). Dans un premier temps, il y a reconnaissance des récepteurs de

surface de la cellule-hote grace aux protéines antigéniques de surface SAG (Surface AntiGen)

des tachyzoites. Puis ils s’attachent a la membrane de la cellule-hdte grace a une interaction

avec le ‘glideosome’ (Opitz and Soldati 2002) qui est un complexe moléculaire associé a la

myosine MyoA se situant au niveau de la pellicule (Figure 7). Ce glideosome permet

I’invasion cellulaire ainsi que les mouvements du parasite par ‘glissement’ (gliding)

(Meissner et al. 2002).
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Membrane plasmique T.gondii

Complexe MIC2-M2AP

Membrane plasmique cellule hote

Figure 7 : Schéma du glideosome de T. gondii.
D’apres (Keeley and Soldati 2004)

La pénétration du parasite dans la cellule-hdte est un phénomene actif et rapide qui
ne dure pas plus de 20 secondes mais qui mobilise un grand nombre de protéines (Figure 8).
La reconnaissance et 1’attachement sur la cellule-hote via les protéines SAGs induit un flux de
calcium dans le tachyzoite, provoquant I’accumulation des protéines MIC a sa surface, au
niveau apical. Toujours sous ce flux de calcium, le conoide est extrudé, ce qui permet la
sécrétion des protéines RONSs, issues du cou des rhoptries et AMAI, issue des micronemes.
Cette sécrétion permet la formation d’une ‘jonction mobile’ qui est un point de contact entre
la membrane plasmique du parasite et celle de la cellule-hote. La jonction mobile se forme
tout autour du parasite et progresse au fur et a mesure de I’invasion du parasite dans la
cellule-hote. Elle est formée par un complexe entre une protéine du micromene (AMAL1) et
des protéines provenant du cou des rhoptries (RON2, RON4, RON5 et RONS). C’est le
complexe AMA1/RON2 qui est rattaché a la membrane plasmique du parasite tandis que le
complexe RON4/5/8 se fixe dans la membrane plasmique de la cellule-hote (Straub et al.
2009). La membrane plasmique de la cellule-héte s’invagine au fur et a mesure de la
progression du parasite. Lorsque le parasite est totalement dans la cellule-héte, la jonction

mobile se referme en méme temps que la membrane plasmique de la cellule-hdte qui se pince
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et se détache. Dans le cytoplasme de la cellule-hote, le parasite est protégé par une enveloppe
composée principalement par la membrane plasmique de la cellule-hdte (Suss-Toby et al.
1996) : la vacuole parasitophore (VP) (Figure 9). La membrane de cette VP a une
particularité car, issue de la membrane plasmique de la cellule-hote, elle possede donc des
lipides et des protéines a ancrage glycosyl-phosphatidyl-inositol (GPI) mais est cependant
dépourvue de protéines transmembranaires. Grace a la jonction mobile qui joue un rdle de
filtre moléculaire, la membrane de la VP est dépourvue des protéines intervenant dans le

mécanisme de fusion endocytaire, évitant la fusion entre la VP et les lysosomes.

| 15-20 sec {—1-2 min—
Reconnaissance
cellule-h6te  Attachement
apical Formation
SfGS jonction mobile Sécrét
écrétion

MICs rhoptries Invasion
} Fermeture

ROMs ,  jonction mobile
Ny > Séparation
o0 membrane

e plasmique
Jonction mobile

Noyau

/0
Complexe  Complexe Micronemes °
membrane moteur
interne

Figure 8 : Schéma de I’invasion d’une cellule par T. gondii.
D’apres (Carruthers and Boothroyd 2007)
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Figure 9 : 8 tachyzoites dans une vacuole parasitophore (VP).
Apres 24h d’infection d’une cellule HFF1 par la souche RH (Stéphane SIMON).

La multiplication du tachyzoites par endodygénie commence 5 a 10 heures (selon les
souches) apres la pénétration dans la cellule-hote (Figure 10). Dans un premier temps, il y a
apparition de 2 complexes de membranes internes fils comprenant déja un appareil de Golgi.
Puis le noyau s’étend dans chacune des 2 cellules filles. Les organites sécrétoires se
décomposent de la cellule mere et sont resynthétisés au niveau des cellules filles. La pellicule
continue son développement autour des 2 cellules filles. Elles ne sont plus fusionnées qu’au

niveau du corps résiduel de division qui contient les résidus des organites de la cellule mere.

Conoide
Microtubules

Micronémes

Rhoptries 1
op Complexe membranesinternes

Endosome

Noyau

Granules
denses

Corps résiduel
de division

Figure 10 : Schéma de la multiplication des tachyzoites par endodygénie.
D’apres (Agop-Nersesian et al. 2010)
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Apres plusieurs cycles, il y a lyse de la cellule-hote et libération des tachyzoites
permettant une infection des cellules voisines (Figure 11). Cependant, ce n’est pas la forme
de transmission majeure. En effet, le tachyzoite est tres fragile. Il ne résiste pas dans le milieu

extérieur, ni a la phase de digestion lors de 1’ingestion orale (Dubey 1998).

Figure 11 : Lyse de la cellule-hote et libération des tachyzoites.
Aprées 96h d’infection d’une cellule HFF1 par la souche RH (Stéphane SIMON).

I.5.2. Le bradyzoite
Le bradyzoite est le stade quiescent du parasite (Tomavo 2001). Tres proche du
tachyzoite, il se distingue notamment par un noyau plus postérieur et un plus grand nombre de
micronemes et d’amylopectine (Figure 12). Sa multiplication devient plus lente et la vacuole
parasitophore se modifie pour présenter une enveloppe beaucoup plus résistante. Cette
nouvelle structure constitue le kyste toxoplasmique. De forme sphérique, il mesure entre 10 et
200 um et peut contenir des milliers de bradyzoites. Du fait de sa composition particuliere

rigide et épaisse, le kyste résiste aux traitements anti-toxoplasmiques actuels.

Ces kystes apparaissent entre 7 et 10 jours apres l’infection. Ils peuvent se
développer dans plusieurs types cellulaires mais persisterons préférentiellement dans les tissus
musculaires et cérébraux. A la mort de la cellule hote infectée, le kyste se rompt et libere les
bradyzoites. Le syst¢tme immunitaire élimine le plus grand nombre de bradyzoites, les autres
réinfectent les cellules voisines. La persistance de ces kystes tout au long de la vie de I’hote
permet d’entretenir une immunité cellulaire et prévient en principe, une éventuelle réinfection
(Dubey 1997) mais représente également une forme de dissémination et de contamination

chez les carnivores. Cependant, en cas d’altération du systétme immunitaire (VIH,
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chimiothérapie,...), les bradyzoites libérés dans 1’hdte pourront se retransformer en

tachyzoites a fort pouvoir pathogene.

Les kystes ayant une durée de vie assez longue, sont la source principale de
contamination par ingestion de viande crue ou mal cuite. En effet, le bradyzoite peut résister
plusieurs jours a température ambiante et jusqu’a plusieurs semaines a +4°C. Il peut aussi
survivre a la congélation jusqu’a 3 jours a -10°C et 2 jours a -20°C (El-Nawawi et al. 2008).
Au contraire, la cuisson a plus de 67°C pendant quelques minutes suffit & détruire

completement les bradyzoites (Dubey et al. 1990).

Apical rings 1, 2
Polar ring 1
Conoid
Microneme
Rhoptry
Plasmalemma
Inner membrane complex
Amylopectin

/———Micropore Iy 3
Apicoplast-\ 2

Colgi complex
Centrioles
Dense granule
Nucleus
Mitochondrion
Apicoplast
Rough endoplasmic reticulum
Golgi complex
Centrioles
Lipid body
Nucleus
Amylopectin
Dense granule
Posterior pore

s

Figure 12 : Comparaison entre un tachyzoite et un bradyzoite.
D’apres (Dubey et al. 1998)

Plusieurs facteurs entrent en jeu lors du processus de transformation des tachyzoites
en bradyzoites, processus qui est réversible (Figure 13). L’¢lément principal pour la
différentiation en bradyzoite est une augmentation du pH en culture cellulaire (Skariah et al.
2010). Cependant, in vivo, c’est I’inhibition de I’activit¢ mitochondriale li¢e a I’augmentation

du TNF-a, IFN-y et NO qui est a I’origine de cette conversion (Tomavo 2001).
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Conversion tachyzoite en bradyzoite

e Variation du pH e Inhibition de la fonction mitochondriale
» Choc thermique  ® Présence de NO

Tachyzoite /\ Bradyzoite
e =,

Conversion bradyzoite en tachyzoite

e Absence de NO * Absence de lymphocytes T
® Absence d’IFN-y, TNF-c e Ahsence d’IL-12

Figure 13 : Facteurs liés a I’interconversion entre tachyzoites et bradyzoites.
D’aprées (Lyons et al. 2002)
I.5.3. Le sporozoite

Le sporozoite est 1’élément infectant a I’intérieur de I’oocyste sporulée. Lors de son
excrétion par un félidé, I’oocyste non sporulé¢ contient un élément unique : le sporoblaste
(Figure 14a). Le sporoblaste se divise pour former 2 sporocystes (Figure 14b). Apres
sporogonie, chaque sporocyte va contenir 4 sporozoites (Dubey et al. 1998). Les sporozoites
sont semblables aux autres formes infectantes et peuvent également infecter tous les types
cellulaires (Tilley et al. 1997). C’est la forme de dissémination et de résistance principale du
parasite. Plusieurs études ont montrées que le sporozoite peut étre infectant pendant plusieurs
mois, voire des années suivant le milieu extérieur et la température. Les oocystes sont
sensibles a la dessiccation et sont rapidement inactivés par la chaleur (10 min a 50°C.) (Dubey
et al. 1970) ainsi qu’a la congélation (24h. a -21°C) (Frenkel and Dubey 1973). Ils peuvent
cependant survivre dans 1’eau a 4°C. pendant plus de 4 ans et preés d’1 an et demi a 20-22°C.
(Hutchison 1967). Dans des conditions naturelles, leur durée de survie diminue. Elle varie

entre 2 mois et 1 an a une température comprise entre 15 et 30°C. (Frenkel et al. 1975).
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Figure 14 : Oocystes de T. gondii. (a) non sporulé, (b) contenant 2 sporocystes.
(source : http://www.cdc.gov/dpdx/toxoplasmosis/gallery.html)

Le fait que les félidés enfouissent les feces a quelques centimetres dans le sol permet
ainsi de prolonger la survie des oocystes dans le milieu extérieur en le maintenant a
I’humidité et a 1’abri du soleil. Cet enfouissement est également propice a la dissémination.
Ainsi, certains insectes (blattes) mais aussi les vers de terre peuvent étre responsable de
portage passif (Bettiol et al. 2000; Carruthers and Sibley 1997; Ruiz and Frenkel 1980;
Wallace 1972). Les eaux de ruissellement issues des pluies contribuent également a la
dissémination des oocystes qui peuvent aller jusqu’a la mer (Fayer et al. 2004; Simon et al.
2013) ou I’oocyste résiste bien (Lindsay and Dubey 2009) et ainsi contaminer les mammiferes
marins (Mazzillo et al. 2013; Miller et al. 2004) et éventuellement les poissons (Zhang et al.

2014).

T. gondii a su développer une stratégie durant son cycle afin de pouvoir se
transmettre et de se disséminer le plus efficacement possible, en développant une forme de
multiplication rapide et dans tous type de cellules mais aussi une forme dormante et tres
résistante quelque soit dans le milieu et avec une plage de température importante. Ces
capacités lui ont permis d’infecter une trés grande partie des homéothermes a la surface de la

planete.
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I.6. PREVALENCE

I.6.1. Chez ’homme

De fagon globale, la séroprévalence est d’environ 30 a 40% de la population
mondiale. Il y a cependant de grande disparité entre les différentes régions du monde en
raison du climat et des modes de vie des populations. La prévalence des femmes enceintes ou
en age d’avoir des enfants (15- 45 ans) permet d’avoir une bonne représentation de la
répartition de I’infection a Toxoplasma (Figure 15). Si en Europe, la prévalence moyenne est
entre 40 et 50 %, le nord est moins exposé puisque le taux chute a moins de 20 % pour les
pays scandinaves. De méme pour I’Amérique du Sud qui a une prévalence supérieure a 50 %
(voire supérieur a 75 % pour le Costa Rica) alors que I’Amérique du Nord (Etats Unis et
Canada) affiche des taux en dessous de 20 %. En Afrique, les prévalences les plus
importantes se retrouvent autour du Golfe de Guinée (Cameroun, Nigeria et Togo) ainsi qu’a
Madagascar avec des taux supérieurs a 75 %. L’Asie semble plutét épargnée puisque la
prévalence avoisine les 30 % (pour exemple : 23 % pour I’ Australie, 11 % pour la Chine, 53
% pour I’Indonésie et 13% pour la Thailande). De facon générale, le taux de séroprévalence
les plus élevés se situe au niveau de zones tropicales humides ou semi humides, propice a la

survie des oocystes (Flegr et al. 2014).

En France, la séroprévalence des femmes en age de procréer était en moyenne de
53,4 % en 1995, puis a diminué a 43,8 % en 2003 et a 36,7 % en 2010, remettant en cause la
stratégie actuelle de dépistage. Il est toutefois fondamental de maintenir les mesures de

précaution pendant la grossesse (Tourdjman et al. 2015).
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Séroprévalence <25 %

Séroprévalence comprise entre 25 et 50 %
Séroprévalence comprise entre 50 et 75 %
Séroprévalence > 75 %

Absence de données

Figure 15 : Carte de séroprévalence chez les femmes en age de procréer.
D’apres (Flegr et al. 2014)

I.6. 2. Chez les félidés
Les félidés domestiques ou sauvages étant les hotes définitifs dans le cycle de T.
gondii, ils jouent un rdle essentiel dans le maintien de la dissémination de la maladie. La
répartition des félidés a travers le monde différe d’un pays a I’autre et donc la fagon dont sont
disséminés les oocystes de T. gondii. Un seul félidé peut excréter au total entre 3 et 810

millions d’oocystes pendant sa phase d’infection (Dabritz and Conrad 2010).

N

Ainsi, la population mondiale de félidés domestiques est estimée a environ 400
millions (Legay 1986). Si la séroprévalence globale chez les félidés domestiques est comprise
entre 30 et 40 % (Elmore et al. 2010), elle est trés variable en fonction des régions. On
retrouve ainsi un taux assez faible au Japon ou en Italie (9 %) alors qu’il est beaucoup plus
élevé au Mexique et avoisine les 71 % (Tenter et al. 2000). Chez les chats sauvages ou
errants, la séroprévalence est presque identique. Elle est de 13 % en Corée et de 73 % au

Brésil (Tenter et al. 2000).

Les félidés sauvages comptent pres de 40 especes (Wilson and Reeder 2005), répartis

sur tous les continents a 1’exception de 1’Australie et de 1’ Antarctique. On les retrouve dans
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des régions tropicales et subtropicales, des prairies, des savanes, des déserts arides ou dans les
massifs himalayens. On ne connait cependant pas leur population exacte. La contamination de
I’environnement sauvage est liée a la présence de ces félidés sauvages, maillon indispensable
pour la dissémination des oocystes. Cette contamination est d’autant plus problématique
lorsque le milieu sauvage cotoie le milieu anthropisé (ferme, élevage). La séroprévalence de
ces félidés sauvages est généralement élevée et peut atteindre 100%. Sur 39 especes, 31 ont

été trouvés positives soit en sérologie soit en détection d’oocystes (Dubey 2010).

L. 6. 3. Chez les autres animaux
De nombreux autres mammiferes dont les animaux d’élevage peuvent étre porteurs
de T. gondii. Ils représentent la plus grande source de contamination pour 1I’homme.

Cependant, la séroprévalence varie en fonction des especes et de leur localisation.

Porcs :

Pays Serop{;:f )a lence Références
Slovaquie 1,1-3,5 (Turcekova et al. 2013)
Nouvelle Calédonie 2 (Roqueplo et al. 2011)
Lettonie 4,2 (Deksne and Kirjusina 2013)
Australie 4,3-6,7 (Steinparzer et al. 2015)

(Chang et al. 2013; Jiang et al.
Chine 4,6-31,3 2014; Wang et al. 2012; Wang
et al. 2013b; Xu et al. 2014b)
Irlande 4,7 (Halova et al. 2013)
Japon 5,2 (Matsuo et al. 2014)
(Esteves et al. 2014; Lopes et
Portugal 7,1-9,8 al, 2013)
Chili 8,8 (Munoz-Zanzi et al. 2012)
Népal 11,7 (Devleesschauwer et al. 2013)
Pologne 14,3-15,4 (Sroka et al. 2011)
Indonésie 14,6 (Ichikawa-Seki et al. 2015)
(Alvarado-Esquivel et al.
Mexique 17,2-53,3 2012a; Alvarado-Esquivel et
al. 2014)
(Dubey et al. 2012a; Hill et al.
USA 17,7-90 2014)
(Clementino Andrade et al.
Brésil 19,5-62,5 2013; de Sousa et al. 2014;
Feitosa et al. 2014)
Tibet 22,7 (Wu et al. 2012)
Roumanie 23,1 (Pastiu et al. 2013)
Nigéria 29,1 (Onyiche and Ademola 2015)
Colombie 30 (Franco-Hernandez et al. 2015)
Finlande 33 (Jokelainen et al. 2012)
Italie 57,1 (Bacci et al. 2015)
Espagne 58,2 (Hernandez et al. 2014)
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Moutons :

Pays Seropz‘(ey: )a lence Références
(Clementino Andrade et al.
. 2013; Correia et al. 2015;
Bresil 10-53.3 Cosendey-Kezenl eite et al.
2014; Guimaraes et al. 2013)
Senegal 16 (Davoust et al. 2014)
Serbie 16 (Markovic et al. 2014)
Argentine 17,3 (Hecker et al. 2013)
Koweit 17,8 (Alazemi 2014)
Finlande 24.6 (Jokelainen et al. 2010)
(Diakoua et al. 2013;
Grece 28,3-53,7 Kantzoura et al. 2013;
Tzanidakis et al. 2012)
. (Alvarado-Esquivel et al.
Mexique 29,9 2013a)
Iran 31-38 53?52)1 et al. 2014; Sharif et al.

. (Gebremedhin et al. 2013a;
Ethiopie 31,6-37 Gebremedhin et al. 2013b)

. Cenci-Goga et al. 2013;
ltalie 33,3-59,3 (Gazzonis e% al. 2015)
Portugal 33,6 (Lopes et al. 2013)

Irlande 36 (Halova et al. 2013)
Arabie Saoudite 36,4 (Alanazi 2013)

(Astorga et al. 2014; Diaz et
Espagne 38,1-57,4 al. 2014; Garcia-Bocanegra et

al. 2013)
Tunisie 38,2-73,6 (Boughattas et al. 2014)
Caraibes 48-89 (Hamilton et al. 2014)
Ecosse 56,6 (Katzer et al. 2011)
Bangladesh 69,9 (Rahman et al. 2014)
Belgique 87,4 (Verhelst et al. 2014)
Turquie 97 (Leblebicier and Yildiz 2014)

Poulet :
Pays Séroprévalence Références
(%)

Japon 0 (Matsuo et al. 2014)

(Wang et al. 2013c; Yang et al.
Chine 4,1-5,8 2012)

(Alvarado-Esquivel et al.
Mexique 6,9 2012b)
Irlande 18 (Halova et al. 2013)
Colombie 29,7 (Franco-Hernandez et al. 2015)
USA 43,6 (Dubey et al. 2015)
Iran 46,2-51,9 (Hamidinejat et al. 2014)
Egypte 68,8 (Barakat et al. 2012)
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Ethiopie 70,7 (Gebremedhin et al. 2014)
(Chumpolbanchorn et  al.
Australie 90 2013)
Chevre :
Pays Serop;‘(ey: )a lence Références
USA (Missouri) 6,8 (Yaglom et al. 2014)
Chine 9 (Xu et al. 2014a)
Senegal 15 (Davoust et al. 2014)
(Alvarado-Esquivel et al.
Mexique 15,2 2013b)
Grece 16,8 (Kantzoura et al. 2013)
Bresil 18,1 (Santos Cde et al. 2012)
Portugal 18,5 (Lopes et al. 2013)
Tanzanie 19,3 (Swai and Kaaya 2013)
Arabie Saoudite 23,6 (Alanazi 2013)
Espagne 25,1 (Garcia-Bocanegra et al. 2013)
Iran 27 (Sharif et al. 2015)
Ethiopie 27,8 (Gebremedhin et al. 2013b)
Grece 30,7 (Tzanidakis et al. 2012)
Italie 41,7 (Gazzonis et al. 2015)
(Clementino Andrade et al.
Bresil 433 2013)
Roumanie 52,8 (Iovu et al. 2012)
Slovaquie 56,9 (Cobadiova et al. 2013)
Bangladesh 61 (Rahman et al. 2014)
Grece 61,3 (Diakoua et al. 2013)
Serbie 73,3 (Djokic et al. 2014)
Norvege 75 (Stormoen et al. 2012)
Bovins :
Pays Séroprévalence Références
(%)
. iu et al. 2012; Sun et al.
Chine 2,6-27,2 (2(315; Zhou et al. 2012)
Holec-Gasior et al. 2013;
Pologne 3,2-14.6 (Sroka etal. 2011)
Nouvelle Calédonie 3,3 (Roqueplo et al. 2011)
Japon 73 (Matsuo et al. 2014)
Indonésie 7,4 (Ichikawa-Seki et al. 2015)
Portugal 7,5 (Lopes et al. 2013)
France 7,8 (Gilot-Fromont et al. 2009)
(Azizi et al. 2014; Sarvi et al.
Iran 8,6-18,1 2015)
Nigeria 13,9 (Onyiche and Ademola 2015)
Pakistan 15,2-19,8 (Ahmad and Qayyum 2014)
Brésil 17,4-27,2 (Santos et al. 2013)
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Thailande 25,7 (Wiengcharoen et al. 2012)
Bangladesh 27 (Rahman et al. 2014)
Colombie 35 (Franco-Hernandez et al. 2015)
Soudan 44,8 (Elfahal et al. 2013)

Espagne 83,3 (Garcia-Bocanegra et al. 2013)

Les oiseaux peuvent également &tre considérés comme un ‘réservoir’ important
d’hétes intermédiaires. Ils constituent une source potentielle de contamination pour les félidés
domestiques ou sauvages. Comme les poulets, les oiseaux se nourrissant sur le sol peuvent
jouer un rdle dans la surveillance de la contamination tellurique (Ruiz and Frenkel 1980). Une
récente étude estime que les félidés se nourrissent de plusieurs milliards d’oiseaux par an
(Loss et al. 2013). De plus, T. gondii peut étre aussi responsable d’une mortalité importante
chez les oiseaux (Dubey 2010; Dubey 2002; Work et al. 2015). En zone tropicale, la
séroprévalence des oiseaux sauvages est en moyenne de 36 % suivant les especes. Mais la
séroprévalence des espéces vivant plutdt au niveau du sol augmente jusqu’a 77 % (Gennari et

al. 2014).

D’autre part, la persistance des oocystes dans 1’eau de mer permet la contamination
des mammiferes marins dans plusieurs parties du monde : Amérique du nord (Simeone et al.
2015), Amérique du sud (Deem et al. 2010; Esmerini et al. 2010), Angleterre (Forman et al.
2009) Australie (Lynch et al. 2011) et méme dans les zones polaires (Michael et al. 2016).
Cela a pour conséquence, la contamination par T. gondii de population en zone polaire
(Goyette et al. 2014) ou la présence de félidés est quasi nulle avec une séroprévalence qui
atteint pres de 60 % chez les Inuits de Nunavik (Messier et al. 2009). La consommation de
viande de phoque mal cuite a été mise en évidence comme facteur de risque (Tryland et al.

2014).

I.7. FORMES CLINIQUES

I.7.1. Forme asymptomatique
I s’agit de la forme la plus couramment rencontrée chez les sujets
immunocompétents dans les pays Européen et dans le Nord de I’Amérique (80 % des cas).
Elle se traduit par une séroconversion sans autre signe biologique. Apres pénétration dans
I’organisme (souvent par ingestion), le parasite se retrouve dans le sang et migre

principalement au niveau des muscles et du cerveau puis va s’enkyster. Ces kystes ne vont
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provoquer aucune trouble inflammatoire. Ils vont persister longtemps dans I’organisme de

I’héte, provoquant une réaction immunitaire faible mais prolongée.

I.7.2. Forme symptomatique ‘ganglionnaire’
On la retrouve dans environ 15 a 20 % des cas chez les sujets immunocompétents.
Cette forme est caractérisée par 1’apparition de ganglions souvent localisés au niveau du cou.
Elle est associée a une fievre modérée et une asthénie. Sans traitement, ces symptomes
peuvent perdurer plusieurs semaines avant de disparaitre. De la méme maniere que dans la

forme asymptomatique, on notera une séroconversion et la persistance du parasite sous forme

de kystes entrainant une immunité.

I.7.3. Forme congénitale

La contamination du fcetus se fait par transmission feeto-maternel. La mere, non
immunisée, est contaminée durant la grossesse et le parasite passe la barriere placentaire
(McAuley 2014). Dans de rares cas, la transmission peut également se produire lors d’une
reviviscence parasitaire chez une femme enceinte immunodéprimé (réactivation). Le risque de
transmission est trés faible lors du 1 trimestre de grossesse (environ 5% des cas) et augmente
progressivement jusqu’au 3™ trimestre (prés de 80 % des cas). Cependant, la gravité de
I’infection feetale évolue a I’inverse (Figure 16). Lors de I’infection au 1% trimestre, dans une
grande majorité des cas, une forme sévere se développe avec de graves séquelles cérébrales et

multi-viscérales (Gay-Andrieu et al. 2003) allant jusqu’a la mort in utéro. Au 3™

trimestre,
les infections n’entrainent généralement qu’une forme infra-clinique correspondant a une
séroconversion de I’enfant prouvant qu’il a été en contact avec le parasite. La principale
complication est I’apparition d’une choriorétinite (inflammation de la choroide associée a une

atteinte de la rétine) a I’enfance, 1’adolescence ou a 1’dge adulte (Dunn et al. 1999).
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Figure 16 : Risques de contamination congénitale.
D’aprés (Dunn et al. 1999)
I.7.4. Toxoplasmose oculaire

Cette forme de toxoplasmose a longtemps été reconnue pour étre la conséquence
principale d’une toxoplasmose congénitale. Cependant, des études récentes tendent a
démontrer que, dans de nombreux cas, les manifestations oculaires chez des sujets
immunocompétents sont liées a une infection acquise (Ozgonul and Besirli 2016; Pleyer et al.
2014). En Amérique du Sud, la toxoplasmose oculaire représente un réel probleme de santé

publique (de-la-Torre et al. 2007; Maenz et al. 2014)

Cependant, d’autres facteurs doivent étre pris en compte dans le développement de
cette forme oculaire comme la diversité génétique du parasite (Fernandez et al. 2016) décrite

depuis le début des années 2000.

I.7.5. Toxoplasmose chez le sujet immunodéprimé
En cas d’immunodépression, le toxoplasme peut provoquer des infections opportunistes
graves. En raison de la perte du systéme immunitaire, il y a alors réactivation d’une infection
latente (Basavaraju 2016) essentiellement di a la réactivation des kystes cérébraux. La perte
de la pression immunitaire sur les kystes peut €tre due a une infection par le VIH ou lors
d’une thérapie immunosuppressive (Robert-Gangneux et al. 2015) entrainant une
toxoplasmose oculaire, une toxoplasmose cérébrale (Pereira-Chioccola et al. 2009; Pott and

Castelo 2013) ou une toxoplasmose disséminée impliquant tous les organes mais
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essentiellement les poumons (Velasquez et al. 2016), le cceur (Lanjewar et al. 2006) et le

cerveau (Ajzenberg et al. 2016).

I.7.6. Toxoplasmose ‘atypique’
Depuis plusieurs années, des formes atypiques de Toxoplasma (non-type I, non-type
IT et non-type III) ont été décrites principalement dans 1’environnement ou chez les animaux.
Cependant, des cas de toxoplasmoses impliquant ces souches atypiques chez des sujets
immunocompétents ou non, ont également été rapportés (Silveira et al. 2015; Sobanski et al.
2013). Ces souches atypiques ont des manifestations cliniques plus virulentes que les souches

clonales (Boughattas et al. 2011; Delhaes et al. 2010; Demar et al. 2012).

I.8. BIODIVERSITE GENETIQUE

I.8. 1. Marqueurs génétiques

Les souches de T. gondii ont été génotypées a partir des années 90 grace a plusieurs
alloenzymes (Darde et al. 1988; Darde et al. 1992). Cette technique utilisait seulement 6
enzymes (I’aspartateamino transférase (ASAT), la glutathion réductase (GSR), la glucose
phosphate isomérase (GPI), ’amylase (AMY), la phosphatase acide (ACP) et la propionyl
estérase (PE)) sur les 39 étudiées pour avoir un profil électrophorétique discriminant.
Cependant, cette technique a aussi les inconvénients d’utiliser un grand nombre de parasites,
pas toujours facile a obtenir en fonction de la virulence de certaines souches et de ne pas
détecter les mutations silencieuses sur la séquence en nucléotidique (mais qui n’ont pas de
répercussions sur la séquence protéique). Ainsi, des profils électrophorétiques identiques

pouvaient avoir des profils génétiques différents.

Avec D’apparition des Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs), une nouvelle
classification des souches est apparue. Les SNPs sont des variations d’un nucléotide a une
position donné sur le génome, entre individus de la méme espece, avec une fréquence > 1%.
Les SNPs se retrouvent fréquemment puisque le taux est estimé a environ 1 pour 2000 paire
de base (pb) sur le génome humain (Barreiro et al. 2008; Nachman 2001; Sachidanandam et
al. 2001). Ce taux, plus faible chez T. gondii, serait d’environ 1 pour 900 pb (Bontell et al.
2009). Ce polymorphisme génétique peut permettre 1’apparition ou la disparition de site de
reconnaissance pour des enzymes de restriction. La technique de PCR-Restriction Fragment
Length Polymorphism (PCR-RFLP) permet I’étude de ces sites de restriction. La premiere

classification effectuée avec cette technique s’est basée sur 6 marqueurs génétiques.
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L’échantillonnage était composé des souches déja étudiées par des laboratoires (RH, M7741,
C56, ME49, Prugniaud) et de souches isolées de cas de toxoplasmose humaines en Europe et
en Amérique du Nord. L’¢étude a conclu a I’existence de 3 lignées clonales : type I, type II et

type III (Howe and Sibley 1995).

Type I: 1l est trés rarement isolé. La souche la plus étudiée est la souche RH et fait
office de référence dans la plupart des expérimentations. Elle a été isolée en 1939 lors d’une
encéphalite aigiie humaine (Sabin 1941). D’autres souches ont, par la suite, ét¢ isolées a partir
d’animaux ou de patients (assez rare) (Ajzenberg et al. 2010) et conservent le méme profil de

virulence chez la souris comme GT1 et VEL (Howe and Sibley 1995).

Type II: C’est le génotype le plus fréquemment isolé (80%) en Europe et en
Amérique du Nord. Elles sont a I’origine de la plupart des infections chez I’homme et les
animaux domestiques (Gross et al. 1997). En France, elles sont responsables de la grande
majorité des cas de toxoplasmose congénitale ou occulaire (Ajzenberg et al. 2002; Fekkar et

al. 2011). Les souches les plus étudiées sont ME49, Prugniaud (PRU) ou 76K.

Type III: C’est un génotype rencontré surtout chez les animaux et plus rarement

dans les infections humaines en fonctions de leur origine géographique.

Par la suite, le séquencage a permis la détection de nombreux autres SNPs situés sur

différents genes codant pour des protéines :

- de fonctions connues comme les antigenes de surface, les granules denses ou les
rhoptries du parasite (Grigg et al. 2001; Tinti et al. 2003). D’autres genes codants pour
protéines ‘fonctionnelles’ (B-tubuline, ADN polymérase a, dihydrofolate réductase ou la
thymidilate synthétase) sont également utilisés (Grigg and Boothroyd 2001; Sibley and
Boothroyd 1992)

- ou de fonctions encore inconnues comme 850, 950, L328 et B1(Grigg and

Boothroyd 2001; Sibley and Boothroyd 1992).

Au début des années 2000, une nouvelle étude a permis d’identifier 200 nouveaux
marqueurs SNPs en plus des 50 déja connus (Khan et al. 2005). Bien que le séquencage de
plusieurs locus (MLSP pour Multi Locus Sequence Typing) reste une référence pour un
typage optimal des souches, sa mise en place fastidieuse et son cofit élevé sont des obstacles a

une utilisation pour des études épidémiologiques. Elle permet de désigner des haplogroupes
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par I’utilisation de 8 introns de 5 loci : UPRT (introns 1 et 7), MIC2 (introns 1 et 3), BTUB
(introns 1 et 2), EF1 (intron 1) et HP (intron 2) (Su et al., 2012).

La PCR-RFLP de gene a copie unique, plus facile d’utilisation, ne permet cependant
pas de détecter des SNPs en dehors des sites de restriction. L’utilisation de plusieurs
marqueurs est donc nécessaire pour un génotypage résolutif. A 1’heure actuelle, 9 a 12
marqueurs sont couramment utilisés pour génotyper les souches de T. gondii a travers le
monde (Casagrande et al. 2015; Ruffolo et al. 2016; Su et al. 2006b). En général, 1’utilisation
de 10 marqueurs (SAGI1, SAG2, SAG3, BTUB, GRAG6, c22-8, c29-2, L358, PK1 et Apico)
permet de désigner des génotypes «ToxoDB PCR-RFLP #» suivi d’un nombre spécifique.
Une liste de 231 génotypes est actuellement référencée dans une base de données
(http://toxodb.org/toxo/showQuestion.do?questionFullName=RflpIsolateQuestions.ByGenoty
peNumber).

I.8. 2. Analyse des microsatellites

Le séquencage de marqueurs génétiques plus fins permet de différencier des
génotypes différents de T. gondii. C’est le cas des microsatellites (MS) ou ‘Short Tandem
Repeats’ (STR) qui sont des fragments d’ADN dont la séquence est tres courte (de 1 a 6
nucléotides) et se répetent en tandem jusqu’a plusieurs dizaines de fois. Cette répétition peut
étre due aux erreurs que peut faire I’ADN polymérase lors de la réplication. Plus le nombre de
répétition est important, plus ce risque d’erreur est élevé. Bien que polymorphes a travers un
processus évolutif, les microsatellites sont généralement hérit€s de maniere stable entre des
individus étroitement liés. Ces propriétés ont conduit a leur utilisation dans les études sur la
diversité de la structure de la population et dans la détermination de la lignée et de la clonalité
chez plusieurs Apicomplexa : Cryptosporidium parvum (Quilez et al. 2011), Plasmodium
falciparum (Murray et al. 2016; Salgueiro et al. 2016), Neospora caninum (Regidor-Cerrillo
et al. 2013; Salehi et al. 2015) ou Babesia bovis (Combrink et al. 2014).

Chez T. gondii, les premieres études ont débuté avec 5 marqueurs : TUB2, W35,
TgM-A, B18 et B17 (Ajzenberg et al. 2005; Demar et al. 2008) (Tableau 1). Par la suite, 3
nouveaux marqueurs ont été décrits : M33 (Blackston et al. 2001), IV.1 et XI.1 (Ajzenberg et
al. 2010) (Tableau 1). Ces marqueurs ont des motifs relativement stables (TG), ou (TC),
donnant une discrimination modérée permettant cependant une différentiation entre les
lignées clonales. Un plus fort pouvoir discriminant est apportée par I’utilisation de marqueurs
microsatellites plus polymorphes dit de ‘fingerprinting’ (empreinte digitale). Ces marqueurs

sont constitué¢ d’un motif (TA), : N60, N82, AA, N61, N83 (Ajzenberg et al. 2002), M48 et
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M102 (Blackston et al. 2001) (Tableau 1). La combinaison des8 marqueurs de typage et des 7
marqueurs d’empreintes digitales permet d’atteindre un fort pouvoir discriminant permettant

le typage quasi individuel des clones.

Tableau 1 : Marqueurs microsatellites pour le typage de T. gondii.
D’apres (Ajzenberg et al. 2010)

Microsatellite Discrimination Fonction Cl;;zls?t(;(s::;le
TUB-2 Modérée B-tubuline IX (974608 a 974896)
W35 Modérée Inconnue II (633241 a 633482)
TgM-A Modérée Myosine A X (4824879 2 4825083)
B18 Modérée Inconnue VII (2921536 a2 2921693)
B17 Modérée Inconnue XII (6474746 a 6475079)
M33 Modérée Inconnue IV (672591 a 672760)
V.1 Modérée Inconnue IV (742419 a 742693)
XI.1 Modérée Inconnue XTI (189702 a 190058)
N60 Forte Inconnue Ib (1766079 a 1766221)
N82 Forte Inconnue XI1(1621472 a 1621585)
AA Forte Inconnue VIII (5836880 a 5837144)
N61 Forte Inconnue VIIb (4217145 2 4217238)
N83 Forte Inconnue X (1772898 a 1773209)
M43 Forte Inconnue Ia (332951 a 333166)
M102 Forte Inconnue VlIla (3093491 a 3093664)

I.8.3. Classification

Les premieres études ont montré que la majorité des souches isolées en Europe et en
Amérique du Nord appartiennent aux 3 souches clonales I, II et III. Ces lignées sont bien
implantées et se sont adaptées a I’homme ainsi qu’aux animaux domestiques et d’élevage
(chat, volaille, porc, moutons...) qui sont les vecteurs de la contamination chez I’homme. La
variation génétique entre ces lignées varie peu (entre 1 et 3 %) et la variation au sein d’un
méme lignage est tres faible (<0.01%) (Ajioka 1998).Le taux de recombinaison génétique
pour T. gondii est donc particulierement bas pour un organisme a reproduction sexué. Il est
pourtant suffisant pour provoquer des transferts génétiques occasionnels entre les trois

principales lignées.
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En effet, des analyses génétiques plus fines (PCR-RFLP ou microsatellites) ont mis
en lumiére d’autres clones n’appartenant pas dans une des 3 lignées clonales. Si une majorité
des souches typées entrent dans un des 3 génotypes, il existe également des souches avec un
génotype particulier. Ces clones présentent une recombinaison des alleles classiques I, II ou
III (Bontell et al. 2009; Grigg et al. 2001). 4 clones recombinants étaient d’ailleurs déja
présents lors 1’étude de Howe et Sibley (1995), présentant un mélange de type I, II ou III dans
leurs génotype. Ces souches recombinantes prouvent 1’existence d’une sexualité de T. gondii
chez les félidés. Elles sont cependant minoritaires pour pouvoir modifier la structure clonale
de ce parasite (Ajzenberg et al. 2005). En parallele de ces souches clonales et de ces souches
recombinantes, certaines souches présentent des alleles uniques (atypiques), non retrouvés
parmi les alleles des 3 génotypes majeurs (Ajzenberg et al. 2004; Carme et al. 2002). En
2013, le typage a permis de classer 1457 échantillons en 189 génotypes révélant la diversité
génétique de T. gondii, géographiquement (Figure 17). Ainsi, il existe un contraste entre
I’Amérique centrale et du Sud et les autres continents. Dans la plupart des régions, il existe
plusieurs génotypes avec une prédominance de quelques uns. En Amérique du Nord, 40
génotypes ont été détectés avec une dominance des génotypes ToxoDB PCR-RFLP #1, 2, 3, 4
et 5. En Europe, 9 génotypes cohabitent avec une dominance des génotypes #1, 2 et 3, en
Asie, on retrouve 10 génotypes avec une dominance des génotypes #9 et 10 et en Afrique, 13
génotypes 1dentifi€és avec une dominance des génotypes #2 et 3. En Amérique Centrale et du
Sud, se sont 156 génotypes qui ont été détectés sans aucune prédominance. On constate
également que les génotypes #10 (type I), 1 (type II) et 2 (type III) sont tres peu représentés
(Shwab et al. 2014).

57



&
o
B

¥ ﬁ
-
o

Egypt, n=118

SEFPRE,

FFEFEL
P =

g'llifunk‘.
REElpyt

Boad=a

China, n=52

TTR, 16, &1, T, 65T, 148, T0. 28, A
o, 45 AT, 53, €T, 71, 150, 182, 43, 84
54, 57, 50, 90, 3, B4 8, 100, V5.,
135 104, BE, 10, 7, 28, 20, 90,
&, 77, B0 HT, A2 &4, A5, B AT,
B, 92 40 04, 98, 104, W, 138, 107
TORL TS, T4 TIE 117, e, 10 N
124, 126, WA, 150, T 15, TEE 143,
145, 168, R84 ah 1ES 80, B 16
T 164 P, 1S 1TR 178

Figure 17 : Distribution géographique des génotypes de T. gondii
D’apres (Shwab et al. 2014)

L’analyse de SNP de 8 introns sur 5 génes différents a permis une classification des
souches clonales et de nombreux isolats atypiques provenant d’Amérique du Sud. Cette
premiere classification a répartie les souches en 12 haplogroupes (Hg), les lignées clonales
étant désignées haplogroupe 1, 2 et 3. Une 4° lignée clonale (Hg 12) a également été identifiée
en Amérique du Nord, ou elle se retrouve couramment dans la faune sauvage (Dubey et al.
2011b; Khan et al. 2011). Par la suite, 2 nouveaux haplogroupes ont complété cette
classification. Cette analyse indique que les 14 HG peuvent avoir dérivé d’un mélange de 6
souches ancestrales (Khan et al. 2011). La combinaison plusieurs méthodes de génotypage sur
un nombre ¢élevé d’échantillons a permis d’affiner cette classification. Les 15 haplogroupes
(représentant 138 génotypes sur 950 échantillons) ont été regroupés en 6 clades (A a F)
majeurs regroupant les haplogroupes apparentés (Su et al. 2012). Les clades A, B et F
montrent plusieurs sous ensemble composés d’haplogroupes distincts. Ainsi, le clade A
représente un groupe assez important avec les haplogroupes décrits en Afrique (Hg 6 et 14)

(Khan et al. 2011; Mercier et al. 2010), en Amérique du Sud (Hg 6) (Khan et al. 2007) et en
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Amérique du Nord (Hgl) (Howe and Sibley 1995). Le clade B comprend les haplogroupes 4
et 8 qui sont retrouvé en Amérique du Sud lors de toxoplasmose oculaire (Khan et al. 2006).
Le clade F est, quant a lui, beaucoup plus diversifié génétiquement puisqu’il comprend des
souches isolées provenant d’Amérique du Sud et plus précisément de la Guyane Francaise
(Hg 5 et 10) (Mercier et al. 2011) ainsi que du Brésil. Le clade D présente un plus haut niveau
de divergence par rapport aux autres groupes et est composé de 2 haplogroupes (Hg 2 et Hg
12). Enfin, 2 clades sont représentés par des haplogroupes uniques : le clade C (Hg 3) et le
clade E (Hg 9). Un seizieme haplogroupe a ¢té ajouté a la suite de I’analyse sur les SNPs du

génome regroupant certaines souches des Hg 4 et 8 (Lorenzi et al. 2016).

I.8. 4. Evolution des souches

Malgré des divergences génétiques, les lignées clonales (type I, II et III) montrent un
degré de similitude assez important indiquant la possible existence d’un ancétre commun il y
a environ 10.000 ans (Su et al. 2003). La comparaison des SNP a I’échelle du génome des
souches de lignées clonales a permis de déterminer que 1’ancétre du type II dite II* a croisé
les souches ancestrales a et 3, il y a environ 10 000 ans pour générer les types I et III que 1’on
connait. Ces 3 souches se retrouvent fréquemment isolées en Europe et en Amérique du Nord,
suggérant qu’elles se sont propagées rapidement depuis leur récente création (Boyle et al.
2006). N’ayant pas engendré d’autre descendance aussi prolifique, 1’explication serait que la
recombinaison a réuni une combinaison procurant un avantage sélectif a ces 3 lignées (Grigg
et al. 2001). En effet, ces lignées partagent une version monomorphe du chromosome 1la
(Chrla), contrairement a la variabilité génétique caractérisant tous les autres chromosomes
(Khan et al. 2006). En revanche, on observe un modele entierement différent pour les souches
atypiques présence en Amérique du Sud qui montrent une diversité et une divergence
nettement plus grande, ce qui pourrait indiquer une évolution beaucoup plus lointaine, de
I’ordre de 1.000.000 d’années (Sibley and Ajioka 2008; Su et al. 2003) (Figure 18).
L’analyse du Chrla de ces souches atypiques d’Amérique du Sud a montré une similitude
génétique tres importante avec les lignées clonales (Lehmann et al. 2006). Cependant, la
distribution de Chrla dans des souches sauvages et anthropisées de T. gondii collectées en
Amérique du Sud et plus précisément en Guyane Francaise atteste de la version quasi
monomorphique de Chrla dans les souches d’environnements anthropisées alors qu’il est

extrémement diversifié dans les souches sauvages (Khan et al. 2014).
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Figure 18 : Evolution des lignées clonales.

D’apres (Su et al. 2003)

Si I’apparition des félidés et du toxoplasme remonte a environ 11 a 12 millions d’années
(Johnson et al. 2006; Sibley 2003), certains travaux émettent ’hypotheése que les souches
d’Amérique du Sud sont plus anciennes que celles d’Amérique du Nord et pourraient donc
étre le point d’origine de I’appariation des toxoplasmes (Lehmann et al. 2006). La
transmission de ces souches d’Amérique du Sud ne se faisant que par I’intermédiaire de
félidés sauvages et d’especes hotes dans un environnement naturel (cycle sylvestre), une étude
suggere que les flux migratoires des félidés sauvages auraient permis la propagation de ces
souches. Une fois isolées, elles auraient par la suite subit la diversité que I’on connait
aujourd’hui (Sibley and Ajioka 2008). C’est donc il y a environ 10 000 ans que les souches de
type II et III ont fait leur apparition (Boyle et al. 2006). Ces souches ont démontré un profil
beaucoup moins virulent pour les souris que les souches d’Amérique du Sud (Shwab et al.
2014). Cette perte de virulence des souches de I’Ancien Monde peut étre la résultant d’une
co-évolution entre T. gondii et ses hotes, qui est présente chez d’autres couples hotes-
pathogenes (Nieberding and Olivieri 2007; Barrett et al. 2008; Martinez-Hernandez et al.
2009; Kodaman et al. 2014; Bonneaud et al. 2018). Ainsi, chez la souris sauvage, T. gondii
pourrait avoir exercé une pression sélective forte sur I’évolution des mécanismes de défense,
en induisant un polymorphisme des protéines GTPases liées a I'immunité¢ (IRG). Ces
protéines sont essentielles a I'immunité de la souris contre une infection a T. gondii. Chez la

souris domestique, ce polymorphisme les rend beaucoup plus sensibles aux souches virulentes
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que les souris sauvages. La mortalité rapide de ces souris face a une souche virulente

engendrera I’émergence de souches moins virulentes (Miiller and Howard. 2016).

Mais c’est I’apparition de I’homme dans ces milieux sylvestres qui va conduire a la
modification du cycle de vie du parasite. L’anthropisation de ces milieux va introduire des
nouveaux hotes (souris et chat domestiques) favorisant la sélection de certaines souches
(Shwab et al. 2018). Ainsi, les souches isolées de région anthropisées de Guyane montrent
une capacité de transmission par les chats domestiques supérieure aux souches isolées d’un
milieu sylvestre, ce qui peut constituer une pression sélective dans les environnements liés a
I’homme (Khan et al. 2014). L’expansion des zones anthropisées notamment par 1’agriculture
pourrait faciliter la propagation de ces génotypes de T. gondii adaptés aux environnements
agricoles par rapport aux génotypes natifs. Les chats domestiques pouvant fortement
contaminer des zones anthropisées (Gotteland et al. 2014), entraineraient une augmentation
du taux d’infection chez les animaux d’¢élevages, ainsi qu’une expansion clonale d’un sous

type de génotype de T. gondii (Ajzenberg et al. 2004).

I.9. REPONSE IMMUNITAIRE

La réponse immunitaire de 1’hote face a une infection a T. gondii est complexe et fait
intervenir de nombreux acteurs. De facon générale, la primo-infection chez un patient
immunocompétent entraine une réponse immunitaire protectrice de type Thl, liée a la
persistance de kystes dans certains tissus (muscles, cerveau). Chez des patients
immunodéprimés (VIH, grefte,...), ’absence de contréle de la multiplication par le systeme
immunitaire et la dissémination des tachyzoites a travers 1’organisme peuvent entrainer des

lésions graves pouvant €tre fatales.

L.9.1. La réponse immunitaire innée

Elle est dite non spécifique car elle fait appel aux cellules et aux mécanismes de
defense de ’organisme de facon immédiate des la pénétration du parasite dans 1’organisme.
Schématiquement, c’est majoritairement au niveau de I’intestin, lors de I’ingestion que les
tachyzoites pénetrent dans les cellules épithéliales intestinales (IEC) ce qui induit en premier
lieu, la production de monoxyde d’azote (NO) et a pour effet de limiter la réplication du
parasite mais aussi de recruter les lymphocytes intraépitheliaux qui ont pour réle de détruire
les entérocytes infectés (Buzoni-Gatel et al. 2008). Les IEC produisent également des

cytokines (Interleukine-15 (IL-15), IL-1, IL-6, GM-CSF (Granulocyte-Macrophages Colony
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Stimuling Factor)) et des chimiokines (MCP-1 (Monocyte Chemotactic Protein 1), MIP-1a
(macrophage Inflammatory Protein 1a) ou CCL3 (Chemokine (C-C motif ligand 3), MIP-3
ou CCL4, et RANTES (Regulated on Activation and Normally T-cell Expressed and
Secreted)) (Kasper et al. 2004) qui ont pour réle d’initier le recrutement des cellules
immunitaire comme les neutrophiles, les macrophages et les cellules dendretiques (DC) vers
le point d’inflammation (Miller et al. 2009). L’IL15, quant a elle, va permette le recrutement
et ’activation des lymphocytes NKT (Natural Killer T cell) conduisant a la production
d’interféron-y (IFN-y) au niveau de la lamina propria (espace sous la muqueuse digestive)

(Buzoni-Gatel et al. 2008).

Les neutrophiles vont phagocyter les tachyzoites ce qui va induire la libération de
facteurs semblables aux chimiokines, en particulier la cyclophiline-18 et la profiline 1’'un des
Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMP) de T. gondii. La cyclophiline-18 va stimuler
la production d’IL-12 via la reconnaissance par le récepteur a C-C chimiokine de type 5
(CCR-5) a la surface des macrophages et des DC (Aliberti et al. 2003). La profiline va activer
la formation d’homo- ou d’hétéro-dimeres de récepteurs de I’immunité innée appelés Toll-
Like Receptors (TLRs) présents a la surface des neutrophiles et des macrophages et plus
précisément les TLR-11 et 12. La protéine adaptatrice MyD88 (Myeloid Differenciation
Primary-Reponse Protein 88) va se fixer sur les dimeres de TLRs formés, initiant une voie de
signalisation activant la Transforming Growth Factor (TGF)-f Activated Kinase 1 (TAK1).
La TAKI1 initie alors les voies Nuclear Factor-Kappa B (NFxB) et Mitogen-Activated Protein
Kinases (MAPK). La phosphorylation de la sous unité IkB-oo de NFxB permet la
translocation des 2 sous unités (p5S0 et p65) au niveau du noyau et induisent I’expression de
ses genes cibles. La voie MAPK conduit a la phosphorylation de p38 qui a son tour conduit a
l'activation de facteurs de transcription tels que c-Jun initiant finalement a l'expression de

cytokines inflammatoires (Figure 19) (Gazzinelli and Denkers 2006).

Bien que TLR11 et TLRI2 soient exprimés chez les rongeurs, le gene TLRI11
humain est un pseudogene non fonctionnel et le gene TLR12 humain est absent (Yarovinsky
2014). Cependant, d’autres PAMPs de T. gondii peuvent activés des TLRs différents. Les
glycosylphosphatidylinositol-anchored proteins (GPIs) localisées a la surface du parasite et la
Heat Shock Protein 70 (HSP70) sont des ligands de TLR2 (en association avec TLRI1 ou
TLR6) et TLR4 (Dupont et al. 2012) et TLR7 et TLR9 reconnaissent respectivement I’ARN

et ’ADN de T. gondii au niveau d’endosomes (Sasai et al. 2018) permettant 1’activation de la
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voie de signalisation. L’expression de cytokines pro-inflammatoires comme I’IL-12, IFN-y ou
le TNF-a, permet le contréle de la prolifération du parasite qui est contre balancé par

I’expression de cytokines comme I’IL-10 ou le TGF-3, qui régule la réponse immunitaire.

GPI, TgHSP70,...

TLR2 TLR6 TLR2 TLR1 TLR4 TLR11
TLR12 Membrane
plasmique

Cytoplasme

MyD88

N

Figure 19 : Activation des Toll-Like receptors par T. gondii
D’apres (Gazzinelli and Denkers 2006; Yarovinsky 2014)

La production d’IL-12, d’IFN-y et de TNF-o oriente la réponse immunitaire
spécifique vers [’activation des lymphocytes T helper 1 (Thl). Parallelement au
développement de la réponse protectrice Thl, se développe une voie Th2, caractérisée par la
production d’IL-4, d’IL-10, d’IL-5 et de TGFb au niveau des lymphocytes. La régulation
négative de la réponse Thl par les cytokines Th2 permet d’éviter les phénoménes

immunopathologiques liés a une réponse inflammatoire excessive (Mennechet et al. 2004).

Cependant, les tachyzoites ont des moyens d’échapper au systéme immunitaire de
I’hote, leur permettant de parasiter des leucocytes et ainsi d’étre disséminé dans tout

I’organisme via le réseau sanguin. Ils vont alors pouvoir coloniser des organes (foie, la rate,
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poumon, cerveau) ou des muscles ou les tachyzoites vont se transformer en bradyzoites a

I’intérieur de kystes.

L.9.2. La réponse immunitaire adaptative
La présence du parasite a I’intérieur de kystes va permettre au systeme immunitaire
de mettre en place une protection spécifique et persistante. Cette réponse nécessite la
présentation d’antigénes du toxoplasme par les cellules présentatrices d’antigénes (CPA) via
le complexe majeur d’histocompatibilit¢é (CMH). Ils sont reconnus par les récepteurs des

cellules T (TCR) des lymphocytes T CD4+ et CD8+.

Les lymphocytes CD4+ jouent un role primordial dans le contrdle de I’infection
chronique en produisant de I’IFN-y et d'IL-2 (Guiton et al. 2009), ce qui va stimuler le
développement des lymphocytes cytotoxique CD8+ qui vont avoir une action de lyse sur les
cellules infectées par le toxoplasme (Jongert et al. 2010). La synergie entre les lymphocytes

CD4+ et CD8+ permet un contrdle efficace de 1’infection chronique a T. gondii.

I. 10. VIRULENCE DE T. GONDII

I.10. 1.  Chez la souris
En régle générale, la virulence d’un parasite est observée pour un héte donné en
fonction de la dose inoculée. La pathogénicité des souches de T. gondii est définie par 1’étude
de la virulence chez la souris. On détermine alors la Dose Létale 50 (DL50) et la Dose Létale
100 (DL100) qui sont les doses de parasites minimales pour entrainer la mort respectivement
de 50% ou de 100 % des souris apres inoculation de tachyzoites par voie intra-péritonéale. La

virulence differe suivant que la souche est de type I, II, III (Saeij et al. 2005) ou atypique
(Behnke et al. 2011).

» Les souches de type I sont caractérisées par une virulence importante chez la
souris. Elles ne forment pratiquement pas de kystes et sont tres pathogenes
puisque la dose létale 100% est proche de 1 toxoplasme. Leur taux de
multiplication est 3 fois plus rapide que pour les autres souches (Boothroyd
and Grigg 2002). Cependant, cette virulence n’est pas retrouvée chez le rat
qui peut completement éliminer les parasites grace a leur systeme
immunitaire (Cavailles et al. 2006; Li et al. 2012).

» Les souches de type II sont de virulence moyenne (ou intermédiaire). Elles

sont responsables d’une infection toxoplasmique chronique chez la souris,
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induisant la persistance de kystes tissulaires dans les muscles et le cerveau.
Elles n’induisent la mort de la souris qu’au bout de plusieurs jours avec une
dose significative de I’ordre de 10” 4 10° toxoplasmes injectés.

» Les souches de type III sont de virulence faible ou avirulentes. Elles peuvent
entrainer la mort de la souris en plus de 15 jours aprés une injection de >10’
toxoplasmes.

» Les souches recombinantes ont des virulences trés variables allant de non
virulent a une virulence forte (Grigg and Suzuki 2003) alors que les souches
atypiques présentent une virulence intermédiaire a forte (Dubey et al. 2011a;
Grigg and Suzuki 2003; Wang et al. 2013a). Généralement, les génotypes
avec une majorité d’alleles de type I sont les plus virulents (Mercier et al.

2011).

I1.10.2. Chez I’homme
L’expression de la virulence chez les humains est un phénoméne complexe en raion
d’autres facteurs qui peuvent influencer le pouvoir pathogéne des souches de T. gondii.
L’expression de la pathogénicité est le résultat de I’interaction entre des facteurs parasitaires
(stade infectieux, inoculum, patrimoine génétique de la souche) et des facteurs de 1’hote

(statut immunitaire, facteurs génétiques) (Maubon et al. 2010).

I.10.3. Facteurs de virulence dans la cellule hote

La survie du parasite résulte d’une bataille qui se déroule a I’intérieur de la cellule
hote. L’invasion de ces cellules par T. gondii est un processus actif, dirigé par le parasite et
qui conduit a la formation de la vacuole parasitophore. Le processus d’invasion s’accompagne
d’une fixation du parasite sur la cellule hote via des protéines de surface (SAGs) et d’une
sécrétion de protéines parasitaires issues des organites apicaux sécrétoires (ROPs, MICs et
GRAs) (Figure 20). Ces protéines sécrétées dans le cytoplasme de la cellule héte peuvent
manipuler les mécanismes de défense immunitaire de 1’hote. La plupart de ces protéines sont

‘polymorphes’, ce qui détermine les différences de virulence du parasite.
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Granules denses (GRA)

Apicoplaste

Protéine Antigéne de Surface (SAG)

Figure 20 : Répartition des 4 groupes de protéines impliquées dans la virulence.
D’apres (Ajika et al. 2001)

Nous avons choisi de nous intéresser a 8 protéines jouant potentiellement un réle
dans la virulence des souches de T. gondii d’aprés la littérature. Ce sont ces 8 protéines qui
seront étudiées dans la 2° partie de ce mémoire. Cette liste est loin d’étre exhaustive. D’autres

protéines peuvent également jouer un role dans la virulence des souches.

I.10. 3. 1. Les protéines des granules denses
Les protéines des granules denses (GRAs) de T. gondii sont des protéines sécrétées,
exprimées par les tachyzoites mais €également par les bradyzoites, apres la formation de la
vacuole parasitophore (Nam 2009). C’est une famille qui comporte 25 protéines : GRAI a
GRA25 (Mercier and Cesbron-Delauw 2015). GRAI11 et 13 ne sont pas considérés comme
appartenant a cette famille (Rome et al. 2008).

GRAL est une protéine de 24 kDa, sécrétée dans la vacuole parasitophore en tant que
protéine soluble lors de I’invasion de la cellule hote, favorisant la croissance du parasite. Elle
possede également des propriétés a fixer le Ca2+, lui permettant de moduler la libération du
calcium intracellulaire a I’intérieur des macrophages, suggérant une diminution de la réponse

immunitaire de 1’héte (Lin et al. 2010).

GRAZ3 est une protéine transmembranaire de la vacuole parasitophore de 30 kDa.
Elle se lie avec une protéine membranaire modulatrice de calcium (CAMLG : Calcium
modulating ligand) située sur le réticulum endoplasmique de la cellule hote (Bram and
Crabtree 1994). Il en résulte une modification de la concentration de calcium intracellulaire,
entrainant I’inhibition de I’apoptose de la cellule héte et la survie a plus long terme des

parasites a I’intérieur de cette cellule hote (Feng et al. 2002).
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I. 10. 3. 2. Les protéines des rhoptries
Les protéines des rhoptries sont nommées différemment en fonction de leur
localisation a I’intérieur des rhoptries : soit au niveau du bulbe postérieur (ROP), soit au
niveau du canal plus antérieur (RON). Ces protéines sont principalement excrétées lors de la
pénétration du parasite a I’intérieur de la cellule hote. La famille des ROPs de T. gondii
comprend un ensemble de 34 genes ayant un domaine d’activité kinase et 10 genes
‘pseudokinases’ dépourvues de domaine d’activité kinase suite a des insertions ou a des

délétions (Peixoto et al. 2010).

ROP18 est une sérine/théonine kinase qui est sécrétée dans la cellule et reste attachée
a la membrane de la vacuole parasitophore. Son activité kinase inactive directement
I’immunité de 1’hdte par phosphorylation des Guanine TriPhosphatases (GTPases) liées a
I’immunité (Fentress et al. 2010) protégeant ainsi la membrane de la vacuole parasitophore.
ROP18 inhibe également la signalisation du facteur de transcription NF-xf3 de I’hdte par
association de sa sous unité p65 (Du et al. 2014). De plus, 1’association de ROP18 avec le
récepteur de stress ATF6 du réticulum endoplasmique de la cellule hote interfere avec la
présentation de 1’antigene (Yamamoto et al. 2011), compromettant les réponses immunitaires
médiées par les cellules T CD8. Elle est considérée comme jouant un role majeur dans la

virulence des souches sud américaines dans le modele murin (Behnke et al. 2015).

ROP16 est une tyrosine-kinase qui est libérée dans le cytoplasme de la cellule hote.
Son activité kinase permet la phosphorylation directe du transducteur de signal et activateur
de la transcription (Signal Transducer and Activator of Transcription) STAT3 et STAT®6,
conduisant a I’augmentation de la production de certaines cytokines (comme I’interleukine-6
ou -4) inhibant la signalisation de I’interleukine-12 (IL-12) (Saeij et al. 2007; Yamamoto et al.
2009) qui est une cytokine au centre de la réponse immunitaire en stimulant le développement
des lymphocytes Thl, en activant les cellules Natural Killer (NK) et en induisant la

production d’interféron-y (IFN-y).

ROP38 est une pseudokinase qui intervient dans la modulation de la programmation
transcriptionnelle des cellules hotes et des profils d’expression génétique (Peixoto et al. 2010)
et bien que cette protéine ait un rdle restreint dans la virulence des souches, elle est nécessaire

pour établir une infection latente (Fox et al. 2016).
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I. 10. 3. 3. Les protéines du micronéme
Les protéines du microneme (MICs) sont sécrétées lors du contact entre le parasite et
la cellule hote et facilitent I’adhésion par la reconnaissance des récepteurs sur la membrane
cellulaire de 1’hote (Carruthers and Boothroyd 2007; Jewett and Sibley 2003). Elles ont un
role important dans le stade précoce de ’invasion des cellules. Actuellement, cette famille

regroupe 19 MICs connues (Wang and Yin 2015).

MICI1 est une adhésine soluble qui joue un réle majeur de fixation cellulaire lors de
la phase précoce de I’infection (Saouros et al. 2005). Elle se fixe a une autre adhésine soluble
(MIC4) pour former un complexe qui est pris en charge par la protéine transmembranaire
MIC6. Ce complexe permet la fixation du parasite a la surface de la cellule hote (Cerede et al.

2005).

I. 10. 3. 4. Les protéines antigénique de surface

Les protéines antigéniques de surface (SAGs) font partie de la ‘super famille’ des
antigenes  parasitaires de surface ancrés a la membrane via des groupes
glycosylphosphatidylinositol (GPI). Leur fonction principale est de stabiliser I’attachement du
parasite sur la cellule hote (Dzierszinski et al. 2000). Les membres de cette famille se
retrouvent exclusivement a la surface des tachyzoites ou des bradyzoites, bien que le role
exact de chaque protéine ne soit pas encore connu (Pollard et al. 2008). De plus, le tres grand
nombre de SAGs pourrait permettre au parasite de pénétrer dans une grande variété de

cellules hotes (Lekutis et al. 2001).

SAGTI est un antigene de surface majeur de 30 kDa, qui participe a la reconnaissance
cellulaire ainsi que dans la réponse immunitaire de 1’hote. C’est une cible principale car la

majorité des anticorps sont réactifs contre SAG1 durant I’infection (Wang and Yin 2014).

SAG3 est une protéine de 43 kDa ayant une structure similaire a SAG1. Cependant,
SAG3 intervient dans la reconnaissance et 1’attachement du parasite sur les cellules hote via la

fixation des protéoglycanes a héparanes sulfates (HSPG) (Jacquet et al. 2001).
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II. ETUDE DE LA VIRULENCE DES SOUCHES
AMAZONIENNES DANS LE MODELE MURIN ET
DES MECANISMES DE PATHOGENICITE
MOLECULAIRE ET IMMUNOLOGIQUE

CONTEXTE

Depuis les années 2000, de nombreux cas de toxoplasmose ont été diagnostiqués en
Guyane. Ces descriptions ont constitué une véritable avancée sur la connaissance que les
scientifiques avaient de la biodiversité génétique de T. gondii et de ses interactions avec 1’hote
(Carme and Demar-Pierre 2006; Demar et al. 2007a; Demar et al. 2008). En effet, des cas
séveres d’infections disséminées avec pour certains patients un pronostic vital engagé du fait
d’atteintes respiratoires graves ont été rapportés en zones tropicales (Amérique du Sud, Asie)
et ont impliqué des souches dites atypiques de T. gondii. Jusque-la, il existait une grande
homogénéité génétique des souches circulant en Europe et Amérique du Nord avec une
prédominance des 3 lignées clonales (type I, II, et III). En Guyane francaise, la plupart des
souches isolées de patients ou d’animaux domestiques et sauvages présente une grande
diversité génétique et un profil génétique particulier. Les atypiques sont en rapport avec un
cycle forestier sauvage et les souches dites caribéennes en rapport avec les zones anthropisées
(Carme et al. 2009; Khan et al. 2014; Mercier et al. 2011). Les souches atypiques sont a
’origine d’une entité nouvelle appelée la toxoplasmose amazonienne rapportant des formes
cliniques séveres, multiviscérales, chez des sujets immunocompétents menacant le pronostic
vital par ’atteinte pulmonaire et avec la notion de contact avec les éléments de la forét (eau,
viandes, végétaux...) (Blaizot et al. 2018; Demar et al. 2007a).

La plupart des articles en rapport avec la toxoplasmose amazonienne ont abordé 1’aspect
sévérité clinique, épidémiologie et génotypage parasitaire de cette entité. Peu d’études ont été
menées sur les mécanismes de virulence. C’est dans ce contexte que nous proposons, dans
une approche scientifique globale et intégrée d’analyser via les outils expérimentaux,
moléculaires et immunologiques, d’analyser les différents mécanismes permettant d’expliquer

la virulence des souches isolées en Guyane francaise.
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OBJECTIFS DE L’ETUDE

Le but de cette étude est de s’inscrire dans une démarche scientifique afin de décrire
le type de virulence des souches « amazoniennes » et de comprendre les mécanismes de la

virulence de ces souches particulieres et méconnues de Toxoplasma gondii.
Les objectifs principaux de I’étude sont :

- Décrire la virulence des souches dites « amazoniennes » selon un modele souris
en comparaison des souches de virulence connue.

- Analyser et identifier des facteurs de virulence moléculaires et immunologiques
qui pourraient expliquer cette virulence.

- Définir le profil immunologique des souches amazoniennes en rapport avec la

réponse de 1’hote.
Les objectifs spécifiques sont :

- Définir les parametres de virulence permettant des comparaisons de souches
(DLso, DLgg, score prédictif de virulence).

- Confirmer des marqueurs moléculaires de virulence connus type ROP18

- Identifier de nouveaux marqueurs de virulence.

- Etablir des hypotheses sur les mécanismes de virulence mis en place sur le plan

moléculaire et immunologique.
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SYNOPSIS

Basé essentiellement sur le critere de diversité clinique et selon le biotope impliqué,
nous avons effectué une sélection de souches isolées de prélevements de patients présentant
une toxoplasmose amazonienne, de méme que ceux d’animaux de la faune guyanaise. La
culture de 10 souches isolées en Guyane et de 3 souches de référence (type I, II et III), s’est
effectuée sur des fibroblastes humains. Les tachyzoites produits vont dans un premier temps,
étre injectés a des doses croissantes a des groupes de souris. La rapidité et le taux de mortalité
des ces groupes de souris nous permet d’obtenir plusieurs paramétres comme la DLsp ou la
DLgy. Ces parametres sont nécessaires pour déterminer une formule mathématique qui
aboutira a 1’établissement d’un score prédictif de virulence, permettant de classer les souches

les unes par rapport aux autres en fonction de leur virulence.

L’analyse génotypique des tachyzoites de ces différentes souches permet également
une comparaison génétique de certains marqueurs comme les microsatellites ou des genes liés
a la virulence. Une analyse phylogénétique nous indique 1’évolution de ces souches ainsi que

leur degré d’appartenance a un groupe particulier.

Une étude temporelle sur I’expression de génes de virulence par analyse des ARNm
démontre la surexpression de certains de ces genes lors de I’infection des cellules hotes.
Parallelement, 1’utilisation d’une puce a ADN nous renseigne sur la quantit¢ d’ARNm
produite par les tachyzoites a un moment donné de I’infection des fibroblastes et permet
d’identifier d’éventuels marqueurs ou genes impliqués dans le mécanisme physiopathologie

de T. gondii.

Enfin, une injection d’une quantité connue de tachyzoites chez le modéle murin
permet de définir un profil immunologique lié a une infection avec ces souches ‘atypiques’.
Un dosage simultané sur 24 cytokines-chemokines de souris est réalisé avec la technologie

Luminex.

Ces différentes études et analyses devraient permettre de mieux appréhender les
mécanismes physiopathologiques mis en jeu par les souches « amazonienne » et donc de

mieux définir les mécanismes de pathogénicité.
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II. 1. DETERMINATION DE LA VIRULENCE CHEZ LA SOURIS
II.1.1.  Méthodologie

II. 1. 1. 1.  Souches étudiées
Dix souches de T. gondii isolées en Guyane, soit de patients, soit d’animaux, ont été
utilisées pour cette étude (Figure 21). La contrainte des manipulations expérimentales de
méme que le critere éthique de plus en plus mis en avant dans I’expérimentation animale,

nous ont conduits a étudier un nombre restreints de souches.

» Pour effectuer la sélection des souches humaines au sein des souches disponibles au CRB
Toxoplasma, nous avons choisi les souches impliquées dans la Toxoplasmose
Amazonienne en tenant compte essentiellement du critere de sévérité clinique en rapport
avec le type d’atteinte clinique (disséminée multi-viscérale ou non), le type de prise en
charge (ambulatoire versus hospitalisation en service clinique classique versus
hospitalisation en réanimation médicale) et I’évolution du patient (décés, évolutions avec
complications). Nous avons donc sélectionné cinq souches isolées de patients hospitalisés
dans un des centres hospitaliers de Guyane (Cayenne et/ou Saint-Laurent-du-Maroni)
(Tableau 2) qui présentaient des signes cliniques compatibles avec une toxoplasmose
aigiie avec un gradient de sévérité clinique ayant modulé la prise en charge clinique. Tous
les diagnostics ont ¢été¢ confirmés par 1’évolution sérologique (séroconversion et/ou
ascension significative des IgM et IgG lors de la prise en charge) et par diagnostic
moléculaire (QPCR positive), I’inoculation positive a la souris ayant permis 1’isolement
des souches.

Les patients présentaient les criteres de toxoplasmose amazonienne en accord avec la
description rapportée (Carme et al. 2002, Demar et al. 2012, Blaizot et al. 2018) :

- Pas de criteres d’immunodépression connue ou évidente

- Syndrome infectieux marqué, non spécifique

- Atteinte viscérale et/ou multi viscérale

- Contact avec des éléments de la forét (consommation de viande de gibiers ou

eaux des criques....

Ainsi qu’une description de ces souches comme amazonienne car atypiques par 1’étude

génotypique par microsatellites (Ajzenberg et al. 2010).
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A ce jour, aucune souche de type ‘caribéenne’ humaine n’a été isolée d’un processus
pathologique compatible avec la toxoplasmose dite amazonienne (données CNR

Toxoplasmose/CRB).

La souche GUY-WAY-2007 a été isolée d’un patient ayant présenté une broncho-
pneumopathie sans aucun critere de gravité ou de sévérité. La souche GUY-GRO-2011 a
été impliquée dans une présentation clinique d’hépatite aigilie isolée sévere tout a fait
inhabituelle pour les toxoplasmoses. La souche GUY-MEL-2003 a été présentée comme
une souche impliquée dans une forme sévere car bien que la présentation clinique initiale
était banale (pneumopathie sans criteres de gravité), elle a donné une évolution clinique
singuliere et défavorable (complications cardiaques). A l’inverse, nous avons voulu
travailler sur des souches impliquées dans une forme tres sévere de toxoplasmose avec un
séjour dans le service de réanimation avec une évolution favorable dans un cas (GUY-

AKO-2004) et avec une issue fatale dans un deuxieme cas (GUY-TOJ-2006).

Il est vrai que critére géographique pour les souches humaines n’a été que trés peu
considéré vu que celles ayant permis de décrire la toxoplasmose amazonienne évoluent
essentiellement dans le biotope forestier, principalement a ’intérieur du territoire, au

regard des interrogatoires des patients contaminés.

Pour effectuer la sélection de 5 souches animales au sein des souches disponibles au CRB
Toxoplasma, nous avons utilisé les criteres génotypiques des souches, le biotope
(forestier vs. anthropisé) et le type d’hdtes (sauvages vs. domestiques) (Tableau 3). Nous
nous sommes intéressés a deux souches provenant de la faune sauvage, une souche isolée
de I’hote définitif, le Jaguar (GUY-JAG-2004) et une souche isolée d’une espece
sauvage, le grison circulant dans le biotope anthropisé (GUY-GAL-VITTO001). Nous
avons également sélectionné trois autres souches de la faune domestique isolés de chiens
euthanasiés a la fourriere de Cayenne (GUY-CAN-FAMO000O1, GUY-CAN-FAMO0002
GUY-CAN-FAMO0007). Dans ce groupe «souches animales », on retrouve I’atypie
moléculaire des souches GUY-JAG-2004 et GUY-CAN-FAMOO0O7 telle que décrit dans
le groupe «souche humaine» et 1’aspect plus recombinant des génotypes dits «caribéen»
chez les 3 souches GUY-CAN-FAMO0001, GUY-CAN-FAMO0002 et GUY-GAL-

VITO0001. Ces données disponibles sont issues de travaux de recherche portant sur le
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réservoir animal de T. gondii en Guyane francaise (Demar et al. 2008, Mercier et al.
2011).

Outre les criteres ci-dessus cités, les souches issues des croisements souches
amazoniennes dans espece domestique (GUY-FAM-007) et souches recombinantes type
caribéenne dans 1’espece sauvage (GUY-GAL-VIT001) présentaient un intérét d’étude

quant a leur comportement in vivo.

» Nous avons également utilis€ trois souches de référence de type différent (I, II et III) (

>

» Tableau 4). Un nombre non négligeable de publications en rapport avec la virulence de
ces souches in vitro et in vivo est disponible dans la littérature permettant une

comparaison avec des souches jusque l1a non étudiées.

Toutes ces souches ont €té fournies par le Centre de Ressources Biologiques

(CRB)/Centre National de Référence (CNR) Toxoplasma (Limoges, France).
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Tableau 3 : Souches de T. gondii isolées de la faune.

Génotype Microsatellite

Souche* Code CRB Animal d’apreés (Mercier et al. Références
Toxoplasma
2011)
GUY-CAN-FAMO0001 | TgA18002 | Chien (Canis familiaris) Caribéen type 1 (Mercier et al. 2011)
GUY-CAN-FAMO0002 | TgA18004 | Chien (Canis familiaris) Caribéen type 2 (Mercier et al. 2011)
GUY-CAN-FAMO0007 | TgA18006 | Chien (Canis familiaris) Amazonienne (Mercier et al. 2011)
GUY -JAG-2004 TgA18001 | Jaguar (Panthera onca) Amazonienne (Demar et al. 2008)
GUY-GAL-VIT0001 TgA18005 | Grison (Galictis vittata) Caribéen intermédiaire (Mercier et al. 2011)

Tableau 4: Souches de référence de T. gondii

Souche Code CRB Toxoplasma Génotype Références
RH - Type I (Sibley et al. 2002)
PRU TgH18001 Type II (Ajzenberg et al. 2004)
VEG TgH18005 Type III (Sibley et al. 2002)

* Afin de faciliter la lecture et d’alléger les figures, les noms de souches humaines et animales

ont été volontairement abrégées dans la suite du document.
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Figure 21 : Lieux présumés de contaminations humaines et sites de capture

La récupération de souches de T. gondii est difficile car ce parasite est tissulaire, ce
qui nécessite I’inoculation du parasite encore vivant aux souris a partir de tissus frais, et donc
la présence d’une logistique et d’une animalerie proche du lieu de prélevement. Ces
limitations expliquent la rareté des souches provenant d’animaux sauvages ou d’endroits

d’acces difficiles.

II. 1. 1. 2.  Culture des tachyzoites
Les tachyzoites de T. gondii sont cultivés sur une monocouche de fibroblastes
humains HFF-1 (Human Foreskin Fibroblasts, ATCC®: SCRC-1041TM) (Annexe 1). Ces
cellules sont cultivées dans des flasques de 25 cm? contenant 4 ml de milieu Roswell Park
Memorial Institute 1640 (RPMI-1640) et L-glutamine (PAN Biotech GmbH, Aidenbach,
Germany) supplémenté avec 10% de sérum de veau feetal inactivé par la chaleur (PAN

Biotech GmbH, Aidenbach, Germany) et un mélange pénicilline (100 U/ml) — streptomycine
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(100 pg/ml) (PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Germany). Elles sont incubées a 37°C en
atmosphere humide sous 5 % de CO,. Avant I’infection, le milieu de culture est remplacé. Les
cellules HFF-1 confluentes sont ensuite infectées avec 10° tachyzoites (Tobin et al. 2010). Le
repiquage sur une nouvelle flasque s’effectue au bout de 5 a 8 jours suivant le taux de
multiplication des souches. Les tachyzoites sont alors libres dans le milieu apres la lyse

presque totale des cellules.

II. 1. 1. 3.  Regles éthiques
Toutes les expérimentations réalisées sur les souris dans cette étude ont suivi les
recommandations de la directive Européenne n°86/609/CEE ainsi que le décret n°2013-118.
Les protocoles expérimentaux ont été approuvés par la Direction Services Vétérinaires (DSV)
et par le comité d'éthique de 1'Institut Pasteur sous la référence C2EA 89 - CETEA Institut
Pasteur. Tous les efforts ont été faits pour minimiser le nombre de souris et leur souffrance en

accord avec la réglementation.

II.1.1.4. Souris
Les souris utilisées lors de I’expérimentation animale sont des souris Swiss CD-1®
(Annexe 2) provenant du laboratoire Charles Rivers (Lyon, France). Elles ont été acclimatées
a ’animalerie de I’Institut Pasteur de la Guyane. Apres injection de tachyzoites, les souris

sont confinées dans une armoire ventilée a 1’animalerie P2 de I’Institut Pasteur de la Guyane.

II. 1. 1.5. Inoculation a la souris

La virulence des souches de T. gondii est déterminée par la mortalité cumulée des
souris apres injection péritonéale. Les tachyzoites sont comptés sur cellules de Kova afin de
pouvoir injecter 1 ml par voie intra-péritonéale avec différentes doses allant de 5 a 5.10°*
tachyzoites/ml a des groupes de 10 souris. Un groupe contrdle de 10 souris a €t€ injecté avec
1 ml d'eau physiologique. Les souris ont été observées pendant 31 jours. Quand une souris
meurt, la pointe du cceur (apex) est recueillie et congelée. Aprés la fin de la période
d'observation, les souris survivantes ont été euthanasi¢es et la pointe du coeur (apex) est

recueillie et congelée.

II. 1. 1. 6. Quantification des tachyzoites injectés
Le nombre de tachyzoites injectées est également vérifié par PCR quantitative en
temps réel. Elle permet de contrdler que ’on a injecté le bon nombre de tachyzoites dans

chacun des groupes de souris.
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II. 1. 1. 6. 1. Extraction d’ADN
L’ADN est extrait a partir de 200ul de la solution injectée aux souris, a I’aide du
DNeasy® Blood and Tissue Kit de Qiagen® (Hilden, Germany) suivant les recommandations
du fabriquant. L’ADN est ¢lué¢ dans 200ul de tampon AE (10 mM Tris-Cl, 0.5 mM EDTA,

pH 9.0) et conservé a -20°C jusqu’a utilisation.

II. 1. 1. 6. 2. Quantification par PCR en temps réel
Les amorces et la sonde spécifique de T. gondii ont été choisies dans la région
répétée de 529 pb. (Accession GenBank no. AF146527) (Homan et al. 2000). Les amorces et
la sonde Tagman® ont été congues en utilisant le logiciel Primer Express® 3.0 (Applied

Biosystems™). Les séquences du systeme utilisé sont résumées dans le Tableau 5.

Tableau 5 : Séquences du systeme de détection de T. gondii par qPCR

ToxoRepeat224F 5' GCTCCTCCAGCCGTCTTG 3'
ToxoRepeat283R 5'TCCTCACCCTCGCCTTCAT3'
ToxoRepeat243P 5'6-FAM-AGGAGAGATATCAGGACTGTA-NFQ-MGB3'

Les réactions de qPCR ont été effectuées dans un volume final de 25 ul contenant
1xTaqMan® Gene Expression Master Mix avec Uracyl-DNA-glycosylase (Applied
Biosystems™), 0,9 uM de chaque amorce, 0,25 uM de la sonde, 5 pl de matrice d'ADN ainsi
que 3 upl de TagMan® Exogenous Internal Positive Control (Exo IPC) (Applied
Biosystems™). Ce systeme Exo IPC est composé d’une matrice d’ADN chimérique ainsi que
de 2 amorces et d’une sonde spécifique a cet ADN. Ce systéme permet de vérifier 1’absence

d’inhibiteur dans la réaction.

Une gamme étalon contenant une concentration initiale en ADN connue
correspondant a 10° tachyzoites avec des dilutions de facteur 10 est amplifiée en méme temps
que les échantillons. Cela permet d’avoir une corrélation entre le résultat obtenu et la quantité

d’ADN de T. gondii présent dans les échantillons a tester.
Le cycle d’amplification se décompose en 3 étapes :

- L’activation du systéme Uracyl-DNA-glycosylase permettant la dégradation
d’amplicons contaminants, 2 min. a 50°C .

- La dénaturation des doubles brins d’ADN de la matrice, 10 min. a 95°C.
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- L’amplification composée d’une étape de dénaturation des doubles brins d’ADN
15 s. 2 95°C. et d’une étape couplée d’hybridation sonde/amorces et d’¢longation

1 min. a 60°C.

II. 1. 1. 7.  Quantification des tachyzoites dans les cceurs de souris
Cette quantification est réalisée sur I’ensemble des cceurs des souris afin de vérifier

que les souris ont bien été en contact avec T. gondii.

II.1. 1. 7. 1. Extraction d’ADN
Les coeurs de souris prélevés aprés leur mort sont extraits & I’aide du DNeasy® Blood
and Tissue Kit de Qiagen® (Hilden, Germany) suivant les recommandations du fabriquant.
L’¢élution est réalisée avec 200 ul de tampon AE. L’ ADN extrait est conservé a -20°C jusqu’a

utilisation.

II. 1. 1. 7. 2. Quantification par PCR en temps réel
La PCR en temps réel est réalisée avec le systtme amorce-sonde spécifique de T.

gondii décrit dans le Tableau 5.

Les sondes TagMan® qui sont utilisées, reposent sur le principe du FRET
(Fluorescence Resonance Energy Transfert). La sonde qui est un fragment d’ADN
complémentaire a la matrice et comprise entre les 2 amorces, a ét€ marquée avec un
fluorochrome sur son extrémité 5' et avec un ‘extincteur’ (Quencher) sur son extrémité 3' qui
est capable d’absorber I’énergie émise par le fluorochrome pour réémettre, ou pas (dans le cas

de quencher non fluorescent) une fluorescence a une nouvelle longueur d’onde.

Les sondes utilisées sont marquées avec le fluorochrome6-carboxyfluorescéine
(FAM) en 5’ et avec un quencher non fluorescent en 3’ qui est de 2 types suivant la chimie du

fournisseur :

e Non Fluorescent Quencher (NFQ) couplé avec une protéine Minor Groove
Binder (MGB) (Applied Biosystems™) permettant le maintient de la sonde sur
le brin matrice. Cette protéine permet de diminuer le nombre de paires de
bases de la sonde.

e Black Hole Quencher (BHQ-1") (Eurogentec)

Les réactions de qPCR ont été effectuées dans un volume final de 25 pl contenant

IxTagMan® Gene Expression Master Mix avec Uracyl-DNA-glycosylase (Applied
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Biosystems™), 0,9 uM de chaque amorce, 0,25 uM de la sonde, 5 pl de matrice d'ADN ainsi
que 1,25ul de Mouse ACTB (Actin, Beta) Endogenous Control (Applied Biosystems™) et
1,75 ul de H,O (en remplacement du systeme Exo IPC). Ce systtme Mouse ACTB permet de
normaliser les échantillons grace a un témoin avec 25 mg de cceur de souris. L amplification

est réalisée suivant les mémes étapes que précédemment (cf. IL. 1. 1. 6. 2).

II.1. 1. 8. Détermination de la DLs, et de la DL
A la fin de la période d’observation de chaque souche (31 jours), les données sont

compilées et analysées.

Les courbes de survie de mortalité ont été analysées avec la méthode de Kaplan-
Meier ((Rich et al. 2010) a I’aide du test Log-rank afin de comparer la survie des souris et les
données de mortalité des groupes expérimentaux dans le logiciel XLSTAT-Biomed

(Addinsoft 2017). La valeur de p de 0,05 était considérée comme significative.

L'analyse dose-effet est basée sur une régression logistique (modele Probit) afin de
modéliser 1impact des doses de tachyzoites sur la survie d'un groupe de souris. L’analyse a
permis de déterminer la Dose Létale 50 (DLso) et la dose létale 99 (DLgy). La DLsy et DLgg
correspondent respectivement a la dose nécessaire de parasite pour tuer 50% ou 99% d’une
population. Ces DL permettent d’avoir un apergu de la virulence des souches. Plus la dose

nécessaire pour tuer 50% ou 99% est faible, plus la souche sera considérée comme virulente.

I1.1.1.9. Calcul du Score de Virulence (SV)

Les Doses Létales ne prennent pas en compte le nombre de souris injectées, ni le
temps nécessaire a la mort des souris, ni le nombre de souris mortes. Nous avons donc essayé
d’établir un score prédictif de virulence (SV) en prenant en compte tous ces parameétres, ce
qui permet un classement de nos souches de Guyane par rapport aux souches de référence. Le

calcul est le suivant :

Score de Virulence (SC) =moy ( ( : ) X ((soms mortes ><100))

log (tachy inj) moy survie souris inj
Avec : tachy inj : nombre de tachyzoites injectés
moy survie : moyenne des jours de survie des souris apres injection
souris mortes : nombre de souris mortes pour la dose donnée
souris inj : nombre de souris injectées
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Il est entendu que ce modele ne peut comparer que des souches qui ont été inoculées
dans la méme espece de souris. L’utilisation d’autres espéces de souris donnera des résultats
différents en fonction de la sensibilité de I’espece au toxoplasme. Il faudra donc utiliser une

ou des souches de référence afin d’avoir un comparateur.
II. 1. 2.  Résultats et discussion thématique

II. 1. 2. 1.  Culture des tachyzoites
La multiplication des tachyzoites a I’intérieur des fibroblastes HFF-1 est rapide et
varie en fonction de la souche. Mais cette multiplication aboutie a la destruction de la quasi-

totalité des fibroblastes en 120 a 168 h. post infection (Figure 22).

TO (infection)
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Figure 22 : vlution d’ucle de la souche sur cellules HHF-1
La multiplication intracellulaire des tachyzoites conduit a la destruction de la couche monocellulaire de HFF-1
en 168h.

II. 1. 2. 2.  Quantification des tachyzoites injectés
Afin d’avoir un compte précis du nombre de tachyzoites injectés aux souris, un
comptage est effectué dans une cellule de Kova. Les doses injectées vont de 5 a 5.10°
tachyzoites par souris. Nous avons décidé de ne pas faire des groupes avec des dilutions
sériées pour avoir 1 tachyzoite car le risque de ne rien injecter est tres élevé. La quantification
en PCR temps réel (Figure 23) corrobore le comptage que nous avons effectué sur cellule de

Kova.
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Figure 23 : Quantification du nombre de tachyzoites injectés selon les groupes par gPCR

II. 1. 2. 3. Détermination de la virulence des souches
Les courbes suivantes (Figure 24) représentent la mortalité des souris apres injection
des différentes doses pour chacune des souches de toxoplasmes. Les 3 premiers graphiques
représentent la virulence des souches de référence : RH (type I), PRU (type II), VEG (type

III), suivi par les graphiques des souches de Guyane.

Lors du déclenchement de la maladie chez les souris, certains symptomes
apparaissent (perte de poids, asthénie, poil hérissé). La mort intervient généralement entre 2 a
5 jours apres le début de ces symptomes. Ces symptomes sont plus diffus mais permanents

chez les souris ayant survécu pendant toute la durée de I’expérimentation.

La mortalité survient tres rapidement avec la souche RH (type 1) et le taux de
mortalité des souris est de 100% quelque soit la dose injectée. Avec la souche PRU (type 1),
la mortalité intervient aprés un temps d’incubation plus long avec un taux de mortalité faible.
La souche VEG (type III) est trés peu virulente car la mortalité intervient tardivement (apres

14 jours d’incubation). De plus, I’injection d’une dose faible (5 tachyzoites) ne provoque
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aucune mortalité, et I’injection de doses plus importantes de tachyzoites (5.10° et 5.10%) ne

parvient pas a tuer plus de la moitié de la population.

Avec les souches de Guyane (patients ou animaux), les profils qui se dessinent sont
proches de la souche RH. C’est-a-dire, une mortalité qui intervient rapidement apres

I’injection et un taux de mortalité important.
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Figure 24 : Courbes de mortalité des souris apres injections de doses croissantes de tachyzoites
La survie a été suivie pendant 31 jours apres l'injection et les données ont été tracées sous forme de courbes de
Kaplan-Meier (signification statistique des courbes de survie entre la souche RH et les autres, P<0,001).
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Les données sont exploitées dans le tableau ci dessous (Tableau 6).

Pour la souche RH, la mortalité de la totalité de la population de souris intervient
avec la dose de tachyzoites injectés la plus faible soit 5. La souche GRO a ce méme
comportement. Nous verrons par la suite que, malgré cette mortalité accrue, la virulence de
cette souche sera jugée moins importante que d’autres en raison du temps de survenue de la
mort. En ce qui concerne la souche PRU, on atteint 60% de mortalité avec la plus grande dose

(5.10* tachyzoites injectés) et 40% pour la souche VEG.

Pour les souches guyanaises, le taux de mortalité avec 5 tachyzoites injectés est
compris entre 40% (FAMO0007) et 90 % (VIT0001). Avec 50 tachyzoites, 2 souches (VIT0001
et FAMO0002) ont 100% de mortalité. Pour les autres souches, ce taux varie entre 80% et 90%.
Et avec 5.10° tachyzoites injectés, la totalité des souches guyanaises ont une mortalité de
100%

Tableau 6 : Pourcentage de mortalité chez les souris inoculées

apres 31 jours d’expérimentation.
Pour chaque groupe, 10 souris ont été inoculées

Souches de T. gondii

RH PRU VEG WAY GRO MEL AKO TOJ ggg/ll (I):Qgg gg(l)\/; JAG 0\(/)8-1

5.10° 100 20 0 50 100 60 60 70 40 60 40 70 90

E o 5.10" 100 40 10 90 100 80 90 90 80 100 90 90 100
E E 5.10° 100 40 10 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
E = 5.10° 100 50 30 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
5.10* 100 60 40 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

D’autre part, le délai de survenue de la mort de la souris varie aussi beaucoup en
fonction de la souche (Tableau 7). Pour la souche RH, avec des doses comprises entre 5 et
5.10* tachyzoites, la moyenne des jours de survie apres inoculation varie entre 10,4 et 7,6
jours, elle est comprise entre 19,5 et 14,5 pour la souche PRU. La moyenne de survie pour la
souche la moins virulente (VEG) est comprise entre 23 et 19 jours pour des doses comprises
entre 50 et 5.10" tachyzoites. La dose avec 5 tachyzoites n’a pas engendré de mortalité chez

les souris.

Pour les souches guyanaises, la mortalité intervient en moyenne entre 12,1 jours
(souche VITO0001) et 19,5 jours (souche GRO) apreés une injection de 5 tachyzoites et entre
8,6 jours (souche VIT0001) et 13,8 jours (souche TOJ) aprés une injection de 5.10%
tachyzoites.
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Pour revenir a la souche GRO, on a vu que son taux de mortalité était trés important
méme avec de tres faibles doses. Cependant, il faut aussi noter que pour arriver a ce résultat, il
faut attendre en moyenne 19,5 jours, alors qu’il ne faut que 10,4 jours pour la souche RH (soit
1,9x moins de temps). C’est pour cela que la souche GRO n’est pas considérée comme aussi
virulente que la souche RH.
Tableau 7 : Moyenne des jours de survie chez les souris inoculées

apres 31 jours d’expérimentation.
Entre parenthéses, 1’intervalle de confiance a 95%. Pour chaque groupe, 10 souris ont été inoculées.

Souches de T. gondii

FAM  FAM  FAM VIT

RH PRU VEG WAY GRO MEL AKO TOJ 0001 0002 0007 JAG 0001

. 10,4 19,5 NR 15,4 19,5 14,2 13,3 15,7 13,3 15,8 15,3 15,7 12,1

" 5.10 (0,5) (1,0) (1,5 (19 (1,2) (20 (1,8 (09 (1,7) (1,2) (1,50 (1,2)
‘% 10 18,3 23 13,6 16,5 13,8 13,2 14,4 14,0 15,6 149 16,2 12
-“C—". 510 | (0,3) (2,2) (-) (0,5 (1,00 (1,00 (1,2) (1,1) (12) (13) (1,3) (1,3) (1,0
o 9,4 16,8 21 12,2 15,3 12,0 12,8 14,3 13,4 14,7 12,4 154 104
5 5.10° | (0,7) (3,0 (-) (1,00 (0,79 (0,70 (,7) (1,1) (0,9 (150 (1,2) (1,00 (1,0
_% 8,8 16,2 20,3 10,9 14,0 11,1 11,5 13,9 12,6 14,8 115 14,4 9,2
|r_uw 510° | (0,72 (39) (35 (05 (0,70 (09 (1,00 (1,3) (1,8 (1,6) (0,9 (1,3) (08)
7,6 14,5 19,0 9,4 12,1 8,9 10,3 11,7 11,9 13,8 9,6 11,8 8,6

510 | (0,7) (2,8) (38 (0,5 (05 (0,9 (1,4 (1,70 (0,9 (15 (0,70 (0,8 (0,7)

NR : pas de souris mortes
(-) : pas de calcul de I’intervalle de confiance car mort d’une seule souris.

I1. 1. 2. 4. Détermination de la DLs( et DLgo
Pour déterminer la DLsy et la DLgg, nous avons comptabilisé le nombre de souris
mortes au bout des 31 jours d’expérimentation pour chaque souche injectée pour obtenir les
graphiques du taux de mortalité en fonction du (log) du nombre de tachyzoites injectés.

(Figure 25).

Les courbes des souches de référence montrent bien les différences de virulence de
ces souches chez la souris. Les profils sont bien définis pour la souche virulente (type I), la
souche de virulence intermédiaire (type II) et la souche non virulente (type III). Lorsque 1’on
compare ces courbes a celles obtenues par les souches guyanaises, on constate que les profils
se rapprochent du profil de la souche RH, mettant en avant le caractere virulent des souches

guyanaises, quelles soient isolées de patient ou de la faune domestique ou sauvage.
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Figure 25 : Courbes de détermination de la DLs, et de la DLy
Courbes de mortalité utilisant le modele Probit (noir). Intervalle de confiance 4 95% (gris) (P<0.005)

A T’aide de I’équation de la droite calculé par le logiciel, on peut déterminer le
nombre de tachyzoites nécessaire pour avoir 50% et 99% de mortalité pour chaque souche

(Tableau 8).
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Tableau 8 : Détermination de la DLs, et de 1a DLy,

Souche de T. gondii

FAM | FAM | FAM VIT
RH PRU VEG WAY | GRO MEL | AKO TOJ 0001 | 0002 | 0007 JAG 0001
DL50 1 3933 | 126273 5 1 3 3 2 8 7 4 10 2

DL99 | 4 2.10" | 1,5.10"° | 465 7 1018 | 327 745 561 217 12 182 9

Si I’on compare les données de la DLsy pour les souches de référence RH (type I),
PRU (type II) et VEG (type III) avec la littérature, on constate que les valeurs obtenues sont
proches des valeurs décrites (Sibley et al. 1992). En ce qui concerne la DLgo, la valeur pour la
souche RH est également proche de ce qui est décrit dans la littérature. En revanche, les
valeurs que nous trouvons pour les souches PRU et VEG sont plus élevée que dans la
littérature qui sont respectivement de 10° 2 10° et >10°. N’ayant pas été jusqu’a ces valeurs
limites, nous n’avons que I’interpolation graphique pour calculer notre DLgg. Cependant, cela
ne remet pas en cause la validation de nos résultats qui est corroborée par les valeurs de la
souche RH. De plus, la méthodologie mise en place permet d’éliminer une éventuelle erreur
de manipulation (vérification de la dose sur le produit injecté ainsi que de la présence de

Toxoplasma sur les souris mortes par PCR temps réel).

Les valeurs des DLs, pour les souches isolées en Guyane (patients et animaux) sont
comprises entre 1 et 10 tachyzoites, ce qui est tres proche de la valeur de la souche RH (de
type ) et tres éloigné des valeurs des 2 autres souches de références (3933 pour la type II et
126273 pour la type III). La DLsg la plus faible est de 1 tachyzoite (pour la souche GRO) et la
plus élevée est de 10 (pour la souche JAG).

Les valeurs des DLgg sont plus éloignées du type I mais restent tres faibles en
comparaison avec les souches de type II et III puisqu’elles sont comprises entre 7 et 1018
tachyzoites. Pour les souches isolées de patients, la souche la plus virulente pour la souris est
la souche GRO avec une DLgy de 7 tachyzoites. Pourtant si I’on regarde le tableau clinique,
c’est avec la souche TOJ que la symptomatologie est la plus marquée avec atteinte
multiviscérale et déces du patient, alors que la souche GRO a donné des symptdmes graves
mais plus ‘modérés’ de type hépatite aigiie isolée. Des facteurs autres que les criteres
parasitaires pourraient intervenir modulant ainsi 1’évolution de la maladie tels que les facteurs
de I’hdte (immunitaires, génétiques...). La prise en compte du temps moyen de survie est
également a prendre en considération pour prédire le degré de virulence des souches (Tableau

7). Les DLy des autres souches sont comprises entre 217 tachyzoites pour AKO et 1018
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tachyzoites pour MEL. Pour les souches isolées d’animaux, la souche la plus virulente est
VITO0001 avec une DLgg de 9. Les autres souches animales ont des DLgg comprises entre 12

(FAMO0007) et 561 tachyzoites (FAMOOO1).

Ces valeurs montrent que toutes les souches guyanaises (humaines et animales)
semblent étre un modele plus proche de la souche RH qu’avec les 2 autres souches de
référence. De plus, ces parametres semblent donner une indication tres globale du niveau de
virulence et permettrait de classifier les souches entre elles en souches virulentes et non
virulentes mais ne semble pas corrélé avec la gravité du tableau clinique. D’autres facteurs

tels que génétique humaine, la réponse immunitaire pourraient intervenir.

II. 1. 2. 5.  Quantification des tachyzoites dans les cceurs de souris

A la Figure 26, on constate que pour chaque souche, quelque soit la dose injectée, le
dosage du nombre de tachyzoites présents dans le cceur des souris apres 1I’expérimentation
révele une quantité dans la méme échelle de grandeur. Ainsi, la quantité de tachyzoites
détectées pour la souche RH dans 25 mg de ceeur, varie entre 48563 et 83092, pour la souche
PRU, entre 8390 et 17528 et pour VEG entre 348 et 1629. On pourrait donc penser que la
souche VEG est plus virulente que la souche RH car elle peut tuer une souris en se multipliant
moins rapidement. Cependant, il faut également se reporter au tableau des jours de survie des
souris (Tableau 7). Si I’on compare les souches RH et VEG, a la mort de la souris pour une
dose injectée de 5.10* tachyzoites, il y a beaucoup plus de tachyzoites de RH que de VEG
(83092 vs. 1629, soit 51x plus). VEG serait donc plus virulent car il faut moins de tachyzoites
pour tuer une souris. Cependant, il faut, en moyenne, pour cette dose injectée, 7,6 jours a la
souche RH pour tuer une souris contre 19,0 jours pour la souche VEG, soit 2,5x plus de
temps. La souche RH a donc mis 2,5x moins de temps que la souche VEG pour tuer une

souris, en se multipliant 51x plus vite.

On retrouve pour les souches guyanaises, des quantités qui sont globalement plus
élevées que la souche PRU ou au minimum équivalent : 7014 pour la souche JAG pour 50
tachyzoites injectés et des doses maximales proches des quantités produites par la souche
RH : 58889 tachyzoites pour la souche GRO pour une dose injectée de 500 tachyzoites. Dans
ces cas aussi, la prise en compte du temps de survie de la souris est importante. Si I’on prend
la moyenne de survie des souris pour les 10 souches guyanaises pour une dose injectée de
5.10%, on obtient 10,8 jours. Il faut 1,3x plus de temps pour PRU pour arriver au méme

résultat et 1,8x plus pour la souche VEG.
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Ce qui est également intéressant, c’est le nombre moyen (moyenne du nombre de
tachyzoites sur les 5 doses injectées pour 25 mg de cceur) de tachyzoites détectés par qPCR
présents dans le cceur des souris mortes en comparaison avec le nombre de tachyzoites
présents chez les souris qui ont survécu 31 jours post infection (Figure 27). Exception faite
des souches RH et GRO pour lesquelles aucune souris n’a survécu, pour ce qui concerne les
autres souches, le nombre de tachyzoites est bien inférieur pour les souris survivantes par
rapport au nombre de tachyzoites retrouvé dans les souris mortes. Pour la souche PRU, on
retrouve en moyenne 11482 tachyzoites pour 25 mg de cceur pour les souris mortes contre
seulement 174 tachyzoites pour les souris survivantes, soit 65x moins. L’écart est moins
important pour la souche VEG, pour laquelle on retrouve, en moyenne, 758 tachyzoites pour
les souris mortes contre 274 tachyzoites pour les souris survivantes soit ‘seulement’ 2,7x
moins. Pour les souches guyanaises, cette quantité moyenne de tachyzoites varie de 8092 pour
la souche JAG a 40746 pour la souche GRO pour les souris mortes de 1’infection. On a donc
globalement une multiplication plus rapide de ces souches par rapport aux souches PRU et
VEG, sans pour autant avoir la méme quantité que la souche RH (59060 tachyzoites/25mg de
cceur). Au contraire, en ce qui concerne le nombre de tachyzoites chez les souris vivantes
apres 31 post infection, la quantité varie entre 55 tachyzoites pour la souche WAY et 564
tachyzoites pour la souche TOJ. En comparaison avec les souches PRU (174 tachyzoites) et
VEG (274 tachyzoites), ces quantités sont relativement proches. Il y a donc eu tres peu de

multiplication au niveau du ceeur.

On pourrait donc penser que le systeme immunitaire de 1’hote a pu réguler I’infection
empéchant ainsi la multiplication du parasite. Il faut cependant prendre en compte que pour
les souches guyanaises, le nombre de souris ayant survécu apres 31 jours post infection n’ai
que de 53 ce qui représente que 10,5% de la population globale (toute souche et doses

confondues).
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Figure 26 : Quantité de tachyzoites dans 25 mg de cceur en fonction de la dose de tachyzoites injectés.

1000000
® RH
m PRU
100000
o m VEG
3
‘o n
9 10000 AKO
£ m WAY
®
P 1000 ® GRO
e
@ ®IAG
P>
|5 100 mTOJ
3 = MEL
g
10 = FAMO0001
= FAMO0007
1 = FAMO0002
Souris mortes Souris vivantes £ VIT0001

Figure 27 : Quantité moyenne de tachyzoites pour 25 mg de cceur en fonction de la mort ou de la survie
des souris injectées.
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II. 1. 2. 6.  Score de virulence
La détermination de la DLsg et de la DLgg nous informe sur le nombre de tachyzoites
nécessaire pour tuer une population de souris au bout d’un certain temps. Cependant, d’autres
parametres peuvent influer sur cette virulence comme le nombre de souris injectées, délai de
survenu de la mort ou nombre de souris mortes avec une dose définie. Le calcul du SV prend

en compte tous ces parametres (Figure 28).
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Figure 28 : Calcul du score de virulence
En rouge sont représentées les souches de référence, en bleu les souches isolées de patients et en vert les souches

isolées d’animaux.

La souche RH, considérée comme tres virulente, obtient un score de 5,89 alors que
les souches PRU et VEG avec des virulences intermédiaires ou avirulentes ont des scores
respectivement de 1,07 et de 0,26. Le score calculé pour les souches humaines a été€ classé en
fonction du niveau de gravité du tableau clinique allant de la souche WAY sans gravité
clinique a la souche TOJ en relation avec un tableau tres sévere ayant entrainé la mort. Si on
note une augmentation du score pour les 4 premicres souches pouvant étre corrélée avec la
gravité du tableau clinique, il n’en est rien pour la derniere des souches qui a un score plus
faible (TOJ) que AKO, ce qui la placerait parmi les souches ayant un tableau clinique les
moins séveres. Ceci conforte 1I’idée que d’autres facteurs que le facteur parasitaire
interviennent dans le mécanisme physiopathologique de la maladie. De méme, ces résultats
indiquent que si le score précise mieux le critere virulence des souches les unes par rapport

aux autres, il n’est pas suffisant pour étre corrélé a la gravité du tableau clinique.
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Les souches isolées d’animaux ont des scores plus hétérogenes. La valeur la plus
basse étant de 2,42 pour la souche JAG (type Amazonien) issue d’un environnement sauvage
et la plus élevé est de 4,90 pour la souche VIT0001 (type Caribéen intermédiaire) issue d’un
animal sauvage mais proche d’un environnement anthropis¢ (zone forestiere). La souche
FAMO0007 (type Amazonien) est issue d’un chien dans une zone anthropisée et a un score
comparable a ceux des souches humaines tandis que les souches FAM0001 et FAMO0002 (type
Caribéen I et II) également issues de chiens d’une zone anthropisée présentent des score

intermédiaires.

Ce score présente un certain intérét pour classer les souches bien qu’il ne semble pas
y avoir de corrélation entre le score et la sévérité clinique chez les patients. Cependant, ce
score permet une meilleure vue d’ensemble de la virulence des souches. D’autres essais
pourraient venir corroborer ces premiers résultats et notamment le fait de réussir a obtenir et
de tester une méme souche présente dans I’environnement (eau, gibier) et ayant contaminée
un patient. Il serait intéressant de voir si le score obtenu est identique ou s’il existe des

différences de virulence en fonction de I’hote.

II. 2. ANALYSE GENETIQUE DE MARQUEURS MOLECULAIRES
II.2.1.  Méthodologie
II. 2. 1. 1. Séquencage des microsatellites

II. 2. 1. 1. 1. Extraction d’ADN
L’ADN est extrait a partir de 200 pl de culture de T. gondii sur HFF-1 a 1’aide du
DNeasy® Blood and Tissue Kit de Qiagen® (Hilden, Germany) suivant les recommandations
du fabriquant. L’ADN est ¢lué¢ dans 200ul de tampon AE (10 mM Tris-Cl, 0.5 mM EDTA,

pH 9.0) et conservé a -20°C jusqu’a utilisation.

II. 2. 1. 1. 2. PCR classique
Une étape d’amplification des fragments microsatellites est nécessaire avant leur
séquencage. Des amorces spécifiques (Applied Biosystems™ by Life Technologies Corp.,
Carlsbad, CA, USA) des 13 microsatellites (Annexe 3) sont utilisées. Elles sont classées en 2
groupes : 8 pour des marqueurs de typage (typing markers) et 5 pour des marqueurs

‘d’empreintes digitales’ (fingerprinting markers).
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Les réactions de PCR sont réalisées dans un volume réactionnel de 50ul en utilisant
le kit commercial Phusion™ Flash High-Fidelity PCR Master Mix (Life Technologies Corp.,
Carlsbad, CA, USA). En résumé¢, chaque réaction contient 5 ul d’ADN d’une des souches de
T. gondii, 25 pl de Phusion™ Master Mix, 0,2 uM de chacun des 2 amorces et une quantité
suffisante d’H,O pour 50 ul. La PCR est réalisée avec une étape de dénaturation initiale de 10
s. a 98°C., suivi par 35 cycles d’amplification (chacun de 5 s 2 98°C., 10 s 2 60°C. et 30 s. a

72°C.) et une extension finale de 1 min a 72°C.

Les amplicons sont détectés par électrophorése dans un gel d’agarose a 2% contenant
du BET permettant la révélation sous lumiere UV. Le séquencage des 2 brins de ces
amplicons a été réalisé apres purification (Beckman Coulter Genomics, Takeley, GB). Les
séquences nucléotidiques ont été alignées en utilisant le programme Clustal X 2.0 (Larkin et

al. 2007).
II. 2. 1. 2. Séquencage des genes de virulence

II. 2. 1. 2. 1. Extraction d’ADN

Nous utilisons le méme ADN qu’extrait ci-dessus (cf.IL. 1. 1. 6. 1).

IL. 2. 1. 2. 2. PCR classique et séquencage
La PCR a été réalisée dans les mémes conditions que précédemment (cf. II. 2. 1. 1.
2). Des amorces spécifiques (Applied Biosystems™) utilisées permettent 1’amplification de 8
génes potentiellement impliqués dans la virulence (Annexe 4), répartis en 4 groupes de

protéines : les ROP, les GRA, les SAG et les MIC (Figure 20).

Les amplicons sont détectés par électrophorese dans un gel d’agarose a 2% contenant
du BET permettant la révélation sous lumiere UV. Le séquencage des 2 brins de ces

amplicons a été réalisé apres purification (Beckman Coulter Genomics, Takeley, GB).

II. 2. 1. 2. 3. Arbre phylogénétique
Les séquences nucléotidiques des différents genes de virulence ont été concaténées
puis ont été alignées a 1'aide de I'algorithme Clutal O intégré dans le programme SEAVIEW
4.2.12 (Gouy et al. 2010). Les analyses phylogénétiques ont été effectuées en utilisant la
méthode du maximum de vraisemblance et le modele General Time Reversible (GTR) avec
un taux de distribution gamma des sites invariants (G + I). Pour vérifier la robustesse de

chaque nceud, la méthode des bootstrap (1000 pseudo-répliques) a été utilisée.
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II. 2. 1. 3.  Expression de génes

IL. 2. 1. 3. 1. Culture des tachyzoites
Des cellules HFF-1 sont cultivées dans des flasques de 25 cm? contenant 4 ml de
milieu Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI-1640) et L-glutamine supplémenté avec
10% de sérum de veau fcetal inactivé par la chaleur, un mélange pénicilline (100 U/ml) —

streptomycine (100 pg/ml) et incubées a 37°C en atmosphere humide sous 5 % de CO..

Les cellules HFF-1 confluentes sont ensuite infectées avec 2.5x10° tachyzoites puis
récupérées a I’aide d’un grattoir toutes les 24h. de T=0 a T=168h. L’ensemble est transvasé¢
dans un tube conique de 5 ml et centrifugé 8 min. a 1400 rpm/min. Le surnageant est ensuite

éliminé.

II. 2. 1. 3. 2. Extraction de ’ARN total
L’extraction de I’ARN total (ARNt) du culot est obtenu a 1’aide du kit RNeasy® Plus
Mini (QiagenGmbH, Hilden, Germany) qui permet d’enlever ’ADN génomique, suivant les
recommandations du fabriquant. L’ ARNt est élué dans 50 ul d’eau sans RNase et conserveé a -

80°C jusqu’a son utilisation.

II. 2. 1. 3. 3. Analyse de I’ARN total
L’ARNt purifié est analysé avec le BioAnalyser 2100 (Agilent Technologies, Palo
Alto, CA, USA). La puce RNA 6000 Nano Assay permet de doser I’ARNt mais également de
vérifier I'intégrité de cet ARNt en appliquant un score RIN (=RNA Integrity Number). Ce
score varie entre 1 (ARNt tres dégradé) et 10 (ARNt non dégradé). C’est un calcul
arithmétique incluant le ratio 28S/18S, la région avant les pics, ’aire des signaux et leur

intensité. Pour valider I’intégrité des ARNt, le RIN doit étre supérieur a 8.

II. 2. 1. 3. 4. Reverse Transcription
L’ARNt est ajusté a 2 pg puis est reverse-transcrit en ADNc avec 4ul de
SuperScript® VILO™ MasterMix (Invitrogenby Life Technologies Corp., Carlsbad, CA) dans
un volume final de 20 pl. L’incubation se fait 10 min a 25°C, 60 min a 42°C puis 5 min a

85°C. Les ADNCc sont conservés a -20°C jusqu’a utilisation.

IL. 2. 1. 3. 5. Quantification par PCR en temps réel
Les amorces et les sondes Taqman® ont été congues en utilisant le logiciel Primer
Express® 3.0 (Applied Biosystems™). Les séquences du systéme utilisé sont résumées dans

I’Annexe 5.
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Les réactions de qPCR ont été effectuées dans un volume final de 25 ul contenant 1

X TaqMan®

Gene Expression Master Mix avec Uracyl-DNA-glycosylase (Applied
Biosystems™), 0,9 uM de chaque amorce, 0,25 uM de la sonde, 2ul de matrice d'ADNc et 6ul
d’H,O. La gPCR est réalisée avec une étape d’activation du systéme Uracyl-DNA-
glycosylase a 50°C pendant 2 min, suivi par une étape de d’activation de la Taq /
désactivation du systeme Uracyl-DNA-glycosylase a 95°C pendant 10 min puis de 40 cycles
d’amplification (chacun de 15 s a 95°C et 1 min a 60°C). La détection de la réaction
s’effectue apreés chaque cycle d’amplification sur le 7300 Real Time PCR System (Applied

Biosystems™).

Pour chaque systéme (amorces et sonde), un test d’efficacité a été effectué sur une
gamme d’ADN de Toxoplasma de dilution croissante. Ce test permet de vérifier I’efficacité de
I’amplification (idéalement, doublement des nombres de brins a chaque cycle). La formule
E=c"""P*"®)_] donne une valeur comprise entre 0 et 1. L efficacité E doit étre supérieur a 0,8 et

se rapprocher au plus pres de 1 pour considérer que la PCR fonctionne bien.

En quantification relative, 1’expression d’un geéne cible est exprimé par rapport a un
gene de référence d’expression stable quelques soient les conditions. Ces genes de références
sont appelés des genes « de ménage ». Il en existe plusieurs dont les genes de la 3-actine et de
la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH). Aprés plusieurs tests, il s’est avéré
que I’expression de la GAPDH variait légérement par rapport a I’actine au court du temps.

Afin de pouvoir normaliser les différents taux d’expression, la GAPDH a été écartée.
II.2.1.4. Puces a ADN

IL. 2. 1. 4. 1. Méthodologie
L’expression des genes en utilisant la qPCR permet de visualiser I’expression d’1
gene dans plusieurs souches a un temps (ou des temps) donné(s). De plus, il faut que ce gene

soit connu afin de pouvoir synthétiser des amorces et sondes qui s’alignent sur ce gene.

L’utilisation des puces a ADN permet de visualiser I’expression de I’ensemble des
genes pour une souche donnée. En effet, une puce permet de fixer ’ensemble des geénes d’un
organisme sur une petite surface (verre ou silicium). Il existe 2 fagons d’utiliser ces puces en

fonction du fournisseur :

e soit en utilisant 2 séries d’ARNt (2 conditions différentes) qui sont

rétrotranscriptés en ADNc. Chaque ADNc est ensuite marqué avec |1
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fluorochrome différent : généralement la Cyanine 3 (Cys3) qui fluoresce dans
le vert et la Cyanine 5 (Cys5) qui fluoresce dans le rouge. Dans ce cas, les 2
échantillons différents sont hybridés en simultanément sur la puce, on parle
d’hybridation compétitive. Pour 1 géne donné, I’hybridation sera favorisée
pour I’ADNc majoritaire. Lors de la lecture, I’excitation des 2 fluorochromes
révélera soit le rouge soit le vert, ce qui indiquera dans quelle condition le
gene étudié est exprimé de fagcon majoritaire, soit le jaune qui indiquera une

expression identique dans les 2 conditions (Figure 29).

s
RN

Reverse Transcription

Echantilon pathogens
=)
A

Extraction d' ARNm

Marquage avec
les flucrochromes

Hybridation et
lecture

Figure 29 : Principe des puces ADN par hybridation compétitive

soit chaque ARNLt est rétrotranscrit en ADNc, marqué a la biotine. sur une
puce individuelle. Lors de la révélation a la streptavidine — phycoérythrine,
I’émission de lumiere est proportionnelle a la quantité de cible liée a chaque
position d’un geéne. On peut ainsi déterminer les degrés d’expression des
genes d’une puce a I’autre, et ainsi voir quels genes sont surexprimés ou sous
exprimés en fonction des conditions, des souches, etc. C’est le cas des puces

fabriquées par la société Affymetrix (Figure 30) qui peut contenir 25 000
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spots/cm?. Chaque spot a environ 20um de diametre. La sonde comporte

entre 20 et 25 nucléotides.

Total RNA cDNA cRNA
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Figure 30 : Principe des puces Affymetrix

II. 2. 1. 4. 2. Utilisation des puces T. gondii

Les seules puces ADN T. gondii disponibles sur le marché sont fabriquées par
I’Université de Pennsylvanie (Etats Unis) sur des puces Affymetrix : ToxoGene Chip (Bahl et
al. 2010), http://ancillary.toxodb.org/docs/Array-Tutorial.html). Elle comporte plus de
226 588 sondes correspondant a 7 793 genes (certains sont représentés plus d’une fois, ce qui
porte le total a 8 058 geénes codants) ainsi que de nombreux SNP et marqueurs (Annexe 6).
L’hybridation de ces puces ainsi que la détection des signaux nécessitent du matériel
spécifique et relativement cotliteux que nous n’avions pas sur place. Les échantillons d’ARN
et les puces ont été acheminés sur Paris sur la plate-forme génomique de I’Institut Cochin :

Genom’ic.

Les puces étant également relativement onéreuses, nous n’avons pas analysé
I’expression des ARN sur plusieurs temps mais uniquement a un temps T. La sélection des
ARN a analyser a été faite en fonction des résultats de I’expression des geénes. Il a fallu choisir
le temps ou I’expression des geénes est maximum pour les différentes souches. Pour pouvoir

comparer les souches entres elles, il faut que le temps soit identique pour toutes les souches.
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A 72h post infection, 1’expression est optimum pour la majorité des souches. C’est donc a ce

temps que les ARN seront produits et envoyés a la plate-forme de Cochin.

II. 2. 1. 4. 3. Traitement des données transcriptomiques

Les données brutes issues de 1I’image de chaque puce sont normalisées par un
algorithme RMA (Robust Multi-arrayAverage). Un contrdle est effectué par ACP (Analyse en
Composante Principale) et par clustering hiérarchique (analyse non supervisée). L’application
du modele statistique ANOVA a chaque gene permet une analyse supervisée. On obtient ainsi
une p-value et un fold-change par comparaison entre deux groupes et par gene. Le filtrage des
données sur la p-value et le fold-change permet d’obtenir la liste des genes différentiellement
exprimés (Annexe 7: Résumé du traitement des données transcriptomiques des puces

Affymetrix par la plate-forme Genom’ic).
II.2.2.  Résultats

II. 2. 2. 1. Séquencage des marqueurs microsatellites
Le séquencage de ces 13 microsatellites a révélé une grande disparité entre les

souches de référence et les souches de Guyane (Figure 31).
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Figure 31 : Séquencage de 13 marqueurs microsatellites.

Les résultats du séquengage des microsatellites sont compilés dans le tableau
suivant (Tableau 9). On constate que si certains microsatellites ne présentent que tres peu de
polymorphisme (2 a 4 groupes) comme TUB2, TgM, M33, IV.1, XI.1), la majorité a un
polymorphisme plus élevé, variant de 4 groupes (B18) a 10 groupes (N60).

Si I’on compare par souche, on s’apercoit que toutes les souches sont différentes les
unes par rapport aux autres. Ainsi, pour les souches FAM0001 et FAMO0002 (type Caribéen 1
et 2), on retrouve 12 microsatellites identiques sauf pour B17. Ces 2 souches ont été isolées
dans un environnement anthropisé proche mais ont pourtant des génotypes légerement
différents. La souche FAMO00O7 (type Caribéen intermédiaire) est une souche qui a été isolée
dans une région géographiquement proche de FAM0001 — FAMO0002. Cependant, on ne
retrouve que 3 microsatellites en commun. Il est treés intéressant de constater que pour des
souches isolées d’environnement proches géographiquement mais de niche écologique

différente (domestique vs. sauvage), il n’y a que trés peu de microsatellite en commun.

Cette analyse confirme I’extréme diversité génétique des souches circulant en Guyane
francaise, tant celles évoluant dans le biotope rural que forestier. Une analyse sur un plus
grand nombre de souches permettra une vision globale et donnera plus de puissance a ces

résultats préliminaires réalisés sur un petit nombre de souches.

108



jp1¢ | 102 | 20T | 1 | £(91) a(volfast |zt | i ciouzoz |
| e LivolesT|  9bLfeee | | sia1fzoz |
| |

TLYDVZILYV OOV RLYOYSILYsTe | alLwfis | | siolfzoz |
HYIOVTT{LYBTE [ OTIVLSTT [ @{vlLIE(vLfeeT | [ (volet | | siotfzoz [ z{oyusDLebe |
| eivLzTz | | ilvofeer |  oDufesc | [ alolfzoz | stz |
ZUYDYZUNIVIOVHLIVOVSILYIETE | ZTIV]E9z | | GTIVLEET | jise | iioufeit | f6st | slolfzoz |
jese |  cogfecz [ svolger|[  sDUfeee [eTidLfLoT |
| OTIVUSTT | 8{VULIE(VL6ET | , | ilvaleet | | siafzoz |

ks | ] TIX 31y 19 3 [FEN i 74Nl

ion des microsatellites
109

Longueur et composit:

Tableau 9



II. 2. 2. 2. Séquencage des genes de virulence
Huit geénes étant décrits dans la littérature comme participant a la virulence sont

séquencés. Le nombre de paires de bases est variable d’un gene a 1’autre :

GRAI 573 pb
GRA3 663-669 pb
MIC]1 1371pb

ROP16 2124 pb
ROPI8  1665- 1671 pb
ROP38 1626 pb
SAGI 1011 pb
SAG3 1158 pb

Le séquencage a mis en évidence des divergences existent entre les genes de
virulence des différentes souches isolées en Guyane. Ces plus grandes divergences se
retrouvent sur le gene GRA3 avec la perte de 6 nucléotides sur la partie 3° pour PRU (type II),
MEL et JAG (Figure 32) et sur le géne ROP18 avec I’insertion de 3 nucléotides a 2 endroits
proches (position 180 et 251) pour les souches VEG (type III), FAM00O1 et FAMO0002
(Figure 33). Le pourcentage de divergence sur les séquences nucléotidiques a été déterminé
par rapport a la souche la plus virulente RH (type I) (Figure 34). Certains genes ont moins de
variation comme MIC1 ou ROP38 avec des pourcentages de divergence inférieurs a 0,5 %. Il

en est de méme pour les genes GRA1 et SAG1 (pourcentages bas < 1 %).
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Figure 32 : Alignement du gene GRA3
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Figure 33 : Alignement du géne ROP18
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Figure 34 : Pourcentage de divergence en nucléotides par rapport a RH.

Lorsque I’on transcrit ces séquences nucléotidiques en séquences protéiques (Figure
35), on constate que le pourcentage de divergence augmente sensiblement mais il tend a
garder les mémes proportions. Ce qui s’explique par le fait que les séquences protéiques sont
3x plus courtes que les séquences nucléotidiques en raison de la transcription des codons
(ensemble de 3 nucléotides) codant pour un acide aminé. Un codon ‘muté’ sur le 3° nucléotide
a de grande chance de coder pour le méme acide aminé (mutation ‘silencieuse’). Cependant,
lorsque la mutation intervient sur le 1° ou le 2° nucléotide, il y aura un changement d’acide

aminé, ce qui pourra entrainer un changement de conformation de la protéine finale et donc
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impacter sur 1’efficacité de sa fonction qui sera dans la grande majorité des cas, diminuée par

rapport a la protéine initiale.

Dans le cas de ROP18, la protéine produite par PRU a un taux de divergence proche
de 1,8% par rapport a celle exprimée dans RH, ce qui est déja beaucoup pour des protéines
qui doivent avoir la méme fonction. Mais ce taux dépasse les 6,2% pour les souches VEG,
FAMO0001 et FAMO0002. En plus des mutations ponctuelles, il y a également une insertion de
2 codons (en position 179 et 251), ce qui va ajouter 2 nouveaux acides aminés. La
conformation de cette nouvelle protéine ROP18 n’aura certainement pas la méme activité¢ de

la protéine native, ou ne sera pas exprimée de la méme facon.
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0

GRA1 GRA3 MIC1 ROP16 ROP18 ROP38 SAG1 SAG3

Figure 35 : Pourcentage de divergence en acides aminées par rapport a RH
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II. 2. 2. 3. Arbre phylogénétique
L’arbre phylogénétique non enraciné a été construit a 1’aide du logiciel Seaview et

apres concaténisation des 8 génes pour chacune des souches (Figure 36).

PhyML In(L)=-16115.3 9743 sites GTR 4 rate classes 000,
——— MEL
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- T0J

0.96 WAY
0.99

0.63 FAMOOOY

0.99 GRO
0.93

VIT0001

FAMOO02
0.8
VEG

FAMO001

1.00 100

PRU

—JAG

Figure 36 : Arbre phylogénétique a partir des 8 génes de virulence.
Méthode de maximum de vraisemblance avec le modele GTR sur les séquences des 8 genes de virulences
concaténés.

Bien que réalisé sur un petit nombre de souches, on constate dans un premier temps
que les valeurs des ‘bootstraps’ sont trés bonnes pour la plupart des branches. Cette valeur
(variant de 0 a 1.0) indique le nombre de fois ou cette branche a été retrouvée lors des

répétions de ’analyse. Elle indique donc une évaluation de la résistance du nceud ce qui

confirme la robustesse de 1’arbre.
Ensuite, on retrouve 3 groupes distincts avec chacun une souche de référence.

e Le groupe avec la souche RH (type 1) rassemble 7 souches sur les 10 souches
étudiées. On retrouve la totalité des souches humaines (type Amazonien) et 2
souches animales : la souche domestique évoluant dans le biotope rural
FAMO0O007 (type Amazonien) et la souche sauvage dans le biotope forestier
VITO001 (type Caribéen intermédiaire). La souche RH et les souches

‘amazoniennes’ auraient bien un ancétre commun ce qui pourrait expliquer la
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proximité en termes de comportement en virulence de ces souches chez les
patients. Puis on a un autre ancétre commun qui va faire la séparation entre 2
groupes : MEL, AKO, TOJ et WAY, GRO, FAM0007 et VIT0001.

e Le groupe avec la souche PRU (type II) ne comporte que la souche JAG (type
Amazonien). Cette souche pourtant isolée d’un animal sauvage et génotypée
‘amazonienne’ a donc un ancétre commun avec la souche PRU et pourrait
donc avoir une virulence moindre que I’autre souche sauvage (VIT0001).

e Le groupe avec la souche VEG (type III) regroupe 2 souches génotypées
‘Caribéenne 1 et 2’ : FAMO0001 et FAMO0002. Ce sont 2 souches tres proches
génétiquement et évoluant dans la méme zone géographique (Figure 21). On
note cependant des différences au niveau des microsatellites (B17) ou de
certains genes (GRA3 ou ROP38). Ces 2 souches sont bien différentes mais

ont un ancétre commun tres proche.

On peut encore accentuer la ‘pertinence’ de cet arbre en combinant les séquences des
8 génes de virulence avec les séquences des microsatellites. L’augmentation de la taille de la
séquence concaténée permet d’obtenir une robustesse plus ¢élevée de 1’arbre ainsi généré
(Annexe 8 : Arbre phylogénétique obtenu a partir des séquences des genes de virulence et des

microsatellitesAnnexe ).
II. 2. 2. 4. Expression de genes

II. 2. 2. 4. 1. Analyse de I’ARN total
L’analyse de I’ARNt a 1’aide du Bioanalyzer 2100 a permis de visualiser une
caractéristique intéressante de T. gondii (en plus de vérifier I’intégrité de I’ARNt). Il posséde
un ribosome composé de 2 sous unités d’ARN ribosomal (ARNr) : 18S et 26S (contrairement
a d’autres cellules eucaryotes qui ont une sous unité 28S). Cette différence sur la taille de la
grosse sous unité d’ARNT est visible lors de I’analyse de ’ARNt. On peut ainsi suivre la
multiplication de T. gondii (augmentation de la quantit¢ de 26S) au détriment de la

destruction des cellules eucaryotes (diminution de la 28S).

Le Bioanalyzer fait migrer chaque échantillon dans un capillaire différent puis
reconstitue une image du ‘gel’ (Figure 37). L’analyse permet de déterminer 1’intensité des

bandes dans chaque puits pour le retranscrire sur un graphique (Figure 38).
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Figure 38 : Evolution de ’apparition de la sous unité 23S de PARNr de T. gondii (Souche AKO)
ARNt extrait a partir de culture de HFF-1 infectées par la souche AKO. Fleche noire : 18S, fleche verte : 26S,

fleche rouge : 28S

Le logiciel peut alors calculer plusieurs parametres, dont 2 sont plus intéressants :

Le RIN qui est une méthode pour déterminer la qualité de I’ARNt. Tous les
ARNTL extraits ont un RIN variant de 8,7 a 10, ce qui indique des ARNt de
bonne qualité et non dégradés.

Le pourcentage représente 1’aire d’un pic par rapport a I’ensemble des pics
détectés. Dans le cas de T. gondii, la présence d’'un ARNr 26S est un
indicateur treés fort de la multiplication du parasite. Au contraire, la
disparition de ’ARNr 28S (qui se dégrade tres rapidement) indique la

destruction des cellules lorsque les tachyzoites sortent (Figure 39).
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Figure 39 : Evolution des ARNr 26S et 28S apres infection de HFF1

Si ’on compare, dans un 1% temps, les souches de référence, il y a une trés nette
différence entre la souche RH et les 2 autres souches (PRU et VEG). RH présente une
multiplication trés rapide puisque la lyse compléte des cellules hotes s’effectue en un peu plus
de 72h. En ce qui concerne les 2 autres souches, la lyse complete des cellules hotes est
atteinte entre 144 et 168h. D’autre part, on constate que le moment ou la proportion de 26S
s’inverse par rapport au taux de 28S est tres rapide pour RH (< 48h.), alors qu’il est plus lent
chez PRU (< 96h.) et VEG (96h.). C’est un indicateur intéressant pour mesurer la vitesse de

multiplication de T. gondii.

Les souches guyanaises ont, quant a elles, des profils différents. Les souches
humaines atteignent rapidement le plateau (entre 96 et 120 h.). De plus, I’inversion de la
proportion 26S — 28S est atteinte avant 72 h, ce qui montre une multiplication assez rapide de
ces souches. Les souches animales ont plusieurs profils. Les souches FAM0007 et VIT0001
ont un comportement similaire aux souches humaines : atteinte rapide du plateau (< 72 h.) et
inversion de la proportion 26S — 28S avant 72h. Les souches FAMO0001, FAMO0002 et JAG
ont un comportement moins ‘agressif’. Le plateau est atteint a 120 h. pour JAG et moins
rapidement pour FAMO0001 et FAM0002 (144 h.). Mais I’inversion de la proportion de 26S-
28S n’intervient qu’apres 72 h. La multiplication de ces 3 souches est donc moins rapide que

les autres souches.

Si on compare ces résultats avec la construction de I’arbre phylogénétique en

utilisant les 8 genes de virulence (Figure 36), on retrouve ce ‘groupage’ de souches :

e Les souches humaines ainsi que les souches animales FAM0007 et VITO001

ont un ancétre commun avec la souche RH, impliquant ainsi la présence de
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geénes a fort pouvoir pathogene ou de virulence. De plus, 1’analyse des ARNr
atteste également d’une capacité de multiplication plus importante.

Les souches FAMO0001, FAMO0002 et JAG ont des ancétres communs avec les
souches de virulence moindre (PRU et VEG). Ces souches ont également une

capacité de multiplication moins rapide que les souches proches de RH.

IL. 2. 2. 4. 2. Quantification des genes de virulence

Toutes les courbes standards ont été effectuées et 1’efficacité¢ (E) de chaque systéme

étant comprise entre 0,87 et 0,98, les quantifications ont été réalisées.

Comme on peut le voir sur les courbes de la Figure 40, toutes les souches

n’expriment pas les genes de la méme facon. Plusieurs génes ont une expression augmentée

alors que d’autres ont une expression constante. D’autre part, on constate que parmi les génes

surexprimés, certains le sont plus précocement que d’autres.

>

En ce qui concerne ROP18, il y a une forte surexpression chez RH (>15). 1l
est cependant intéressant de constater qu’il n’y a pas de surexpression dans
les souches PRU et VEG. L’expression des ARNm est constante pendant
I’infection. Cette surexpression de ROP18 se retrouve également chez toutes
les autres souches avec des intensités variables, allant de 5,8 chez JAG a 14,3
chez WAY. Le maximum d’intensité se situe vers a 72h. post infection sauf
pour RH qui a un maximum d’intensité a 48h.

On remarque aussi une expression précoce (a 72h. post infection) et
importante de SAG1 pour toutes les souches avec des intensités variant de
20,4 chez AKO a 8,1 chez JAG.

On retrouve également une surexpression plus modérée de SAG3 chez toutes
les souches. Cependant, cette expression est plus tardive car le maximum
d’intensité intervient vers 96h. post infection pour la plupart des souches et

méme 120h. chez PRU, FAMO0001 et FAMO0002.

L’expression des autres genes est plus modérée :

>

Ainsi, pour le gene ROP38, une surexpression intervient chez RH et chez
AKO a 96h. avec des taux respectifs de 5,7 et 3,1 ainsi que chez FAMO0002 a
120h. avec un taux de 5,8.
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» On constate une surexpression de GRA3 chez WAY, MEL, AKO, FAMO0001,
FAMO0002et FAMOOO7 tardivement (entre 96 et 120h.) avec des taux variant
entre 4,9 (WAY) et 6,8 (MEL)

» Et MIC1 qui est un peu plus exprimé durant la phase médiane de I’infection
(72 a 120h.) chez AKO, FAMO0001, FAMO0002 et FAMO0O0O7 avec des taux
compris entre 4,3 (FAMO0007) et 5,3 (FAMOO0O1).
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Figure 40 : Courbes d'expression de genes
Expression de 8 genes potentiellement impliqués dans la virulence de souches de T. gondii de 0 a 168h, post infection
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IL. 2. 2. 5. Analyse transcriptionnelle (Puces a ADN)

Le retour de la plate forme Génom’ic de Cochin s’est fait sous la forme d’un tableur
apres analyse supervisée. Ce tableur comporte 8893 lignes représentant la totalité des genes
de T. gondii ainsi que les SNP et les marqueurs (Annexe 6). Chaque geéne est identifié par un
numéro d’identification de la base ToxoDB (http://toxodb.org/toxo/), par une annotation sur
la fonction (si elle est connue), sa position sur le génome, d’une description sur une analogie
possible avec un géne provenant d’un autre organisme, de la séquence partielle du géne et de
I’expression de ce géne par rapport a un référentiel. Cependant, le principal inconvénient de
cette puce est que le génome de T. gondii n’est pas totalement annoté. Il existe encore de
nombreuses parties codantes pour des protéines hypothétiques ou pour des protéines ayant

une homologie avec des protéines issues d’autres organismes.

Dans notre étude, I’analyse a été faite en fonction de 1’expression de RH (souche la
plus virulente). Les taux d’expression sont donc exprimés par souche et par rapport a la
souche RH. Afin de les comparer, ces taux ont ensuite été classés de 1’expression la plus forte
a la plus faible par rapport a la souche VEG. La souche VEG a une virulence faible chez la
souris, contrairement a la souche RH. Une expression forte d’un geéne chez RH et faible chez

VEG pourrait indiquer un role potentiel de ce gene dans la virulence.

Un code couleur a été appliqué pour améliorer la lecture. Ainsi les taux d’expression
de RH vs. une souche apparaitront en vert si I’expression est <-1 fois, en jaune si I’expression
est entre -1 et 5 fois, en orange si ’expression est entre 5 et 30 fois et en rouge si I’expression
est >40fois. De plus, certaines données ont volontairement été supprimées (annotation,

séquence) afin de ne pas alourdir ces tableaux.

Le Tableau 10 est le résultat des 10 premiers genes dont I’expression de RH est la
plus importante par rapport a VEG. On constate que dans la plupart des genes, les valeurs sont
supérieures (voire trés supérieures) a 10. S’agissant d’une valeur ‘RH vs. Souche, cela signifie
que I’ARNm du gene en question est exprimé X fois plus que dans la souche. Si I’on prend la
premiere ligne avec le gene 72.m00387, I’ARNm est exprimé 106 fois plus dans RH que dans
VEG.

Il y a cependant 3 exceptions :

» Parmi ces 10 genes, on retrouve le géne codant pour ROP18 (20.m03896) en

4° position. RH a une expression trés importante par rapport 8 VEG (75 fois)
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mais aussi a FAM0001 et FAMO0002, respectivement 180 et 169 fois. Par
contre, 1’expression de ROP18 est quasi identique entre RH et les autres
souches : entre 2,99 fois pour JAG et -2.8 fois pour AKO (cela signifie
qu’AKO a une expression supérieure a RH). ROP18 intervient lors de la
pénétration du parasite et a un role majeur dans I’inhibition de la réponse
immunitaire de 1’hote (cf. 1. 10. 3. 2)

Nous relevons que les souches VEG, FAMO0001 et FAM0002 ont un gene
ROP18 qui est assez divergent par rapport aux autres souches : en position
180 et 251, il y a une insertion d’un codon supplémentaire ce qui se traduit
par « I’apparition » de 2 nouveaux acides aminés dans la protéine (Figure
33). Le taux de divergence entre la protéine ROP18 de RH et ROP18 de ces 3
souches est proche de 14% (Figure 35). L’expression des ARNm de ROP18
par les souches VEG, FAMO0001 et FAMO0002 est donc tres inférieure a celle
des autres souches. . De plus, du fait des insertions dans certains genes, la
protéine traduite, sa structure tertiaire et sa fonction peuvent étre altérées. On
constate toutefois que cela n’entraine pas une baisse significative de la
virulence de FAMO00O1 et FAMO00O2 au niveau souris (Figure 24, Figure
28).

Le géne 55.08219 qui code pour la protéine ROP16, a un taux d’expression
7.22 fois plus élevé chez RH que chez VEG, tandis qu’il est compris entre
3,86 chez VIT0001 et -1.77 chez WAY. ROP16 est une protéine inhibant la
réponse immunitaire de 1’hote (cf. 1. 10. 3. 2)

Le géne 79.m0015 est un candidat intéressant. Son expression dans RH est 50
fois plus importante que dans VEG. Par contre, son expression est comprise
entre -1,23 (souche FAMO0002) et 15,63 (souche JAG). Malheureusement, le
génome n’est pas encore suffisamment annoté. Il s’agit d’une protéine
‘hypothétique’ : il y a un codon d’initialisation et un codon STOP avec une
phase codante. L’analyse dans les bases de données n’a pas permis
d’identifier une protéine proche méme dans une autre espeéce. Nous pouvons
simplement dire que 1’expression des ARNm est tres faible dans la souche
VEG par rapport a I’expression de RH. La protéine correspondante sera donc

sous représentée dans VEG.
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Le tableau suivant (Tableau 11) nous donne les résultats de 1’analyse des puces a
ADN sur les 8 genes de virulence qui ont été décrits dans la partie précédente. Parmi les genes
qui ont un taux d’expression ¢levé dans RH par rapport & VEG, on retrouve le géne ROP18
(cf. ci-dessus) mais également le gene ROP16 (55.m08219). Son taux par rapport a VEG est
7,2 fois plus élevé que chez VEG. Les rapports sont plus faibles pour les autres souches (de
3,66 chez VIT0001 a -1,77 chez WAY). Ces 2 protéines ROP interviennent, de fagon
différente, dans la diminution de la réponse immunitaire de 1’héte (cf. L. 10. 3. 2), ce qui va

favoriser la multiplication du parasite.

Avec des taux plus modérés, les genes SAGI et SAG 3 présentent une augmentation
d’expression dans RH par rapport & VEG (respectivement de 5,45 et de 5,24), alors que les
taux d’expression par rapport aux autres souches sont moins importants. Pour SAG 1, les
rapports vont de 3,53 pour PRU a 1,01 pour AKO et vont de 3,00 pour PRU a -2,59 pour
AKO en ce qui concerne SAG 3.

Pour le gene MIC 1 qui intervient dans la fixation et la pénétration du parasite dans
les cellules hotes, le taux d’expression de RH est 4,77 fois plus élevé que dans VEG.

L’expression dans les autres souches varie de 2,68 pour VIT0001 a -2,46 pour AKO.

Le dernier tableau (Tableau 12) est une liste (non exhaustive) de 28 genes ayant une
expression diminuée dans VEG par rapport a RH mais avec une expression plus modérée dans
les autres souches. Outre les protéines non identifiées, on retrouve plusieurs genes intéressants

comme :

»  la nucléoside-triphosphatase (NTPase) I (65.m00001) et I (65.m01111) sont
des protéines isoformes de 63 kDa avec une différence de 16 acides aminés. La
fonction de ces NTPase est d’hydrolyser les nucléotides préférentiellement tri-
phosphate pour le type I et di- et tri-phosphate pour le type II. De plus, la
NTPase I clive ’ATP 4,5 fois plus vite que la NTPase II. Toutefois, leur rdle
biologique n’est pas encore connu (Asai et al. 1995). Leur présence est
cependant nécessaire pour la croissance et la virulence des souches de T. gondii
pendant I’invasion des cellules hotes (Olias and Sibley 2016).

» la cyclophiline (44.m01269) est une protéine de 18kDa qui intervient dans le
recrutement des macrophages sur le site de I’infection. La cyclophiline est
libérée par les tachyzoites et se lie au récepteur transmembranaire CCRS

exprimé par certaines cellules déclenchant la production d’IL-12 (Ibrahim et al.
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2014). Cette production d’IL-12 est complémentaire de la voie d’activation
d’IL-12 via les TLR11 et I’activation de MyD88 (cf. I. 9. 1). Cette production
d’IL-12 n’a pas pour but de détruire le parasite mais améliore la prolifération
des macrophages et des lymphocytes et permet aux parasites d’utiliser leurs
propriétés migratoires (Ibrahim et al. 2010).

»  ROPS5 (551.m00238) est une pseudokinase qui joue un role dans la virulence en
bloquant la production d’INF-g dans les macrophages activés. ROP5 peut aussi
formée un complexe avec ROP18 afin d’augmenter I’activité kinase de ROP18
(Behnke et al. 2012). Son taux d’expression est 9,32 fois plus élevé chez RH
que chez VEG. Pour les autres souches, le taux varie de 7,93 chez JAG a 1,24
chez AKO.

»  GRA7 (20.m00005) intervient dans la réponse immunitaire des macrophages
de I’hote car il interagit avec le facteur 6 associé au récepteur TNF (TRAF6)
via le gene MyD88 (Koh et al. 2017). Il intervient également sur le complexe
ROPS5/ROP18 afin de réduire I’impact des GTPases liées a I’immunité (Zhang
et al. 2016) empéchant ainsi la destruction de la membrane de la vacuole
parasitophore. RH I’exprime 6,96 fois plus que chez VEG. 1l varie de 2,63 chez
PRU a -1,7 chez AKO.

»  Le gene 42.m03509 code pour une protéine kinase comportant un domaine
calmoduline qui est une protéine capable de s’associée a des ions Ca®* présents
dans le milieu cellulaire. Le calcium est impliqué dans un grand nombre de
voies métaboliques essentielles liées a la sécrétion de protéines, a I’activation
de la mobilité, a I’invasion ainsi qu’a 1’évasion des cellules hote (Nagamune et
al. 2008). Le domaine calmoduline comporte 4 copies d’un motif structurel
appelé ‘main EF’ qui consiste en une hélice (E) et une boucle (F) de 12 acides
aminés qui fixe les ions calcium. C’est cette fixation du calcium qui active la
fonction kinase (Long et al. 2017). Le taux d’expression chez RH est 5,69 fois
plus important que chez VEG. Pour les autres souches, ce taux varie de 2,66

chez FAMOO0O7 a -7,46 chez WAY.

Tous ces geénes ont potentiellement un role a jouer dans la virulence d’une souche
soit en empéchant la mise en place de la réponse immunitaire de 1’hdte, soit en limitant la

destruction de la vacuole parasitophore, soit en augmentant leur vitesse de réplication. Tres
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probablement que la combinaison de I’ensemble de ces genes ainsi que de leur taux

d’expression sera impliquée dans le niveau de virulence d’une souche par rapport a une autre.
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Tableau 10 : Analyse transitionnelle de 10 génes
les plus fortement exprimés chez RH par rapport a8 VEG et en comparaison des autres souches.

p-value

{RH vs, WTO1) 341E-23 |8 93E-23|9,12E-18 |2 46E-07 |3,78E-13|1,18E-18 |2,65E-17 |4 29E-20 (8 67E-15|6,03E-22
F old-Change
(RH ws, WTO1) 232785 | 340306
p-value
(RH vs, JAG) 151E-23 |4 BEE-22 |2 ,26E-18 |2,71E-09 |7, 69E-21 |4 09E-18|2,93E-17 [1,27E-20(2,13E-15|1,06E-22
Fold-Change
(RH vs, JAG) 299102 | 15,6389
p'ﬂZ'”ﬁmo‘?fH 9 60E-19 |1 42E-21|8,83E-10|4 91E-06 |4 34E-14 | 1,15E-10 |4 ,57E-15 |4,55E-15 | 1,26E-15 | 6,97E-20
F old-Change
(RH vs, F AMOT) 521881 | 200222 | 388585 | 48431 9,30036 17,0411
p-value
(RH vs, FAM02) 8,30E-24 |2 2TE-19 |2 43E-18 |1,18E-23 | 0,03031 |1, 03E-19|5,89E-15 |1 96E-18 (6 59E-15|8,24E-20
F old-Change
(RH vs, F AMD2) 16,6836
p-valle
(RH vs, FAMO1) 9. 15E-24 |8 28E-21 |4 40E-17 |8,84E-24 | 0,05474 |4 26E-16 |8 40E-13 |4 ,18E-21 (8 93E-16 |5 62E-18
Fold-Change
(RH vs, FAMOT) 1,18443 8,77587 10,2715
p-valle
{RH vs, TOJ) 351E-23 |1, 76€E-21(8,03E-18 |1 60E-07 |7,81E-14 |2 93E-18 |1 45E-16 |3 34E-15 (3 63E-15|1,16E-21
Fold-Change
(RHvs, TOU) 2,38083 | 3,74413 9,60538
p-valle
(RH vs, AKO) 268E-17 |2 14E-20(1,34E-17 |2,26E-06 | 0,02035 |2 25E-19|7,26E-15 |8, 70E-10 (5 51E-16|1,11E-18
Fold-Change
(RH vs, a0y | 13,3235 123172 341454 12,2498
(Rﬁ"‘j:'”,jm 1,87E-23|4 66E-22 |3,18E-17 | 1,20E-06 | 7,24E-18 | 1 14E-13 | 1,02E-15 | 3,08E-20 | 3,73E-15 | 4,32E-22
Fold-Change
(RH vs, MEL) 2,14662 | ¥ 57388 | 917674
D_U:ILIJBGRO(FH 2 B5E-21(229E-21)2 97E-16 | 0,00012 | 0,00411 |1,01E-19(1,7T1E-14| 0,16948 |6 88E-16 (1,00E-20
Fold-Change
(RH vs, GRO) 1,30532 15,5374
p-value
(RH vs, WAY) 2 65E-16 (8 12E-20|6 83E-10| 02762 |2,08E-13|263E-19(1,37E-14 |7 12E-06 |1 T1E-16 (5 61E-14
Fold-Change
(RH vs, WAY) 10,3129 -1,13974 | 3 52762 15,8932 | 2,04018 4 59633
p-value
(RH vs, PRU) £ 30E-22 (4 19E-21|1,05E-16 |7 S0E-08 |1,81E-16|5,87VE-18|1,70E-16 |3 51E-18 |3 68E-14 |2 05E-21
F old-Change
(RH vs, PRU) 2, 70325 | 6,79856
p—u:l:ewegRH 3 75E-22(159E-21|7 38E-16 |4 4TE-21 |1,87VE-23 |7 07E-18|1,24E-16 |8 15E-19 |4 S5E-14 (4 ,03E-21
F old-Change
(RH vs, YEG)
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Tableau 11 : Analyse transcriptionnelle des 8 genes de virulence
Taux exprimé chez RH par rapport a VEG et en comparaison des autres souches.

Pevd ue ] TOE- 15 -

(RH w8, VITE) 1 49E-13 217E-15 289E-13 2 4B6E-07 5,36E-15 279E-13 G G5E-15 9 .80E-10

Fol-Change

(RH v, VITO1) 2 76833 3,25694 2 68794 232785 386094 6 23677 3,5063 211316
vl U - & ¥ i x s 3 %

(RH v8, JAB) B 76E-13 2,14E-22 227E- 1 2 71E-09 7 96E-09 9.01E-14 5 40E-14 2,16E-10

Fod-Change

(RH 8, J4B) 254833 11 4434 222319 2599102 1 ,895406 6 82959 3,08024 2 24804
Pevd ue

(RH 5, FAMOT) 4 76E-10 1A7E-1 2 .38E-11 4 91E-06 4 26E-13 4 09E-08 121E-10 3.36E-07

Fokl-Change

(RH v, FAMOT) 1.97783 218983 221889 200222 3,02736 2 68626 2,18039 170881
Pewa U2 vy

(RH 5, FAMOZ) 2 32E-07 4 08E-08 1 93E-07 1,18E-23 3 99E-07 1 50E-07 9 75E-1 7 B9E-08

Fol-Change

(RH 8, FAMO2) 161778 1 6613 16283 17022 2 49676 219921 1,79529
p-valug

(RH 5, FAMO1] 0,04292 0,124374 7 7T9E-06 8 ,84E-24 0970281 0 004676 0,01331 0,000107

Fed-Change s

(RH 8, FAMG) 1,16321 1,10618 -1 46513 1,00287 147085 1,20911 -1,4245
Py ue 3 o o 7 . - 5

(RH w8, TOY) 1 80E-12 2 47E-14 9 33E-12 1 B0E-07 114E-12 0001395 2 36E-14 2 73E-09

Fol-Change

(RH ver TOJ) 246813 28702 2,305 238083 287598 15643 326244 203012
Pl U2 I

(RH s, AKO) 0108768 0021278 5 54E-11 2 26E-06 0,002957 4 B6E-12 0,873461 831E-12

Fol-Change ; : ) e e

(R v5, AKO) 1,11738 -1,16928 -2 14522 -2,07993 12877 492122 1.01147 259907
p-wa|ug 5 i i : o A i ¥

(RH v5, MEL) 5 98E-11 1 54E-11 217E-1 1 20E-06 1 95E-08 1 95E-09 4 12E-12 2 8B3E-05

Fek-Change

(RH w6, MEL) 21364 216638 22272 214662 1,8903 322781 251795 148354
pewa |ug 5 N 5

(RH v, GRO) 0.,004785 0 509571 0,031621 0,000124 0,001831 8.12E-05 0,214752 0002089

Fol-Changs

(RH v, GRO) 1,23009 10433 -1.168473 -1, 71634 -13072 180113 1,08453 -1 30064
Pzl 0,032081 0Av1zry 8 68E-11 0276195 1,16E-07 0,001819 4 40E-05 3,23E-11

[RH wa, W)

Feol-Change o i
(RH v, WAY) 1,16389 -1,0935 -2,1095 -1,13974 -1 77524 -1,53941 142716 -2 44154
pevalue 5 . : = £ % A Er. :
(RH vs. PRUJ 4 77E-13 9 06E-17 369E-12 7 S0E-08 595E-12 5 67E-05 4 15E-14 2 90E-12

Fek-Change
(RHvs. PRUJ 287249 4 48559 2 80839 270325 290795 1 94264 3.,53044 300983
P U - i XTI - : - :
(RH S, VE &) & B5E-16 3 45E-17 1 20E-15 4 47E-21 113E-17 0167058 & 79E-17 5,07E-16
Fol-Change
(RH v, VEG) 41263 4 77549 4 05767 - 722449 -1,21233 5 45865 5 24588
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Tableau 12 : Analyse transcriptionnelle de génes ‘candidats’
Taux exprimé chez RH par rapport a VEG et en comparaison des autres souches.

p-value
(RHwvs, WTO1y | 378E-13| 9,14E-18| 394E-15| 6 74E-13| 7 B5E-13| 9 81E07( 2 78E-14( 2,06E-14
F old-Change
(RHvs, WOy | 340306 551858 481583 322406| 711032 254153 352474 625652
p-value
(RHvs, Jac) | 7 89E-21| 139E-20| 249E-17| 369E-20| 299E-10| 668E-12| 2 65E-16 3B1E-12
F old-Change
(RH vs, JAG) 156389 081508| 725953 124444| 420478| 604776| 477106 417219
p-value
(RH vs, Famor)| 4.34E-14| 536E-16| 7 83E-15| 372E-11| 842E-08( 9.95E-06| 261E-12| 2 82E-13
F old-Change
(RH vs, Fano7)| 388585 4,134 458371 26146 200567 221532| 275608 505483
p-value
(RH vs, Fanoz)| 0,030306| 2,32E-14| 2,78E-17| 324E-10| 1 86E-06( 330E-10{ 4 06E-16] 165E-12
Fold-Change
(RH vs, quz)- 32933 7,18732| 236341 240599 4.37991| 462016] 442765
pevalue
(RH vs, Fanody| 0,054742| 8,59E-05| 0,009098| 0,855422| 0250045 002586( 0358792 1 74E-06
Fold-Change
(RHvs Fanony| 118443 140354 127968 101526 117788 140023 107377 200085
p-value
(RHws, ToJ) | 781E-14] 124E-17| 104E-15| 544E-11| 1 36E-10( 552E-06| 7 46E-14) 8 7O0E-13
F old-C hange
(RHvs, Tog) | 374413 53922| 531998| 256713 456479 220282 332845 464066
p-value
(RH s, a0y | 0,020348| 0004712| 4,70E-05| 2,01E-05| 0428301( 4,38E-06) 0003584 0072561
F old-C hange
(RH vs, AKO) 123172 124995 1,22782
p-value
(RHws,MEL) | 724E-18| 634E-16| & r5E-14| 602E-11| 7 07E-08( 3 46E-05| 529E-12) 7 01E12
F old-Change
(RH vs, MEL) 757388 40B8952| 389408| 2554v1| 293824) 206194 266232 399973
-yl
(Rﬁ ::,'f;ego) 0,004114| 956E-14| 0,489737| 0,134788| 0,323837| 0671653 0512502 1,34E-08
F old-Change
(RHvs,cROY | 1,30832] 304899 1,13591 254247
p-value
(RH vs,wayy | 206E-13| 361E-12| 0,002032| 0,027539| 4 80E-10( 7 93E-08| 0011998 0080792
F old-Change
(RH vs, Wi 352752 124
p-value
(RHws.PRU) | 181E-16| 588E-23| 308E-16| 3,13E-10| 3 46E-15( 3 04E-17| 1,53E-14] 4 20E-12
F old-Change
(RHws. PRU) | 6,79856 693252 256982 16,0529 413332 4,74566
p-value
(RHvs.vEG) | 187E-23 157E-20| 620E-21| 693E-15| 2 66E-14| 567E-20 176E-16
F old-Change
(RH vs. VEG) 14 7011 130746| 12 2437 12 2274
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p-value
(RHwvs, w101y | 7 B3E-15) 1 51E11| 2,38E13| 1.29E-14| 3S1E-21| 252E12| 486E-21| 931E-15| 2,00E-10| 1 6BE-16
Fold-Change
(RHwvs, w101y | 603475 509692 766555 707417 622201 469361 7.9906| 624314 531406 522245
p=value
(RHvs, Jacy | 222E-17| 61915 191E12| Z00E-11| 301E-16| 105E-08| 143E-17| 1509E-11| 1,74E-09] 1,14E-18
Fald-Ch:
[ROH vs, j?\gce] 1048 106734 631085 394889 2099697 Z272777| 4,28066| 360033 443826) 7 93839
p-value
(RH vs, Famory| 2,13E-13| 6,12E-14( 1,88E-10] 3 11E-10| 148E-12| 287E-14( 119E-16| 267E-09| 3.82E-09) 0000545
Fold-Change
(RH vs, FAMDT) 4 6489 838742 432358 33005 208829 676711 374638 2 BEg 41707 1 37162
p-value
(RH vs, FaMozy| 3B4E-11| 856E-09( 1,74E-07 164E-08| 337E-15| 107E-15( 397E-17| 4 94E-10| 1,02E-05| 4 42E-10
Fold-Change
(RH ws, F AMOZ) 3.3026) 321947 272088 2098418 266988 931335 400799 292837 239812 224907
p-value
(RH vs, Famony| 0678511 0051876( 7 B88E-06 0050686 2,53E-12| 0,000142] 1,14E-11| 0,000124| 0938569 0,007243
Fold-Change
(RHws, Famoty|  1.04379) 1314021 217866 126468 204884 169336 215557 162207 101221 126116
=l
(Feli ::IU'?OJJ 4 58E-14| 321E-10{ 2 08E-12| 1 05E-12| 315E-18| 663E-10| 306E-20| 251E-12| 7 25E-10] 312E-15
Fold-Change
(RH ws, TOJ) 522132 403036 5 2668| 480266 385688 320005| 678831 406779 476655 424256
p=value
(RHvs, a0y | 0918304 0003325) 0007974| 0048641| 402E-12| 376E-05| 867E-10| 0,242685 0001697 0009646
Fold-Change | i i : i ] i
(RH vs, AKO) "'.'.':1'. ﬂﬁgﬂ :154&23_‘ 1484687 126761 2 01626( dﬂmﬁi 1,85005 é’m:ﬁ‘[? «vi\,',{m 1 24895
p-value
(RHws, meLy | 110E-08) 311E-11] 260E-11| 445E12| 172E-15| 4 3BE-09( 512E-21| 249E-10| 1,16E-08| 0000197
Fald-Change
(RH vs, MEL) 24131 481121 504775 439163 27542 2BE708 78519 304513 383M 141652
p-value
(RHvs, GRO) | 255E-06| 0627253| 682E-05| 1 87E-07| 306E-12| 0004084 261E-14| 515E05 0093228 512E-08
Fold-Ch ;
tRT—| Vs, SIESJ 188216 1,06774| 183355 230362 203523 dm 27995 1,68335| 131353 147817
p-value
(RHws Wity | 232E-14| 1.29E-06) 0002404| §93E-05| 814E-15| 0381698| 127E-08| 0,00553| 122E-06( 299E-06
Fold-Charge | B o— - > : T [—
(RHve, viry) | 6180854) DSTI4Y) 150001 fF4788 2 see7v | S f0872| 182737| A87908) 27641 16201
p-value
(RHws.PRU) | 135E-13| 114E12| 917E13| 282E-11| 1,13E-18| 10115 342E-18| 110E-12| 279E-10| 4 40E-16
Fold-Change
(RHws. PRU) | 9,886897| 7.58201| 809292| 437658 470199 11598| 546909 495293 60407 565582
pevalue
(RHvs. vEG) | 482E-17| 246E-14| 423E-14| 991E-16| 510E-23| 142E-15( 154E-21| 254E-16| 190E-12( 1B4E-18
Fold-Change
(RH vs. VEG) 11,9984 113786 112818 11,1803 18 111618 10976 106867 100784 932514
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p-value
(RH vs, w701y 7 BSE-16] 2 58E-15 1 68E-13| 180E-10| 193E-10| 2 37E-15|1,11E-10{ 1 01E-10[ 1 57E-11| 0,00013
Fold-Change
(RHvs wTO | 554016| 505038 537533| 386432\ 424255 3,82867| 257282 3,80859| 3,13663| 1,86707
p-value
(RHws, Jas) | 271E-15| 397E-20] 1 47E-10( 3 94E-10| 622E-09| 2 B6E-17| 1,51E-07| 2 25E-12| 3 33E-11| 3,83E-07
Fold-Change :
(RH ws, JAG) 502729 14,4931 3733385 366174| 332091| 517211| 1,88572| 5,08894| 3,006894| 250752
p-value
(RHvs, Fanor)| 164E-13| 2 46E-15| 4 03E-11| 379E-11| 3 33E-09| 5 92E-16| 4,98E-07| 1 41E-11| 0,00024| 2 46E-07
Fold-Change
(RHvs, Famo7)| 379001 506833| 361921| 432258 346342| 418341| 1,80244| 4,38081| 1,50221| 266774
p-value
(RHvs, Famox| 1,18E-12| 3 50E-11| 3 88E-09( 3 24E-10| 1,55E-05|8 04E-13|1,10E-06|6,76E-09| 3,15E-07| 0,00072
Fold-Change
(RHvs, Famozy| 335745 278881| 275181| 366186 208021 2,77302| 1,75028| 2,91353| 194346 1,70162
p-value
{RHvs, Famo)| 0,111133| 0,000171| 0,002973| 005442| 838E-06| 0,91044| 043606 0,38972| 0,00093|2,68E-06
Fold-Change
(RHuws, Famon)| 1,15586| 1.47934| 144331 128924 215175 1 00825
p-value
(RHvs, TOJy | 138E-14| 3 B4E-14| 4 50E-11| 3 85E-10| 990E-09| 4 69E-15| 2,86E-09| 1 14E-08( 8 41E-08| 0,00418
Fold-Change
(RHvs, TOJ) | 448605| 416935\ 359363 366718| 322056 3,67178| 2,2166| 282475 2,26354| 1,54185
p-value
(RHvs, a0y | 00B2858| 653E-05| 0,110143| 0050305| 0/16568| 1 62E-07| 2,17E-06| 0,15196) 2 65E-05| 1, 09E-08
Fold-Change
(RH vs, AKO)
p-value
(RHvs,MELY | B801E-14| 2 24E-15| 188E-10( 108E-09| 1,01E-10|1 35E-15| 9,22E-11| 3 19E-09( 7 6YE-09| 0,02724
Fold-Change
(RH vs, MEL) 30684 510471| 328316| 342407 4 4534| 3 06646| 259575| 304787 2,28484| 1,37874
p-value
(RHvs, GRO) | 249E-08| 0,001702| 0,001402| 0,000538| 0,008362| 4 96E-05| 0,35913| 0,00036| 0,00041| 0,01015
Fold-Change
(RHvs, GRO) | 2,05808( 136423 14934 165467 147384 1 A3237| <1 1,65339 |
p-value
(RH ws, Wiy | 8 28E-08| 2 69E-06| 0004504 1 11E-07| 0,002923| 5 55E-11|1,21E-05|4 88E-07| 2 26E-10| 3,20E-13
Fold-C hange . 2 =
(RH ws, WY ] 1 56442
p-value
(RHvs. PRU) | 3 00E-15| 1 25E-15| 243E-11| 829E-10| 1,36E-08|1 90E-15|4,11E-10| 2 69E-11| 1 67E-13| 3 95E-06
Fold-Change
(RHvs. PRU) | 581643 62617 4243491 392418 351067 4 41879| 263025| 4,79031| 4, 76815 245179
p-value
(RHws.vEG) | 277E-17| 280E-17| 528E-15 153E-13| 1,02E-12| 2, 37E-18| 2,13E-16| 4 28E-13[ 1 14E-14| 3 93E-11
Fold-Change .
(RHvs WEG) | S,86441| BB3414| B73r38| 818215 781261 749597| 698447 68156 588475 56921
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II. 3. ANALYSE DU PROFIL IMMUNOLOGIQUE DES SOUCHES DE T.
GONDII CHEZ LA SOURIS

II. 3.1.  Méthodologie

Afin d’¢tudier la réponse immunitaire a une infection a T. gondii, nous avons utilisé
le kit Milliplex® MAP Mouse Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel — Premixed 25-plex
(Millipore). Ce kit étant extrémement onéreux, seulement 8 des 13 souches étudiées ont fait
I’objet de ce dosage. Les souches sélectionnées représentent les 3 souches de référence : type
I (RH), type II (PRU et type III (VEG), 2 souches isolées de patients : MEL (toxoplasmose
sévere avec complications cardiaques) et AKO (toxoplasmose tres sévere avec passage en
réanimation), 1 souche isolée de la faune sauvage (VIT0001) et 1 de la faune domestique

(FAMOOOT) ainsi la souche isolée du jaguar (félidé sauvage).

4 groupes de 4 souris ont recu une injection péritonéale de 500 tachyzoites de
chacune des souches sélectionnées. Chaque groupe de souris est euthanasié a J1, J2, J4 et J7
post infection. Le sérum est recueilli pour chaque souris du groupe correspondant. En
parallele, le sérum d’un groupe témoin de 4 souris non infectées est également recueilli aux
mémes temps. Ce kit permet, avec 25 pl de sérum suivant les recommandations du

fournisseur, un dosage simultané de 25 cytokines — chemokines :

GCSF (Granulocyte-colony stimuling factor) est une glycoprotéine qui stimule la
moelle osseuse pour la production de granulocytes et de cellules souches. Elle participe
également a la prolifération et a la différentiation des précurseurs des neutrophiles (Tay et al.

2017)

GMCSF (Granulocyte-marcophage colony stimuling factor) a un peu la méme
fonction que la GCSF puisque c’est une glycoprotéine qui favorise la prolifération et la
maturation des neutrophiles mais aussi de plusieurs types cellulaires comme les macrophages

ou les éosinophiles (Francisco-Cruz et al. 2014).

IFN-y (Interféron gamma) est une cytokine importante pour le systtme immunitaire
car elle intervient dans I’immunité innée et adaptative. Principalement produite par les
cellules NK et NKT ainsi que par les lymphocytes CD4 et CD8, elle participe a ’activation
des macrophages et induit I’expression des molécules du systéeme majeur d’histocomptabilité

(Schoenborn and Wilson 2007).
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IL-1a (Interleukine-1 alpha), principalement produite par les cellules épithéliales
permet ’activation des macrophages et des neutrophiles. Elle joue aussi un réle dans la
régulation de la réponse immunitaire en se fixant a un récepteur spécifique de la voie

d’activation du TNF-a (Dinarello 1997).

IL-1B (Interleukine-1 beta) est un médiateur de la réponse inflammatoire et est

produite par les macrophages activées (March et al. 1985).

IL-2 (Interleukine-2) est sécrété par les lymphocytes T helpers (LThO) activés par les
cellules présentatrices d’antigénes. Elle permet de réguler la transformation de ces LThO en
d’autres formes de LTh en combinaison avec d’autres cytokines (IL-4 ou IL-12) (Liao et al.

2011).

IL-4 (Interleukine-4) intervient a la suite de 1’IL-2 en induisant la différentiation des
lymphocytes natifs ThO en lymphocytes Th2 (réponse humorale) qui vont eux-mémes

produire de I’'IL-4 augmentant ainsi la prolifération des LTh2.

IL-5 (Interleukine-5) est un médiateur important dans 1’activation des polynucléaires

éosinophiles. Elle va se lier a un récepteur spécifique ce qui entraine la croissance des

lymphocytes B et la sécrétion d’immunoglobulines, essentiellement des IgA.

IL-6 (Interleukine-6) est sécrétée par les lymphocytes T ainsi que par les
macrophages. Elle est impliquée, au méme titre que I’IL1[ lors de la phase de I’infection

aigué (Heinrich et al. 1998).

IL-7 (Interleukine-7) permet la prolifération et joue un rdle important dans leur
différentiation. Elle est produite dans la moelle osseuse ou le thymus ainsi que par les cellules

dendritiques et les cellules épithéliales (Kroncke et al. 1996; Watanabe et al. 1995).

IL-9 (Interleukine-9), sécrétée principalement par les lymphocytes T helper (Th9)
mais aussi par les cellules Natural Killers et les lymphocytes T type 2 (Th2) sous I’induction
de I’interleukine 33 (Humphreys et al. 2008). Une fois connectée a son récepteur, 1’1L-9

stimule la prolifération cellulaire et prévient de 1’apoptose (Jia and Wu 2014).

IL-10 (Interleukine-10) est produite essentiellement par les monocytes et dans une
moindre mesure par les lymphocytes T de type Th2. Elle a plusieurs fonctions, notamment de
réguler a la baisse I’expression des cytokines de la voie Thl mais aussi d’améliorer la
prolifération des lymphocytes B et la production d’anticorps (Mosser and Zhang 2008).
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IL-12(p40) et IL-12(p70) sont 2 formes de I’interleukine-12. La forme p70 est
composée d’un hétérodimer (p35 et p40). La forme p40 est composée d’un homodimer de
p40. Elle est produite par les cellules dendritiques ainsi que par les macrophages pour induire
la différentiation des lymphocytes T natifs en lymphocytes Thl. Elle permet également la
stimulation de la production d’IFN-y et de TNF-a par les lymphocytes NK et les lymphocytes
T CD8+ (Liu et al. 2005).

IL-13 (Interleukine-13) est sécrétée surtout par les lymphocytes T (Th2) mais aussi
par les monocytes, les €osinophiles, les lymphocytes B et les lymphocytes NK. Son role est
similaire a 1’'IL-4 mais n’intervient pas dans le processus initial de transformation des

lymphocytes natifs vers le profil Th2 (Granel et al. 2007).

IL-15 (Interleukine-15) est produite par plusieurs types cellulaires : monocytes,
macrophages, cellules dendritiques ou fibroblastes. Son role est double puisqu’elle participe
dans un premier temps a la prolifération des lymphocytes NK (Nguyen et al. 2002) lors de la
réponse immunitaire innée, mais aussi dans un deuxieme temps, dans le maintient de la survie
des lymphocytes T ‘mémoire’ en [’absence d’antigéne pour la réponse immunitaire adaptative

(Schluns et al. 2002).

IL-17 (Interleukine-17) est produite essentiellement par certains lymphocytes T CD4
appelés LTh17 (Harrington et al. 2005). Elle stimule plusieurs types cellulaires (macrophages,
monocytes, fibroblastes, cellules épithéliales) induisant la sécrétion de plusieurs autres
cytokines (IL-6, GCSF, GMCSF, IL-1p, TNF-a) ou chemokines comme 1’IL-8 qui intervient

dans le recrutement des neutrophiles (Fossiez et al. 1996).

IP10 (interferon gamma-induced protein ou CXCL10) est produite par les
monocytes, les cellules épithéliales et les fibroblastes apreés une stimulation a I’'IFN-y. Sa
production est liée a une activation de la voie Thl, ce qui entraine un recrutement des

lymphocytes T activés sur le site de I’inflammation (Dufour et al. 2002).

KC (CXCL1) est exprimé dans les macrophages, les neutrophiles et les cellules
épithéliales. Elle participe au recrutement des neutrophiles (Iida and Grotendorst 1990;

Schumacher et al. 1992).

MCP (Monocyte ChemoAttractant ou CCL2) est produite par plusieurs types
cellulaires comme les cellules endothéliales, les macrophages ou les fibroblastes pour

permettre le recrutement des monocytes et des lymphocytes (Deshmane et al. 2009).
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MIPla et MIPIB (Macrophage Inflammatory Proteinl-alpha ou CCL3 et
Macrophage Inflammatory Proteinl-beta ou CCL4) sont issue de la méme famille. Elles sont
produites au niveau des macrophages, des cellules dentritiques et des lymphocytes pour
activer les granulocytes (neutrophiles, ¢€osinophiles et basophiles) lors d’une infection

bactérienne (Maurer and von Stebut 2004).

RANTES (Regulated on Activation, Normal T cell Expressed and Secreted ou
CCLS5) est exprimée au niveau des cellules épithéliales et des plaquettes, et agit comme un
puissant chimioattractant pour les monocytes et les lymphocytes NK, les lymphocytes T
‘mémoire’ les éosinophiles et les cellules dendritiques lors d’une infection virale (Crawford et

al. 2011).

TNF-a (Tumor Necrosis Factor-alpha) est une des cytokines a I’origine de la
réaction immunitaire aigué. Elle est secrétée essentiellement par les macrophages activés mais
aussi par les lymphocytes CD4+, les lymphocytes NK, les neutrophiles et les éosinophiles. Le
TNF-a active la transcription de différentes cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, IL-18)
et chemokines (GM-CSF, G-CSF) pour amplifier la réponse immunitaire (Wajant et al. 2003).

La lecture s’effectue 4 1’aide d’un lecteur utilisant la technologie Luminex®. Cette
technologie récente repose sur le principe de la cytométrie en flux, alliant I'utilisation de
microbilles fluorescentes et une double lecture apres excitation par 2 lasers : le premier

permettant d’identifier la microbille et le second sert a la détection de 1’analyte (Figure 41).

Les microbilles servent de support solide pour la fixation de différentes molécules se
liant de facon covalente a d’autres molécules : antigenes, peptides ou sondes nucléotidiques.
Chaque bille aura son propre code couleur d’identification et une seule sorte de molécule.
Plusieurs billes (jusqu’a 100 actuellement) peuvent étre mélangées dans un seul tube, ce qui

multiplie les possibilités d’analyses (Fulton et al. 1997; Vignali 2000).

La détection de la molécule a analyser (analyte) se fait via une molécule de détection
(conjugué) qui a une forte affinité pour ’analyte Le conjugué est couplé a une molécule
fluorescente dont la longueur d’onde differe de celle émise par les microbilles. De cette fagon,
lors du passage de la microbille entre les lasers, la classification des microbilles et la

quantification de I’analyte sont effectués en méme temps.
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Figure 41 : Principe de la technologie Luminex

II. 3. 2.  Analyses statistiques
Afin d’optimiser la lecture des résultats, une stratégie d’analyse a été utilisée. Tout
d’abord, un ratio a été calculé pour chaque point de la cinétique par rapport au point H=0
(taux référence post infection). Ce ratio est ensuite converti en LoglO pour renforcer la

robustesse des statistiques.

Le traitement de ces données dans le logiciel PERSEUS (Computational Systems
Biochemistry ; Tyanova and Cox 2018) a permis de générer des Heatmaps ainsi qu’un
Hierachical Clustering. On peut ainsi visualiser une éventuelle augmentation du taux des
cytokines/chemokines par rapport au référentiel H=0 puis regrouper ces cytokines en cluster.
Les données sont également transférées sous ‘R’ (R Development Core team 2016) pour une
analyse de positionnement multidirectionnel ‘MDS’ (MultiDirectionnal Scaling) — analyse
linéaire discriminante ‘LDA’ (Linear Disciminant Analysis) afin d’avoir une visualisation en

2D du positionnement de ces souches les unes par rapport aux autres.

II. 3.3.  Résultats des dosages
Les données brutes recueillies aprés ’analyse au Luminex sont regroupées en
Annexe 9 afin de ne pas surcharger la présentation. Les quelques graphiques conservé dans
cette partie (Figure 42) représentent des exemples significatifs de la réponse de certaines

cytokines comme le G-CSF ou I’IFN-y. Nous notons que le dosage de 1’IL-9 n’apparait pas
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dans les données. Pour I’ensemble des plaques, cette interleukine n’a pas été dosée sans que

nous puissions I’expliquer techniquement. Les analyses ont été faites sur 24

cytokines/chemokines.

L’infection a T. gondii induit un mécanisme de défense de 1’hdte avec une

augmentation de la production de certaines cytokines, différentes selon la souche impliquée.

La souche RH provoque une production trés importante de certaines cytokines par
rapport aux 2 autres souches de référence. Le Tableau 13 donne un exemple de dosage de
cytokines des 3 souches de référence. On constate que la réponse immunitaire face a la souche
RH est beaucoup plus accentuée que pour les souches PRU et VEG. En effet, la quantité
d’IFN-y est multipliée par 1617 alors qu’elle n’est multipliée que par 440 pour PRU et par
385 pour VEG. Il en est de méme pour le G-CSF qui augmente d’un facteur x828. Cette
augmentation est plus modérée pour PRU et VEG qui est respectivement de x28 et de x20.
Tableau 13 : Exemple de production de cytokines pour les 3 souches de référence

Les dosages a HO correspondent au groupe témoin en comparaison avec les dosages a H168 des groupes injectés
avec les différentes souches. Le facteur correspond a la différence entre la valeur a HO et la valeur a H168

RH PRU VEG
HO H168 HO H168 HO H168
(pg/ml) (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml)
G-CSF 72,9 603264 | 729 | 20501 | 729 | 14284
x 828 x 28 x 20
IFN-g 88 | 1423338 88 | 38715 88 | 33897
x 1617 x 440 x 385
IL-5 66 | 453 66 | 247 66 | 191
X 69 x4 x3
IL-6 165 | 44163 165 | 829 165 | 728
X 268 x5 x4
MCP1 729 | 176688 | 729 | 2399 729 | 1579
x 242 x3 X2
TNF-a 91 | 5724 91 | 686 91 | 359
x 63 x8 x4

En ce qui concerne les souches guyanaises, la réponse immunitaire n’est pas aussi
exacerbée qu’avec la souche RH mais le taux de certaines cytokines est bien plus élevé

qu’avec les souches PRU ou VEG. C’est le cas pour :

e JL-12p40 ou les taux a H168 sont compris entre 123,6 et 189,1 pg/ml (278,4
pg/ml pour RH et 90,0 pg/ml pour PRU).
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e [IL-15 ou les taux sont compris entre 409,6 et 664,1 pg/ml (749,9 pg/ml pour
RH et 128,0 pg/ml pour PRU).

L’analyse sous Perseus (Figure 43) qui permet de visualiser la variation des taux de
cytokines/chemokines par souche et en fonction du temps pointe de facon tres évidente la

différence entre la souche RH et les autres souches de référence.
Pour RH, 2 clusters de cytokines/chemokines se distinguent :

e le premier qui commence a apparaitre des 96h. post infection, est composé de
L’interféron-y, IL12p40, KC, IL-15, TNF-a, IL1p, IP10, IL-6 et GCSF,

e le second est composé de MIP1pB, IL-10, IL-5, IL-17 (dans une moindre
mesure), [L12p70, IL-7 et IL-2.

La production d’IL-12, d’IFN-y et de TNF-a est bien liée a une réponse immunitaire

du type Thl (cf.1.9.1).

Le profil de PRU et VEG est tres différent. Comme nous I’avons vu sur les données
‘brutes’, ’intensité de production des cytokines/chemokines est nettement plus faible pour ces

souches. Cependant un cluster consensus se dégage (faiblement) a 168h. post infection avec :
e [I'IFN-y, IP10, TNF-a, IL-15, IL-2 IL-12p40 et GCSF.
Le cluster de la souche PRU comprend en plus :
e IL-12p70, IL1P et IL-10.

Comme avec la souche RH, le fait d’avoir une production d’IL-12, d’IFN-y et de
TNF-a nous oriente vers une réponse de type Th1 qui est cependant bien moins marquée que

pour la souche RH.

Au total, les taux de production des cytokines ‘activées’ sont beaucoup plus élevées
pour RH indiquant une réponse immunitaire tres intense contrairement aux 2 autres souches
pour qui la production des cytokines ‘activées’ est plus modérée. D’autre part, un cluster
‘consensuel’ se dégage sur les 3 souches avec la production d’IP10, TNF-a, IL-15, IL-2 IL-
12p40, GCSF et IFN-y indiquant I’activation de la voie Thl.

En ce qui concerne les souches guyanaises, le profil est différent et un cluster

‘consensuel’ se dessine pour toutes les souches. On retrouve 'IFN-y, I’'IL-12p40, I’'IL-15,
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GCSF et IP10 mais avec des taux qui varient en fonction des souches. Ce cluster est quasi
identique a celui des 2 souches de référence PRU et VEG, a ceci preés que 1’analyse fait pas
ressortir le TNF-a pour les souches guyanaises. D’autre part, on constate que la souche JAG
présente des taux de cytokines un peu plus faibles que pour les autres souches guyanaises,
impliquant la possibilit¢ d’une réaction immunitaire moins importante. Ce cluster fait
intervenir au moins 3 cytokines (I’IFN-y, I’IL-12p40 et IL-15) connues pour orienter la
réponse immunitaire innée vers une activation des lymphocytes T (Thl). Elles sont donc
responsables du contréle de la réplication du parasite. Par contre, on ne retrouve pas
d’activation des cytokines liées au contrdle de la réponse immunitaire comme I’IL-10. L’IP10
est une chemokine qui intervient dans le recrutement des lymphocytes T activés vers le site de
I’inflammation apres activation de la voie Thl et le G-CSF stimule la moelle osseuse pour la
production des granulocytes. Toutes ces cytokines/chemokines sont bien exprimées dans le

seul but de contenir la prolifération du parasite a I’intérieur de I’héte.

Les résultats sont résumés dans le Tableau 14 ci-dessous.

Tableau 14 : Cytokines - chemokines produites
apres infection des souris avec différentes souches de T. gondii.

RH PRU VEG

Souches
guyanaises
X
X

IFN-g
IL12p40
KC
IL-15
TNF-a
IL1b
IP10
IL-6
GCSF
MIP1b
IL-10
IL-5
IL-17
IL12p70
IL-7
IL-2
IP10
IL1b
IL-10

X

XIX| XX
XIX| XX

XXX 2] XK XX XXX XX XX XX X | X

XXX X|  [X
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L’analyse MDS-LDA sous R permet une visualisation sous un format 2D afin de
répartir les souches les unes par rapport aux autres. Lors des premieres 24h, il ne se dégage
pas de profil particulier et les souches restent relativement groupées. A partir de 48h, les
souches RH et PRU se démarquent nettement de I’ensemble des autres souches. Les souches
VEG et JAG sont ‘imbriquées’ signifiant un comportement identique en terme d’activation
des cytokines. Cette tendance semble se confirmer a 96h. RH et PRU se séparent de
I’ensemble des souches guyanaises, alors que VEG et JAG continuent de s’associer. Et a
168h, RH est vraiment tres éloignée des autres groupes, confirmant que cette souche a un
profil immunologique bien particulier. PRU et FAMOO0O1 se rapprochent tandis que VEG et
JAG ont presque fusionnées. Le groupe MEL, AKO et VIT0001 reste étroitement lié.

Vu que la disparité de RH par rapport aux autres souches pourrait apporter un biais
dans I’analyse, notamment & 168h, nous avons effectué une nouvelle analyse en ne prenant
pas en compte le profil de RH (Figure 45). Les profils de MEL, AKO et VIT00O0I restent
associés et groupés. Les profils des autres souches se distinguent les uns des autres avec des
profils bien distincts pour chacune des souches. On releve toutefois la proximité des profils
mais sans aires communes pour PRU et FAMO0O01, JAG et VEG, indiquant une similitude

entre les profils d’activation des cytokines dans I’infestation de ces souches.

Cette analyse immunologique nous permet de mettre en évidence la réponse de
certaines cytokines-chemokines de I’hote face a une infection a T. gondii et donc fournit le
profil immunologique des souches guyanaises, qui jusqu’a ce jour n’avait pas ¢té¢ décrit. Une
infection par la souche RH déclenche une réaction exacerbée du systeme immunitaire de
I’hdte. En effet, en post-infestation, les cytokines comme I’IFN-y ou le G-CSF présentent des
taux majorés d’un facteur 100 ou 1000, a I’'inverse de I’infestation par les autres souches de
référence (PRU et VEG) qui provoquent une augmentation plus modérée des taux (facteur 10

a 100).
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Analyse par MDS-LDA sous R a 168h. sans la souche RH
Analyse a 168h avec 2 souches de référence (PRU et VEG) et les 5 souches guyanaises sélectionnées.

Figure 45
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III. DISCUSSION GLOBALE

La toxoplasmose amazonienne est une illustration véritable du processus infectieux
mettant en exergue le concept du « triangle disease » en rapport avec les relations entre 1’hote,
le pathogéne et I’environnement (Scholthof 2007). En effet, cette parasitose cosmopolite était
jusque-la considérée comme bénigne dans la grande majorité des cas en Europe et en
Amérique du Nord, ou I’essentiel des souches isolées comprenait 3 lignées principales (Type
I, IT et III) (Howe and Sibley 1995). Des études génétiques suggerent qu’il y a environ 1,5
millions d’années, les souches de T. gondii que nous connaissons actuellement, ont évolué a

partir d’une souche commune ancestrale (Bertranpetit et al. 2017; Khan et al. 2007).

La description récente et de plus en plus fréquente (Sepulveda-Arias et al. 2014) de
souches non issues des lignées clonales, considérées comme ‘atypiques’ et impliquées dans
des processus pathologiques (Dubey et al. 2011b; Khan et al. 2011; Pomares et al. 2018) a
réinterrogé sur ’effet souche et l’influence de I’environnement sur les mécanismes
physiopathologiques des pathologies. En effet, la grande diversité génétique des souches
circulant en Amérique du Sud avec la prédominance de souches atypiques semble liée a une
haute pathogénicité¢ notamment chez ’homme (Elbez-Rubinstein et al. 2009; Pomares et al.
2011). En Guyane frangaise, la toxoplasmose amazonienne est I’exemple marquant de cette
particularité clinique tres probablement soutenue par des souches atypiques (Carme et al.
2009, Demar et al. 2012, Blaizot et al. 2018). Et si beaucoup d’études d’expérimentales ont
été effectuées sur les souches clonales (Jensen et al. 2015; Ramaprasad at al. 2015; Sanfelice
et al. 2017; Xu et al. 2018), a ce jour, tres peu d’études ont été réalisées sur les souches
amazoniennes et il paraissait pertinent d’analyser les mécanismes physiopathologiques sous-

tendant cette probable virulence.
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Le but de cette étude était d’analyser des souches de T. gondii humaines et animales,

isolées en Guyane d’un point de vue :

» in vivo : quel est le réel pouvoir pathogene de ces souches dans le modele
murin ?

» génétique : est ce que cette virulence est liée au patrimoine génétique de ces
souches ?

» immunologique : comment réagit 1’hote a une infection par une souche de T.

gondii ‘atypique’ ?

Virulence souris

De facon générale, nous avons privilégié pour la sélection des souches, le critere
clinique avec le gradient de sévérité et le biotope. En effet, la diversité des souches humaines
étant répartie uniformément sur le territoire, nous avons choisi de travailler sur des souches
ayant un intérét clinique certain (Carme et al. 2009, Demar et al. 2012, Blaizot et al. 2018).
Toutes les souches humaines impliquées dans la toxoplasmose amazonienne relevent du
biotope forestier. Nous n’avons que trés peu sélectionné sur le critere géographie des souches,
ce qui peut expliquer un échantillonnage de souches d’aspect trés inhomogéne, sans souches
humaines en provenance de l’intérieur et de 1’est du territoire. Concernant les souches
animales, la récupération de souches de T. gondii a partir de la faune sauvage est difficile sur
le plan de la logistique a mettre en ceuvre et passe nécessairement par 1’inoculation du parasite
encore vivant aux souris a partir de tissus frais et « propres ». Ceci explique la rareté des
souches provenant d’animaux sauvages ou d’endroits d’acces difficiles. Dans ce contexte, il
nous paraissait nécessaire de tester 1’'unique souche de félidé isolée en Guyane (JAG) de
méme qu’une autre souche issue de la faune sauvage (VIT0001). Les 3 autres souches ont été
1solées a partir d’animaux domestiques (chiens) vivant dans un milieu anthropisé : 2 proches
géographiquement mais avec des génotypes «caribéen» différents et une ayant un génotype

«amazonien».

Afin de mieux définir certaines caractéristiques de ces souches, nous les avons
comparée avec des souches de référence étudiées dans diverses études in vivo publiées dans la
littérature (Sibley and Boothroyd 1992; Howe and Sibley 1995; Saraf et al. 2017). Comme
nous 1’avons vu, bien que les résultats de DLgg pour les type II et III divergent, du fait du

calcul mathématique de la détermination de la DLgg. Cependant, 1’expérimentation animale a
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conforté les résultats connus de la littérature quant a la différence et catégorisation de la
virulence des souches de référence chez la souris notamment la virulence bien caractérisée de
RH (type I). Ils ont également montré que les souches amazoniennes présentent une virulence

comparable a la souche RH.

L’analyse par PCR temps réel du coeur des souris infectées a montré une quantité
importante de tachyzoites lors de la mort notamment aves la souche RH et les souches
guyanaises. De méme qu’une multiplication moindre comme dans les souches de type II et I1I
engendre moins de mortalité chez les souris infectées. L’analyse sur la quantification
tissulaire des tachyzoites montre que la vitesse de multiplication des souches virulentes parait

corrélée a la virulence observée chez la souris (Mordue et al. 2001).

Le score de virulence calculé nous a permis de mieux caractériser la virulence des
souches et de les classer par rapport aux souches de référence, les unes par rapport aux autres
et également par rapport a leur profil génétique. Les souches guyanaises ont un score
relativement haut en comparaison des souches de référence. Pour les souches humaines, nous
n’avons malheureusement pas pu démontrer une corrélation entre ce score et le degré de
gravité du tableau clinique, vu que la souche impliquée dans le déces du patient présentait un
des scores de virulence le plus bas. Cette hypothese de corrélation entre le score de virulence
et le degré de gravité de la maladie mériterait d’étre validée dans des études expérimentales
ultérieures sur un plus grand nombre de souches, ce qui permettrait de valider un outil
d’évaluation de la virulence de T. gondii dans le modele souris. Pour les souches animales, le
score de virulence est variable en fonction de 1’hote mais reste relativement élevé par rapport
a PRU ou VEG, ce qui suggere une certaine virulence des souches. La corrélation entre de
telles souches et les présentations cliniques chez un patient contaminé n’a pas pu se faire vu

qu’aucune souche de ce type n’a encore été isolée.

De facon générale, beaucoup d’essais expérimentaux étayant des hypothéses sur la
virulence toxoplasmique ont ét€é menés, basés sur des comparaisons générales entre
différentes souches génotypiques, y compris les souches de référence clonales (Dubey et al.
2013; Zhang et al. 2016; Vilares et al. 2017) D’autres études ont abordé¢ 1’approche virulence
expérimentale de T. gondii sous différents angles spécifiques comme i) I’étude de la
corrélation entre la présentation clinique et les marqueurs biologiques de toxoplasmose aigiie,
chronique ou secondaire impliquant les souches européennes ou américaines (Jensen et al.

2015) ou i1) la mise en évidence des mécanismes physiopathologiques de base de T. gondii en
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utilisant des souris transgéniques (Seng et at al. 2000; Dubey et al. 2012b ) ou d’autres
technologies avancées, comme 1’imagerie par bioluminescence (Saeij et al. 2005; Avci et al.

2018).

Récemment, Pooja Saraf et al. (Saraf et al. 2017) ont proposé une méthodologie
normalisée pour les études futures afin de permettre une analyse plus efficace et efficiente des
modeles de génétique et de virulence pour T. gondii. Jusque 1a, trés peu d’études avaient
focalisé sur le modele virulence souris et ce travail expérimental, relativement innovant et

original rentre dans ce cadre.
Séquencage et analyse transcriptomique

Le séquencage des microsatellites a confirmé une grande diversité génétique des
souches de Guyane, alors méme pour des souches présentant une forte proximité
géographique (FAMO0O1 et FAMO0002). Cette biodiversité génétique est décrite depuis
plusieurs années et a redonné un intérét certain a la toxoplasmose (Al-Kappany et al. 2010;
Markovic et al. 2014; Pomares et al. 2018; Wang et al. 2013a). Elle a été, en effet, un des
indicateurs de critéres de virulence vu qu’elle a été associée a des formes cliniques
particulieres et séveres (Demar et al. 2012; Pott and Castelo 2013; Blaizot et al. 2018). Le
séquencage des genes liés a la virulence a également montré une certaine divergence au
niveau de I’homologie chez certain de ces génes, notamment pour ROP18 qui a souvent été
décrit comme le gene responsable de la virulence chez T. gondii (Behnke et al. 2015). Le
remplacement de ce géne provenant d’une souche de forte virulente et transposé au génome
d’une souche de virulence faible confirmait son positionnement en tant que géne responsable,
la souche modifiée devenant beaucoup plus virulente (Behnke et al. 2015). Toutefois, dans
notre étude, pour les souches comme FAMOOO1 et FAM00OO2 dont la virulence chez le
modele murin était plus proche de RH, les genes de ROP18 étaient identiques a ceux de la
souche VEG, de faible virulence. Il en est de méme pour le gene ROP16 (Butcher et al. 2011)
qui a une forte divergence chez PRU et JAG par rapport a RH. Cependant, la virulence de la
souche JAG dans le modele murin s’est révélée beaucoup plus importante que la souche PRU.
Ces données laissent penser que d’autres facteurs que ceux connus et identifiés dans la

littérature interviendraient dans la virulence des souches isolées de Guyane.

L’arbre phylogénétique a permis d’évoquer la présence d’un éventuel ancétre
commun entre les souches de Guyane et la RH mais aussi de clustériser certaines souches au

regard du critere d’homologies génétiques telles que les souches JAG et PRU, FAMO0001 /
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FAMO0002 et VEG. Ces homologies issues du séquencage de 13 microsatellites ainsi que de 8
genes de virulence montrent bien que la variabilité et diversité génétique peut jouer sur un
ensemble de geénes. Au cours de 1’évolution, malgré le fait que ces souches aient un ancétre
commun, on note, pour certaines souches, I’atténuation voire la perte du pouvoir pathogene.
Un pouvoir pathogéne moins important pour I’hdte qui engendre donc moins de mortalité
peut étre une évolution pour T. gondii afin de faire émerger une souche capable d’infecter son
hote intermédiaire (rongeurs, oiseaux, ...) sans le tuer (Miiller and Howard. 2016). Il y a une
plus grande possibilité que cet hote intermédiaire rencontre un hote définitif (félidés) loin de
son lieu de contamination permettant ainsi une plus grande dissémination du parasite et
entrainant une expansion clonale de T. gondii (Ajzenberg et al. 2004). Toutefois, une analyse
phylogénétique sur un plus grand nombre de souches permettrait une vision plus

représentative de la diversité génétique de T. gondii.

L’¢tude de D’expression des genes a révélé que certains genes n’étaient pas
surexprimés par les souches de référence PRU et VEG. C’est notamment le cas pour le gene
ROP18 qui, bien que présentant des divergences génétiques, est surexprimé chez les souches
guyanaises ainsi que dans la souche RH. Ce résultat conforte le positionnement de ROP18
comme un des marqueurs de virulence de T. gondii (Behnke et al. 2015; Yamamoto et al.
2011). Cette étude a également montré lors de I’analyse des ARNm que I’expression de ces
ARNm était plus précoce lors de I’infection de fibroblastes pour la majorité des souches
guyanaises ainsi que pour la souche RH. Cette expression des ARNm chez les 3 souches
animales (FAMO0001, FAMO0002 et JAG) est plus tardive comme pour les souches PRU et
VEG.

L’analyse transcriptionnelle a montré que ces ARNm ne sont pas exprimés de la
méme facon. Ainsi, des genes comme NTPase I et II (Olias and Sibley 2016; Luo et al. 2017),
de la cyclophiline (Ibrahim et al. 2010; Ibrahim et al. 2015) ou de ROP5 (Etheridge et al.
2014; Reese et al. 2014) sont plus fortement exprimés dans la souche RH et les souches
guyanaises par rapport aux 2 autres souches de référence. Ces genes interviennent dans la
virulence des souches au stade d’invasion des cellules hétes, de dissémination du parasite ou
formation de complexe maximisant I’efficacité de certaines kinases (ROP5-ROP18) (Behnke
et al. 2015). Un typage épigénétique plus complet pourrait apporter plus de réponses sur les

mécanismes de régulation des genes.

161



Pour cette partie de 1’étude, il s’agit de résultats préliminaires qui mériteraient d’étre

approfondis par des biostatisticiens afin de valider I’exploitation de cette carte puce a ADN.
Analyse immunologique

Le dernier point a été une analyse de la réponse immunitaire dans le modele murin.
Jusqu’a ce jour, aucune n’étude n’a exploré le profil immunologique des souches guyanaises
et ne les a comparées aux profils immunologiques connus pour les souches dites de référence
I, II, III (Filisetti and Candolfi 2004; Cai and Shen 2017; Zhen et al. 2017). Nous avons pour
des raisons de colt sélectionné les souches a étudier en complément des souches de référence.
Nous avons souhaité travailler avec des souches humaines (score de virulence élevé AKO et
MEL) et des souches animales avec la souche d’hote définitif (JAG), une souche avec un
score de virulence élevé (VIT0001) et une souche avec un score de virulence intermédiaire
(FAMOOOT). 1l conviendra de conforter les résultats obtenus avec un plus grand nombre de
souches tant humaines qu’animales. Les résultats obtenus quant au comportement des souches
vis-a-vis des souches de référence ne sont pas corrélées avec les autres parties de I’étude
(virulence sur modele souris, séquencage et expression de gene de virulence). On note
toutefois que les profils immunologiques des souches guyanaises restent atypiques au regard
des profils déja décrits dans la littérature pour les souches de référence (Filisetti and Candolfi
2004; Cai and Shen 2017; Zhen et al. 2017). De plus, si sur I’aspect comportement au niveau
de la souris, séquencage des microsatellites et genes de virulence, ces souches sont plutot
proches de RH, il n’en n’est rien pour le profil immunologique qu’elles induisent qui
semblent plus similaires au profil de type PRU. Bien que nous n’ayons pu effectuer cette
recherche sur I’ensemble des souches, les résultats que nous avons obtenus sont assez
comparables pour les souches que nous avons testées. Des travaux complémentaires sur
d’autres souches pourront étayer ces premiers résultats. Les dosages de ces cytokines —
chemokines nous ont permis de constater que la souche RH provoquait, chez la souris, une
augmentation importante de certaines de ces cytokines — chemokines comme I’IFN-g ou le
TNF-a (Mordue et al. 2001; Igbal et al. 2016), bien qu’elle soit plus modéré pour les souches
de type II (Mordue et al. 2001) et I1I ainsi que pour les souches guyanaises.

L’analyse des heatmaps nous montrent que la souche RH présente un profil
particulier avec une tres forte réponse immunitaire et la constitution de 2 clusters distincts.
Bien qu’il n’existe pas de données sur I’ensemble de des cytokines que nous avons testées, on

retrouve toutefois des données sur la production de certaines cytokines comme I’IFN-y, IL-12,
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TNF-a, IL-1B et IL-10 dans le modele murin (Mordue et al. 2001; Nguyen et al. 2003; Saeij
et al. 2005) qui confortent nos résultats. Les souches guyanaises n’induisent qu’un seul cluster
‘consensus’ qui est également retrouvé pour les 2 souches de référence mais avec un taux plus
faible. Les cytokines IL-12p40, I’'IL-15 et I’'IFN-y interviennent dans la réponse immunitaire
de type Thl. Cependant, on ne retrouve pas de production élevée d’IL-10. Cette interleukine
est liée au contrdle de la réponse immunitaire de 1’hote mais aussi dans la production des
lymphocytes B, responsable de la production d’anticorps. En effet, les dosages d’IgG et
d’IgM effectués au niveau du laboratoire du Centre Hospitalier de Cayenne ont montré que
dans les sérums des patients contaminés par une souche atypique, le seuil sérologique en IgG
et IgM est plus élevé que pour des patients contaminés avec une autre souche. Il y a donc 2
hypotheses, soit une autre voie de production de ces anticorps est activée, soit le modele

murin a ses limites en ce qui concerne la transposition chez I’humain (Niedelman et al. 2012).

Enfin 1’analyse MDS-LDA nous a confirmé le caractére ‘exclusif’ de la souche RH
qui se démarque des autres souches tant en terme de production qu’en terme de nombre de
cytokines activés. Une nouvelle analyse sans la souche RH permet de visualiser les profils
immunologiques plus précis. Ainsi, le regroupement de MEL, AKO et VITO0O1 conforte les
résultats obtenus par rapport a la phylogénie et au score de virulence. On retrouve beaucoup
de similitude entre ces souches en terme virulence, bien qu’elles n’ont pas été isolées de la
méme espece (humain vs. grison) et n’ont pas le méme génotype (Amazonien vs Caribéen

intermédiaire).

Ce qui plus curieux, c’est 1’¢loignement de la souche JAG par rapport a MEL et
AKO qui ont le méme génotype (Amazonien). Bien que le cluster d’activation de cytokines
soit le méme, le taux de production est globalement plus faible que les autres souches. Cette
éloignement se ressent également en phylogénie ou la souche JAG a le méme embranchement
que la souche PRU. La souche JAG a également le score de virulence le plus faible de toutes
les souches testées et la quantification par PCR temps réel sur les cceurs de souris donne des
valeurs équivalentes a la souche PRU. La souche JAG a bien un comportement de souche
virulente et est issue d’un biotope sauvage, cependant au niveau phylogénie et réponse
immunitaire, elle serait plus proche d’un type II. Quels sont les mécanismes qui pourraient
expliquer cette différence ? Y a-t-il eu une évolution particuliere de cette souche ou y a-t-il eu
une recombinaison avec une autre souche moins virulente ? Ce sont des questions auxquelles
nous ne pouvons répondre mais qui méritent d’étre explorer plus en profondeur par I’étude du

génome (NGS) ou de I’expression de gene (RNA-seq). Il existe un lien entre la génétique et la
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réponse immunitaire car si les protéines issues des genes qui vont induire la réaction
immunitaire sont mutées, leur pouvoir de réagir avec d’autres protéines peut étre altéré, ce qui
aura pour conséquence de diminuer I’activation de certaines voies, pouvant entrainant la

diminution de la réponse immunitaire.

Pour plus de clarté dans la compréhension du document, une synthese des résultats

les plus significatifs a été compilée dans le tableau suivant (Tableau 15).
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En conclusion, au décours de cette étude expérimentale, I’hypothése d’une virulence
particuliere des souches isolées en Guyane francaise semblent étre confortées notamment une
virulence des souches atypiques circulant plus proche de la celle rapportée pour la souche RH
que du celle du type II treés fréquemment isolées en Amérique du Nord et Europe (Howe and
Sibley 1995). Bien que le modele murin soit assez éloigné du modele humain (Niedelman et
al. 2012), il nous fournit de précieux renseignements sur le comportement de ces souches chez
son hote et nous autorise a évoquer la corrélation entre le génotype des souches, la
présentation clinique et le biotope environnemental en accord avec le « triangle disease »
(Scholthof 2007). Une multiplication et une dissémination rapide a travers 1’organisme de
I’hote semble étre une des clés de la virulence de ces souches. Cet aspect mérite de poursuivre

les expérimentations pour préciser les mécanismes impliqués.

Au niveau génétique, ces souches ont une grande variabilité, que ce soit au niveau de
microsatellites ou au niveau de genes codant. Certaines souches sont issues d’une lignée ayant
un ancétre commun avec la souche RH, tandis que d’autres ont un ancétre commun avec les
souches de virulence plus faible PRU et VEG. Le geéne ROPI8 est particulicrement
intéressant car il est décrit comme un des principaux responsables de la virulence. Cependant,
ce qui est curieux, c’est d’avoir un gene codant pour ROP18 qui soit ‘originel’ (RH) et un
autre qui soit fortement muté (FAMO0001-FAMO0002) et que malgré ce gene muté, ces souches
conservent une virulence élevée. De plus, la quantité produite de ce ROP18 muté lors de
I’infection est beaucoup plus faible que pour la forme présente dans RH. Il s’avére que
I’analyse transcriptionnelle a révélé d’autres genes susceptibles d’étre a 1’origine de la
virulence des souches guyanaises tels que la NTPase I et II, la cyclophiline ou ROPS qui sont
plus fortement exprimés que dans les souches de référence PRU et VEG. Ces données doivent

étre confortées par d’autres études protéomiques, mais aussi in vivo.

La réponse immunitaire de 1’hdte face a 1’infection par les souches guyanaises est de
type activation de la voie Thl. Cependant, au regard de la souche RH, d’autres mécanismes
peuvent étre évoqué dans le processus de virulence car cette réponse ne semble pas

correspondre au comportement in vivo sur la souris

Toutes ces données tendent a prouver que la virulence de ces souches ne repose pas
sur un seul facteur mais que cela soit un ensemble de plusieurs facteurs combinés (génétiques,
immunologique, environnementaux) qui permet a ces souches d’avoir un tel pouvoir

pathogene.
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IV. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Au décours de cette étude, les souches guyanaises impliquées dans la toxoplasmose
en Guyane francaise sont un peu mieux connues sur le plan du comportement in vivo chez la
souris ainsi que sur leurs profils immunitaires. Si ces souches semblent relativement proches
de la souche RH en termes de virulence souris, séquencage des génes microsatellites et genes
connus de résistance (ROP, MIC), un trées grand nombre de questions persistent toutefois
notamment sur les mécanismes immunologiques qui sous-tendent cette virulence. En effet, il
semble que leur profil est plus proche de la souche avirulente PRU avec toutefois des seuils

plus élevés de production de cytokines.

Selon Minot (Minot et al., 2012), la virulence de T. gondii semble dépendre de
facteurs li€s a 1’interaction parasite-cellule-hote et dans la réponse immunitaire de 1’hote. 11
semble que les variations génétiques entre les souches déterminent les différences de
virulence, la modulation des voies de signalisation de I’hote, la multiplication et la
dissémination parasitaire, ainsi que la sévérit€é de la maladie chez la souris et tres
probablement chez I’homme. Ce sont ces différents éléments et différentes approches que

nous avons voulu aborder dans ce document.

Au vu des résultats qui restent préliminaires pour un certain nombre d’entre eux, il
conviendra de conforter les données acquises lors de cette these en utilisant plus de souches a

la fois humaines et animales, réparties de facon homogene sur le territoire guyanais.

Le score de virulence, outil plus précis pour la description de la virulence souris,
semble bien corrélé au tableau clinique décrit lors d’infections par les souches humaines. Il
doit étre validé tant par les données cliniques humaines mais par le modele murin. Concernant
la virulence in vivo, des études similaires a celle réalisée dans cette these pourront étre
réalisée en utilisant un nombre plus restreint de souris (groupe de 5 au lieu de 10 souris) afin
d’augmenter le nombre de souches a tester. Il faudrait alors en tenir compte lors du calcul car
en réduisant le nombre de souris, on risque de diminuer la précision du score. Le classement
des souches seraient alors plus délicat De méme, au niveau de la phylogénie des souches et
afin de définir les origines des souches, les divergences doivent étre réalisées sur un plus
grand nombre de souches, représentatives de la diversité des souches guyanaises. Malgré des

divergences génétiques parfois importantes sur certains genes, une certaine virulence de ces
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souches demeure. Une étude plus approfondie sur I’ensemble du génome (NGS, RNA-seq) de
ces souches de T. gondii pourrait apporter des réponses sur les différences génétiques des

souches atypiques versus les souches moins virulentes.

D’autre part, ’analyse des cytokines-chemokines pourra étre réalisée chez des
patients ou chez des animaux infectés afin de vérifier la présence de ce cluster ‘consensus’
que I’on retrouve dans le modéle murin. L hypothése de mécanismes différents que ceux
décrits dans I’infection par les souches classiques doit étre confortée. Une analyse
transcriptomique des cytokines a différents temps de 1’infection pourra compléter cette étude
et explorer les différents mécanismes qui sous-tendent la virulence des souches. Une autre
piste d’étude est de pouvoir isoler le mécanisme qui permet la production des IgG et des IgM
dont les taux détectés chez des patients infectés par des souches guyanaises sont tres

supérieurs aux taux détectés chez des patients infectés par des souches non virulentes.

Au total, cette these loin d’étre une fin en soi est un recueil de données préliminaires
qui contribuerait a fournir des pistes de recherche tant sur le modele murin des souches
guyanaises et leur virulence in vitro, que sur leurs origines et leur positionnement par rapport

aux souches de référence et leur profil immunologique.

Plusieurs de ces données pourront étre complétés par des études plus poussées,
utilisant un plus grand nombre de souches humaines et animales, évoluant en milieu forestier

et anthropisé et représentatives de la diversité génétique des souches guyanaises.
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VL. 1. Annexe 1 : Fiche technique des cellules HFF-1, ATCC® : SCRC-

1041TM

ATCC

Product Sheet
HFF-1 (ATCC® SCRC-1041™)

Please read this FIRST

Liquid nitrogen
vapor phase

Intended Use

This product is intended for research use only. It is not
intended for any animal or human therapeutic or
diagnostic use.

Complete Growth Medium

The base medium for this cell line is ATCC-formulated
Dulbecco's Modified Eagle's Medium, Catalog No. 30-

2002. To make the complete growth medium, add the
following components to the base medium

o fetal bovine serum to a final concentration of 15%

This medium is formulated for use with a 5% CO2 in air
atmosphere. (Standard DMEM formulations contain 3.7
g/L sodium bicarbonate and a 10% CQOZ2 in air
atmosphere is then recommended).

Citation of Strain

If use of this culture results in a scientific publication, it
should be cited in that manuscript in the following
manner: HFF-1 (ATCC® SCRC-1041™)

American Type Culture Collection
PO Box 1549
Manassas, VA 20108 USA

www.atee.org
800.638.6597 or 703,365.2700

Fax: 703.365.2750
Email: Tech@alcc.org

Or contact your local distributor

Page 1 of 3

e Description

Organism: Homo sapiens, human
Tissue:

Skin; foreskin

Disease: Normal

Cell Type: Fibroblast

Age: Newborn

Gender: male

Morphology: fibroblast

Growth Properties: Adherent

e Batch-Specific Information

Refer to the Certificate of Analysis for batch-specific test results.

A SAFETY PRECAUTION

ATCC highly recommends that protective gloves and clothing always be used and a full face mask always be
worn when handling frozen vials. It is important to note that some vials leak when submersed in liquid nitrogen
and will slowly fill with liquid nitrogen. Upon thawing, the conversion of the liguid nitrogen back to its gas
phase may result in the vessel exploding or blowing off its cap with dangerous force creating flying debris

‘; Unpacking & Storage Instructions

1. Check all containers for leakage or breakage.
2. Remove the frozen cells from the dry ice packaging and immediately place the cells at a temperature
below -130°C, preferably in liquid nitrogen vapor, until ready for use:

i; Handling Procedure for Frozen Cells

Itis not necessary to coat flasks with gelatin prier to plating cells, if tissue culture quality flasks are used. To
insure the highest level of viability, be sure to warm media to 37°C before using it on the cells. Cells should be
plated at a minimum cell density of 0.8X10* cells/cm?.

. Thaw the vial by gentle agitation in a 37°C water bath. To reduce the possibility of contamination, keep

the O-ring and cap out of the water.

Remove the vial from the water bath as soon as the contents are half way thawed (approximately 90

seconds), and decontaminate by dipping in or spraying with 70% ethanol. All of the operations from

this point on should be carried out under strict aseptic conditions.

. Transfer the vial's contents plus 5 mL of complete growth medium to a 15 mL centrifuge tube. Use an
additional 1 mL of media to rinse the vial and transfer the liuid to the 15 mL tube. Add 4 mL of
complete growth media to bring the total volume to 10 mL.

4. Gently mix and pellet the cells by centrifugation @ 270 xg for 5 minutes.

. Discard the supernatant and resuspend the cells with 10 mL fresh growth medium (warm) and plate
the cells at seed density of 0.8 X10*“ells/cm?

. Add moare fresh growth medium (warm) to obtain the total volume recommended for the flask

. Incubate 37°C in a 5%C0Q, in air atmosphere.

Fluid change twice a week or when pH decreases. It is important to avoid excessive alkalinity of the medium

during recovery of the cells. It is suggested that, prior to the addition of the vial contents, the culture vessel

containing the growth medium be placed into the incubator for at least 15 minutes to allow the medium to

reach its normal pH (7.0 to 7.6)

N

w

(<]

~ >

§ Subculturing Procedure

Procedure:
To insure the highest level of viability, be sure to warm media and Trypsin/ EDTA to 37°C before using it on the
cells.

Cells should be split when they reach confluency. A split ratio of 1:5 to 1.7 is recemmended. Volumes used in
this protocol are for 225 cm? (T225): proportionally reduce or increase amount of dissociation medium for
culture flasks of other sizes,
1. Remove and discard culture medium.
2. Briefly rinse the cell layer with 1X PBS (SCRR-2201) solution to remave all traces of serum, which
contain trypsin inhibitor.
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3. Add 5 mL of Trypsin-EDTA (0.25% (whv) Trypsin-0.53 mM EDTA solution, ATCC# 30-2101) solution to
flask and incubate for 1 minute, gently tapping the flask observe cells under an inverted microscope
until cells detach (usually within 1 to 2 minutes).

4, Add 6.0 to 8.0 mL of complete growth medium and rinse surface of the flask to detach all cells. Gently

pipetting up and down will break cell clumps

. Transfer all cells into a centrifuge bottle or tube and centrifuge at 270 xg for 5 minutes.

6. Remove and discard the supernatant

. Add 10 mL complete growth medium to cell pellet and with 10 mL pipette resuspend the cells gently

(create a single-cell suspension).

. Add more complete growth medium to cell suspension as needed to plate cells at approximately

5x108/T225 flask.

. Place flasks in incubator @ 37°C with a 5% COj, in air atmosphere.

o

~

o

Flask/Plate  Growth 1xPBS Trypsin/EDTA Equalvol. Growth
S Area mL mL Complete Medium
Liquid nitrogen 5 ik} il szvth (mL)
vapor phase (em?) Medium
{mt)
T225 225 10+ 6+ 0.2 6+0.2 30
0.2
75 75 5+ 3+£0.1 3+£0.1 12
Intended Use 0.1
This product is intended for research use only. Itis not T25 25 I+ 1.5+ 0.1 1.5+0.1 [
intended for any animal or human therapeutic or 0.1
diagnostic use. :
Complete Growth Medium 6 well 9.5 1+ 1£0.1 1+041 3
0.1
The base medium for this cell line is ATCC-formulated

Dulbecca's Modified Eagle’'s Medium, Catalog No. 30-
2002. To make the complete growth medium, add the
following components to the base medium:

o fetal bovine serum to a final concentration of 15%

This medium is formulated for use with a 5% CO2 in air
atmosphere. (Standard DMEM formulations contain 3.7
g/L sodium bicarbonate and a 10% CO2 in air
atmosphere is then recommended).

Citation of Strain

If use of this culture results in a scientific publication, it
should be cited in that manuscript in the following
manner HFF-1 (ATCC® SCRC-1041™)

American Type Culturs Collection
PO Box 1549
Manassas, VA 20108 USA

www.atee.org
800.638.6597 or 703.365.2700

Fax 703.365.2750
Email: Tech@atec.org

Or contact your local distributor

Page 2 of 3

Note: For more information on enzymatic dissociation and subculturing of cell lines consult Chapter 13 in
Culture of Animal Cells, a manual of Basic Technigue by R. lan Freshney, 5th edition, published by Alan R.
Liss, N.Y., 1984.

Subcultivation Ratio: A subcultivation ratio of 1:5 to 1:7 is recommended

Medium Renewal: Twice a week or as pH decreases

* Cryopreservation Medium

Complete growth medium supplemented with an additional 40% FBS and 10% (v/Av) DMSO
Cell culture tested DMSQ is available as ATCC Catalog No. 4-X.

o Comments

The growth of these cells should be arrested before being used as a feeder layer, ATCC has successfully
irradiated (SCRC-1041.1) and treated the cells with Mitomycin C (SCRC-1041.2) for use as a feeder layer. If
the HFFs are being used as a feeder layer for ES cells, it is not recommended fo use them past passage no.
50 (PS0). It is recommended that the feeder cells be plated 24 hours before use at 5X10*cells/em? in order to
obtain a supportive monolayer for stem cell growth

E References

References and other information relating to this product are available online at www.atcc.org.

@ Biosafety Level: 1

Appropriate safety procedures should always be used with this material. Laboratory safety is discussed in
the current publication of the Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratoties from the U.S.
Department of Health and Human Services Centers for Disease Control and Prevention and National Institutes
for Health.

ATCC Warranty
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Product Sheet
HFF-1 (ATCC® SCRC-1041™)

Please read this FIRST

Liquid nitrogen
vapor phase

Intended Use

This product is intended for research use only. It is not
intended for any animal or human therapeutic or
diagnostic use.

Complete Growth Medium

The base medium for this cell line is ATCC-formulated
Dulbecco's Modified Eagle's Medium, Catalog No. 30-

2002. To make the complete growth medium, add the
following components to the base medium:

» fetal bovine serum to a final concentration of 15%

This medium is formulated for use with a 5% CO2 in air
atmosphere. (Standard DMEM formulations contain 3.7
g/L sodium bicarbonate and a 10% CO2 in air
atmosphere is then recommended).

Citation of Strain

If use of this culture results in a scientific publication, it
should be cited in that manuscript in the following
manner. HFF-1 (ATCC® SCRC-1041™)

American Type Culture Collection
PO Box 1549

Manassas, VA 20108 USA

www. alce. or!

B00.638.6597 or 703.265.2700

Fax: 703.365.2750
Email. Tech@atce org

Or contact your local distributor

Page 3 of 3

The viability of ATCC® products is warranted for 30 days from the date of shipment, and is valid only if the
product is stored and cultured according to the information included on this product information sheet. ATCC
lists the media formulation that has been found to be effective for this strain. While other, unspecified media
may also produce satisfactory results, a change in media or the absence of an additive from the ATCC
recommended media may affect recovery, growth and/or function of this strain. If an alternative medium
formulation is used, the ATCC warranty for viability is no longer valid.

Disclaimers

This product is intended for laboratory research purposes only. It is not intended for use in humans.

While ATCC uses reasonable efforts to include accurate and up-to-date information on this product sheet,
ATCC makes no warranties or representations as to its accuracy. Citations from scientific literature and
patents are provided for informational purposes only. ATCC does not warrant that such information has been
confirmed to be accurate

This product is sent with the condition that you are responsible for its safe storage, handling, and use, ATCC
is not liable for any damages or injuries arising from receipt andfor use of this product. While reascnable effort
is made to insure authenticity and reliability of strains on deposit, ATCC is not liable for damages arising from
the misidentification or misrepresentation of cultures.

Please see the enclosed Material Transfer Agreement (MTA) for further details regarding the use of this
product. The MTA is also available on our Web site at www atcc.org

Additicnal information on this culture is available on the ATCC web site at www.atcc.org.
® ATCC 2013, All rights reserved. ATCC is a registered trademark of the American Type Culture Collection, [05/08]
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VI 2. Annexe 2 : Fiche technique des souris Swiss CD-1°

POIDS EN GRAMMES

Souris CD-1® IGS
[ FEmEuE |

- t
'%3 CODE DE LA SOUCHE : 022
o T
50 T T T T T Poids en grammes Age en jours® Prix Age en jours® Prix
O AL I IO Ern Jusqu'a 12 Jusqu'a 21 495 Jusqu'a 22 495
| | 13-156 22-23 535 2325 5.35
# | 16-18 2437 555 26-30 555
| 1921 28-31 5.70 3137 5.70
|
30 .y 2324 32-38 5.85 3848 5.85
25 et plus Prix sur demande Prie sur demande
Anciens reproducteurs = 5435 = 5.35
20 Animaux E!‘une meme porice = 665 = 665
de 21 jours seulement
Souris allaitante avec portée - - - 65.10
10 Femelle gestants précicés - - - 35.50
Femelle gestante non précicée - - - 24.70
*Age estimé
Q

3 8 7 B LLIE - Nomenclature Cri:CO1{ICR} Origine Le groupe d'origine de souris Swiss qui a servi de progeniteurs a cette

AGE EN SEMAINES souche consistait en deux males et sept femelles albinos derives a partir d'un stock non consanguin dans fe
Iaboratoire du Dr de Coulon, Centre Anticancereux Romand, Lausanne, Suisse. Ces animaux furent importes aux
MALE FEMELLE Etats-Uniz par le Dr Clara Lynch du Rockefeller Institute en 1926. La souche Hawschka Ha/ICR fut commencée en

1948 a l'lnstitute for Cancer Research (ICR) a Philadelphia a partir de souns « Swiss » d'origine Rockefeller. Au
Dr Edward Mirand du Rosweli Park Memorial Institute od ces souris furent appelées HaM/ICR. A Charles River en
1959, Couleur de poils Blanc (Albings). Application en recherche Modgle général polyvalent, tests d'efficacite et
d'innocuité, viedlissement, modale de chirurgie, pseudogestationy
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d’apres (Ajzenberg et al. 2010)

VI. 3. Annexe 3 : Amorces pour ’amplification des microsatellites

(F) 5 GTCCGGGTGTTCCTACAAAA 3’
TuB? (R) 5’ TTGGCCAAAGACGAAGTTGT 3’
(F) 5 GGTTCACTGGATCTTCTCCAA 3’
W (R) 5 AATGAACGTCGCTTGTTTCC 3’
(F) 5 GGCGTCGACATGAGTTTCTC 3’
g TeM-A (R) 5 TGGGCATGTAAATGTAGAGATG 3’
]
£ (F) 5 TGGTCTTCACCCTTTCATCC 3’
p BIS (R) 5> AGGGATAAGTTTCTTCACAACGA 3’
% . (F) 5> AACAGACACCCGATGCCTAC 3’
g (R) 5 GGCAACAGGAGGTAGAGGAG 3’
= (F) 5" TACGCTTCGCATTGTACCAG 3’
M3 (R) 5’ TCTTTCTCCCCTTCGCTCT 3°
(F) 5 GAAGTTCGGCCTGTTCCTC 3’
Vi (R) 5’ TCTGCCTGGAAAAGGAAAGA 3’
(F) 5 GCGTGTGACGAGTTCTGAAAA 3’
A (R) 5" AAGTCCCCTGAAAAGCCAAT 3’
] (F) 5° AACATGTCGCGTAAGATTCG 3’
g M (R) 5 CTCTTCACTGAGCGCCTTTC 3’
%‘J - (F) 5 GAATCGTCGAGGTGCTATCC 3’
£ (R) 5 AACGGTTGACCTGTGGCGAGT 3’
2 . (F) 5 TGCGTGCTTGTCAGAGTTC 3’
g (R) 5 GCGTCCTTGACATGCACAT 3’
“2 M (F) 5° GATGTCCGGTCAATTTTGCT 3’
g (R) 5 GACGGGAAGGACAGAAACAC 3’
£ (F) 5 ATGGGTGAACAGCGTAGACA 3’
S N8 (R) 5" GCAGGACGAAGAGGATGAGA 3’
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VL. 4. Annexe 4 : Amorces pour ’amplification des génes de virulence

ROP16 (GenBank : GC249096)

(F) 5>-ATGAAAGTGACCACGAAAGGGC-3’

(R) 5’-CTACATCCGATGTGAAGAAAGTTCGTA-3

ROP18 (GenBank : JX045334)

(F) 5’>-ATGTTTTCGGTACAGCGGCCA-3’

(R) S’-TTATTCTGTGTGGAGATGTTCCTGCTG-3’

ROP38 (GenBank : XM_002366710)

(F) 5’-ATGAAAAATACTCTGTTGTCACCTGTTG-3’

(R) 5’-TCAAAATTGATGCGTTCTTATCCG-3’

GRAI1 (GenBank : XM_002365660)

(F) 5’-CACTTGCTGTTGTTCTTTGAAGAAAT-3’

(R) 5’>-AAGTAACATGGGGTACGATCACAA-3’

GRA3 (GenBank : AF414079)

(F) 5’>-AGTGAGGATCCTCTGCAAATCTTG-3’

(R) 5>-ACCACGGGTGTCGCTTGA-3’

SAGI1 (GenBank : JX045395)

(F) 5’-ATGTTTCCGAAGGCAGTGAGAC-3’

(R) 5>-TCACGCGACACAAGCTGC-3’

SAG3 (GenBank : L21720)

(F) 5>-CGAGACTTCACGAGGGAGCTT-3’

(R) 5>-TGTTAGACAAGACATTTAGGCAGCC-3’

MIC1 (GenBank : XM_002368490)

(F) 5°-ATGGGCCAGGCGTTGTTT-3’

(R) 5>-TCAAGCAGAGACGGCCGTAG-¥’
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VL. 5. Annexe 5 : Amorces et sondes pour la détection de ’expression de géne

Actine Mouse (Applied
Biosystems, ref : 4352933E)

(F) 5’-ACATCAAGGAGAAGCTTTGCTACA-3’

(R) 5’-CTCAGCCGCCTTCATTTCC-3°

(P) 5’>-FAM-CGCCCTCGACTTC-MGB-NFQ-3°

GAPDH Mouse (Applied
Biosystems, ref : 4352339E)

(F) 5’-TGGCCGACTCGTCTTTCG-3’

(R) 5>-TGGGTGACCGCGACATC-3’

(P) 5°’-VIC-ATCGCCATGAGCAGAC-MGB-NFQ-3’

ROP16 (Butcher et al. 2011)

(F) 5>-AGGGGCAACCTTCTCAATCCA-3’

(R) 5’>-CCACCCAGCACCGAGACCTA-3’

(P) 5’>-FAM-ACTACAACCTGAACAAGCGGCGGCT-BHQ

ROP18 (Lei et al. 2014)

(F) 5’-CGGCCGACGGCATCT-3’

(R) 5’>-ACCAGCTCAGGCGTGGAA ¥’

(P) 5’-FAM-TTACACTTCGCAGATTGT-MGB-NFQ-3’

ROP38 (Peixoto et al. 2010)

(F) 5’-CCCGAGGAGCAGACTGTCA ¥

(R) 5’-GCGGCTTGCCTCTGAATG 3’

(P) 5’-FAM-CCTGCTTCAGGTAGCT-MGB-NFQ 3’

GRA1 (Carruthers and Sibley
1997)

(F) 5’-TCGAGCGCCGTCTCAGA 3°

(R) 5’-CCTGTCCCTCCACTCAGCAA ¥’

(P) 5’-FAM CGGGCGTCTCTCT-MGB-NFQ 3’

GRA3 (Craver and Knoll 2007)

(F) 5°-GCTCCTGGACGCAATCGAT 3’

(R) 5>-TCCCTCCGCCTGATTGTC 3’

(P) 5’- FAM-CCGAGTCGGATAAGG-MGB-NFQ 3’

SAGI1 (Rachinel et al. 2004)

(F) 5’-ACCTGCCCAGATAAAAAATCGA ¥

(R) 5’-GTTTTAGGGCACTTGAGAGTGAAGT 3’

(P) 5’-FAM-AGCCGCGGTCATTCTCACACCG-BHQ

SAG3 (Jacquet et al. 2001)

(F) 5’-TGGACCCGCAGAAGTGTTC 3

(R) 5’>-CCACCACGAAGAGCTGTAGTCA 3’

(P) 5’-FAM-CCTGACGAACATTTT-MGB-NFQ 3’

MICI1 (Cerede et al. 2005)

(F) 5°-TGTCCTGGCGGCGTACA 3’

(R) 5’-CGACCCAATTTGGACAGTATCTCAT 3’

(P) 5’- FAMCGGCAAAACAGTAATCACAGCAACGC-BHQ
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VI. 6. Annexe 6 : Composition de la puce a ADN de T. gondii

d’apres (Bahl et al. 2010)

Application (for T. gondii unless otherwise # of probes/ | Tilingde total % of
indicated) features feature nsity # probes chip
Expression Profiling
nuclear coding genes (3' biased)2 8,058 11 88,638 39.12%
nuclear non-codinggenes 22 20 440 0.19%
apicoplastorganellargenome (nt) 34,997 25 1,4 0.62%
mitochondrial organellargenome (nt) 6,071 25 243 0.11%
all exons (chrb only) 1,08 6 6,48 2.86%
all introns (chrlb only) 1,08 5 5,4 2.38%
antisense probes (opposite CDS; chrlbonly) 227 20 4,54 2.00%

Gene Discovery
ESTs without predicted gene models (nt) 830,867 35 23,739 10.48%
ORFs with BLASTX or TBLASTN hits (nt) | 1,263,357 35 36,096 15.93%

Expression Profiling (host species)

human (immune response&housekeeping)4 301 11 3,311 1.46%
mouse (immune response&housekeeping)4 291 11 3,201 1.41%
cat (housekeepinggenes) 12 30 360 0.16%
Genotyping
T. gondii genetic markers 228 40 9,12 4.02%
SNPs inferred from T. gondii ESTs, etc 3,49 4 13,96 6.16%
P. falciparum genetic markers 1,985 4 7,94 3.50%
Other Analyses
SFP discovery on 24 selected genes5 23,11 2 11,555 5.10%
promoters (for ChIP) on 12 selected genes6 12 10 1,2 0.53%
Controls
commonlyusedtransgene repor“[ers7 39 11 429 0.19%
human& mouse normalization probes 2,2 0.97%
yeast (housekeeping & spike-in probes) 839 0.37%
mismatch probes (genes on chr 1b) 227 11 2,497 1.10%
surrogatemismatch (background) probes 3 1.32%
TOTAL 226,588 100.00%

1 See http://ancillary.toxodb.org/docs/Array-Tutorial.html for a detailed description, including probe sequences.
2 A small minority of the 7,793 genes are represented by more than 1 probeset, differing in the degree to which
they cross hybridize, while even fewer don't have named probesets of their own as they are interragated by
probesets for other genes.

3 Non-terminal exons only (terminal exons are interrogated as part of 3'-biased profiling).

4 See http://ancillary.toxodb.org/docs/HostResponse.htm for details.

5 CDS for AMAI, BI1, BSR4/R, GRA3/6/7, MIC2, ROP1/16, SAG1/2/3/4, SRS1/2/9; introns from ATUB,
BTUB, BAG1, UPRT. See http://ancillary.toxodb.org/docs/SNPDiscovery.htm for details.
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6 BAGI1, BTUB, LDHI, LDH2, SAGI1, SAG2, SAG2C, DHFR-TS, MIC2, GRA1, OWP1, OWP2; see
http://ancillary.toxodb.org/docs/ChIP.htm.
7 For selectable drug-resistance markers, enzyme and fluorescent protein reporters, etc; see

http://ancillary.toxodb.org/docs/TransgeneReporters.seq.
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VI. 7. Annexe 7 : Résumé du traitement des données transcriptomiques des

puces Affymetrix par la plate-forme Genom’ic

-Un échantillon => une puce => une image => un fichier de données brutes (fichier .CEL)

-Normalisation des données brutes (algorithme RMA)

-> Retrait du bruit de fonds, harmonisation des distributions entre échantillons (normalisation sur les quantiles), calcul des
moyennes d’expression par géne et log2

-> On obtient la matrice de données normalisées {une valeur d’expression par échantillon et par géne)

-Contrdle des données par ACP et clustering hiérarchique (analyse non supervisée)

-> Détection de biais expérimentaux et d'outliers
-Application du modeéle statistique (ANOVA) a chaque gene (analyse supervisée)
- On obtient une p-value et un fold-change par comparaison entre deux groupes et par géne
-Filtrage des données sur la p-value et le fold-change

—0n obtient des listes de génes différentiellement exprimés

Interprétation des résultats par analyse fonctionnelle des listes de génes

-> Utilisation d’ outils bioinformatiques et bases de données dédiés: Ingenuity Pathways, Genomatix Pathway, Pathway
Studio...

—Intégration des listes de génes a la bibliographie par recherche de fonctions, pathways, régulateurs enrichis...
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VI. 8. Annexe 8 : Arbre phylogénétique obtenu a partir des séquences des

genes de virulence et des microsatellites

PhyML In(L)=-17349.3 10203 sites GTR 4 rate classes 0.002

0.92 L Famo0007

0.00 —T0J

MEL

0.98

0.96

FAMO002
0.8
VEG

1.00 1.00 ‘

FAMO0OL

JAG

PRU

Méthode de maximum de vraisemblance avec le modele GTR sur les séquences des 8 geénes de virulences et des
13 séquences des microsatellites concaténés.

On retrouve des valeurs de bootstraps assez hautes (proche de 1), ce qui confirme
une nouvelle fois la robustesse de 1’arbre. L’aspect général des 2 arbres est resté le méme.

L’ajout des séquences microsatellites confirme le profil de 1’arbre.

On retrouve les 3 groupes : PRU/JAG, VEG/FAMO001/FAMO0002 et RH avec les
autres souches. Dans ce dernier groupe, on a réarrangement des souches guyanaises. MEL et
AKO sont toujours sur le méme embranchement mais TOJ se retrouve a un embranchement
plus loin. Il en va de méme pour FAMOOO7 qui a maintenant un embranchement plus en

amont par rapport au groupe WAY, GRO et VIT0001.

Dans ce type d’analyse en phylogramme, la longueur des branches représente le
nombre d’événements évolutifs (comme les mutations) pour parvenir a la souche que 1’on
connait. Etant donné que toutes ces souches sont issues d’un ancétre commun, on pourrait
supposer que cet ancétre commun était hautement virulent et qu’au fil de 1’évolution, les

nouvelles souches qui apparaissent perdent leur caractere virulent.
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VL. 9. Annexe 9 : Résultats des dosages des 23 cytokines — chemokines par
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