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I. INTRODUCTION

La toxoplasmose est une infection parasitaire cosmopolite due a un
protozoaire Toxoplasma gondii. Son diagnostic repose essentiellement sur la
sérologie. Habituellement bénigne, elle est potentiellement séveére dans deux
situations: la  grossesse (risque de toxoplasmose congénitale) et
I’immunodépression (infection VIH, transplantation) d’ou la nécessit¢ du
dépistage sérologique avec suivi mensuel des femmes enceintes séronégatives,
semestriel des patients infectés par le (VIH) non immunisés et bilan pré greffe

. : 68].
avec sérologie chez le donneur et chez le receveur d’organe

En dehors de I'immunodépression, le sérodiagnostic vise ainsi a détecter
les femmes enceintes séronégatives, donc exposées au risque d’infection
toxoplasmique pendant la grossesse. Une fois identifiées, ces patientes a risque
doivent étre informées des mesures prophylactiques et surveillées a raison d’une
sérologie mensuelle jusqu’a I’accouchement. L’objectif est alors de déceler le
plus tot possible une séroconversion de fagon a engager précocement les
mesures diagnostiques et thérapeutiques adaptées. Or, tout au long de ces étapes,
le biologiste peut étre confronté a un certain nombre de difficultés
d’interprétation du sérodiagnostic a cause de I’absence de standardisation des

différents kits commercialisés et surtout 1’absence de contrdle qualité externe.

Nous avons donc évalué les performances du Test Serion ELISA® par
rapport a la technique de référence ELISA conventionnelle [Platélia toxo [gG ®
(BIO RAD)]. Cette étude a pour objectifs :

- d’apprécier la facilité de la procédure ainsi que les difficultés éventuelles
d’interprétation ;

- de déterminer les caractéristiques de fiabilité du test serion ELISA pour la

détection des anticorps anti-Toxoplasma gondii (sensibilité et spécificité).
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II. MATERIELS ET METHODES
1.1 Type et lieu d’étude

Nous avons réalisé une étude prospective qui a concerné les échantillons
testés au laboratoire de parasitologie et Mycologie Médicale de 1'Hopital
Militaire d’Instruction Mohammed V de Rabat, au courant du mois de mars
2012.11 s’agit d’une étude comparative entre deux kits de détection des anticorps

antitoxoplasmiques :
o Le test Toxoplasma gondii Serion ELISA classic®

e Le test Elisa Platelia toxo BioRad®.
I1.2 Criteres d’inclusion

Les sérums inclus dans notre étude sont ceux provenant de la sérothéque du
service de Parasitologie et Mycologie Médicale de 1'Hopital Militaire
d’Instruction Mohammed V de Rabat.

1.3 Méthodologie
I1.3.1 Technique sérologique de référence

L’évaluation des performances du kit évalué SERION est faite en

comparaison avec le kit Platelia toxo BIORAD®.

Platelia toxo Ig G est un test immunoenzymatique de type ELISA
indirecte pour la détermination quantitative des anticorps Ig G anti-
toxoplasmiques. Cette technique, couramment utilisée, a 1’avantage d’étre
automatisable, reproductible, sensible, spécifique et permet 1’expression des

résultats en UI/ML pour les Ig G.
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Le principe de ce test est la détection et le titrage des anticorps IgG
antitoxoplasmiques dans le sérum ou le plasma humain par une méthode
immunoenzymatique sur phase solide dite technique « ELISA INDIRECT » qui
permet de visualiser une réaction antigéne-anticorps grace a une réaction colorée
produite par I’action sur un substrat d’une enzyme préalablement fixée a

I’anticorps.

Avantages de la technique :

‘0

% L’utilisation d’anticorps monoclonaux rend la détection spécifique ;

s Possibilité de quantifier grace a la réalisation d’une gamme en

paralléle ;

s L’utilisation d’anticorps secondaires rend la technique sensible ;

¢ Technique accessible a tous les biologistes ;

s La détection du signal ne nécessite pas la présence d’appareillage
spécialisé ;

¢ La validité des trousses est d’environ 1 an.

Inconvénients de la technique :

La réaction enzymatique rend cette technique dépendante de la

température, du pH et de I’éclairement.

Mode opératoire : Ce test « ELISA indirecte » permet de détecter ou doser

des anticorps, il se réalise en 4 étapes :

Etape 1: appelée « coating» de I’antigene : Les échantillons a étudier
ainsi que les 4 calibrateurs sont dilués au 1/21 puis déposés dans les cupules de

la microplaque. Durant cette incubation de 1h a 37°C, les 1gG anti T.gondi



Evaluation des Performances diagnostiques du Kit SERION ELISA dans le diagnostic sérologique de la Toxoplasmose.

présentes dans I’échantillon se lient a I’antigéne 7.gondii fixé sur les cupules de
la microplaque. Les IgG non spécifiques du T.gondii et les autres protéines

sériques sont éliminés par les lavages pratiqués a la fin de I’incubation.

Etape 2 : consiste a fixer ’anticorps a doser: le conjugué (anticorps
monoclonal spécifique des chaines gamma humaines et marqué a la peroxydase)
est déposé dans toutes les cupules de la microplaque. Durant cette incubation de
1 heure a 37°C, I’anticorps marqué se lie aux Ig G sériques ayant réagi avec
I’antigéne T.gondii. Le conjugué non li¢ est éliminé par les lavages pratiqués a

la fin de 1’incubation.

Etape 3: consiste a fixer I’anticorps de détection: la présence du
complexe (Ag T.gondii, Ig G anti T.gondii, conjugué anti Ig G) éventuellement
formé est révélée par I’addition dans chaque cupule d’une solution de révélation
enzymatique. On incube a 37°C dans les puits, la solution d’anticorps de
détection pendant environ 30 minutes a 2 heures. Les anticorps de détection se
fixent spécifiquement sur les anticorps a doser. Les puits sont ensuite lavés pour
¢liminer les anticorps de détection en exce€s avec du tampon de lavage. Notons
que les anticorps de détection sont couplés a une enzyme qui en présence de son
substrat le transforme en produit de réaction détectable et mesurable grace a

I’apparition d’une coloration.

Etape 4 : consiste a révéler les anticorps fixés: Aprés incubation a
température ambiante (+ 18°C - 30°C), la réaction enzymatique est stoppée par
addition d’une solution d’acide sulfurique 1 N. La densité optique lue a
450/620nm est proportionnelle a la quantité d’IgG anti 7T.gondii présente dans
I’échantillon testé. La densité optique est convertie en Ul/ml a 1’aide d’une

gamme standard de référence calibrée selon le Standard International OMS.
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Calculs et interprétation des résultats : Les puits contenant 1’anticorps a

doser vont se colorer. L’intensit¢ de la coloration est proportionnelle a la
concentration d’anticorps a doser. Les puits ne contenant pas [’anticorps
(témoins négatifs un sérum testé¢ ne contenant pas les anticorps a chercher)

restent incolores.

Si les criteres de validation de 1’essai sont respectés, nous procédons au
tragage de la courbe d’étalonnage (DO= fonction Ul/ml). Elle permet la

détermination du titre Ig G en Ul/ml de 1’échantillon testé.

Tableau 1 : Interprétation des résultats

Titre en anticorps
IgG anti-Tgondii Résultat Interprétation
(Ul/ml)

Un résultat négatif ou douteux indique
Titre < 6Ul/ml Négatif I’absence d’immunité acquise mais ne

permet pas d’exclure une infection récente.

Si une contamination du patient est

6Ul/ml < Titre _
Douteux | suspectée, un second prélévement doit €tre
<9UI/ml _ _
analysé environ 2 semaines plus tard.
Un résultat positif ou douteux est le plus
souvent le témoin d’une infection ancienne.
Titre >9Ul/ml Positif Cependant, une infection récente ne peut

étre exclue, notamment en présence d’Ac

IgM anti T.gondi
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Platelia toxo Ig M est un test immunoenzymatique de type immunocapture
pour la détermination qualitative des anticorps IgM anti-toxoplasmiques. Des
anticorps anti-chaine p humaines sont utilisés pour sensibiliser la microplaque.
Un mélange d’antigéne 7.gondii et d’anticorps monoclonal anti-antigéne

T.gondii marqué a la peroxydase est utilis€ comme conjugué.
I1.3.2 Kt Serion Elisa :

Le dosage des Ig G et [g M anti-toxoplasmiques par la technique SERION
repose sur une méthode immunoenzymatique en phase solide dite ELISA
indirecte. Les surfaces internes des puits de la microplaque sont recouvertes de
I’antigéne correspondant. Les anticorps spécifiques présents dans I’échantillon

du patient se lient a des antigénes fixés a une phase solide.

Figure 1 : Plaque de microtitration
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Mode opératoire

» Contenu du coffret

Composants du test et composition

Quantité /Volume

Barrette de microtitration, sécable de 8
Puits séparées tapissés d’antigénes (au total 96) MTP

12

Sérum standard (prét a I’emploi) STD

Sérum humain dans un tampon phosphate avec des protéines ; négatif
pour Ac-anti-HIV, Ag-HBs (Hepatitis B-Virus-surface antigen) et Ac-
anti-HCV; conservateur : azide de sodium a < 0,1%.

Colorant : Amarante 0

2X2

Sérum de contrdle négatif (prét a I’'emploi) NEG

Sérum humain dans un tampon phosphate avec des protéines ; négatif
Pour Ac-anti-HCV ; conservateur :

Azide de sodium a < 0,1%.

Colorant : Amarante 0.

2X2

Conjugué¢ anti-IgG, anti-IgA, anti-IgM

Humains (prét a I’emploi) APC

Anticorps polyclonaux de chevre dirigés contre les IgG, IgA, et IgM
humains, conjugués avec des phosphatases basiques, stabilisés dans une
solution stabilisatrice de protéines

Conservateur : Méthyl-isothiazolone a 0,01%

Bromonitro-dioxane

13ml

Concentré de solution de lavage (suffisant pour 1000 ml) WASH
Solution de chlorure de sodium avec Tween 2030 mM Tris
Conservateur : azide de sodium a < 0,1%

1X33, 3ml

Tampon de dilution DILB

Tampon phosphate avec protéines et Tween 20 ;
Conservateur : azide de sodium a <0,1%

Bleu de bromophénol, sel de sodium 0,01 g /1

2X50ml

Solution d’arrét STOP
Solution de soude 1,2 N

15ml

Substrat (prét a I’emploi) Pnpp

Para-nitrophényl phosphate, tampon sans de solvants

Conservateur : azide de sodium < 0,1%

(Une légere coloration jaune du substrat quin’a pas été encore ouvert,
Est possible. Il n’en résulte toutefois aucune diminution de la qualité !)

13ml

Certificat de contrdle de qualité avec
Courbe standard et table des valeurs
INFO (Quantification des anticorps en
Ul /mlou U/ ml)

1ml
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Deéroulement du test SERION ELISA classic:

Toxoplasma gondii 1gG/1gM quantitatif (pour la détermination des IgM
avec les échantillons, effectuer une absorption du facteur rhumatoide par

incubation 15 minutes a température ambiante ou pendant la nuit)

Dilution de I’échantillon
(Sérum du patient)
1+100

J

Addition des échantillons et des sérums de contrdle/
Standard (100 pl) prét a I'emploi

Incubation 60 Min. / 37 °C
Chambre humide

N
Lavage (4 x 300 pl)

A\
Addition de la solution du conjugué (100 pl)

NV
Incubation 30 Min. / 37 °C
Chambre humide

4

Lavage
(4 x 300 pl)

Addition de la solution de conjugué (100ul)

4

Incubation 30 Min. / 37 °C
Chambre humide

4

10
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Lavage
(4 x 300 pl)

4

Addition de la solution de substrat (100ul)

J

Incubation 30 Min. / 37 °C
Chambre humide

4

Addition de la solution d’arrét (100 pl)

Mesure spectrophotométrique a 405 nm.

Interprétation des résultats du test SERION ELISA classic :

Pour les IgG anti-toxoplasmiques, les résultats sont interprétés de la facon

suivante :
» <10 Ul/ml : négatif,
= ]0et20 Ul/ml : douteux,

= >20 Ul/ml : positif.

11
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Pour les IgM anti-toxoplasmiques, les résultats sont interprétés comme suit:
= <300 U/ml : négatif,
= 300-350 U/ml : douteux,
= >350: positif.

Remarque : Les anticorps du facteur rhumatoide sont majoritairement des
auto-anticorps de la classe des IgM, ce qui peut conduire a des résultats
faussement positifs. 11 est nécessaire pour cette raison d’utiliser un réactif

supplémentaire : 1’absorbant du facteur rhumatoide fourni dans le coffret
SERION.

Figure 2 : le kit TOXOPLASMA SERION ELISA

12
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"Coating" de I'antigéne spécifique
de I'anticorps a étudier

incubation de LAVAGE
Manticorps o
doser

Incubation de L
I'anticorps de détection l LAVAGE

Sfjh'lliuh- l LAVAGE
révelatrice

Fredévick Magniez

Figure 3 : Les étapes du test « ELISA » indirecte
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1.4 Analyse statistique:

Les données ont été saisies et analysées sur Microsoft® Office Excel 2007.
Aprés confrontation des résultats obtenus par les deux kits, nous avons établi le
profil sérologique des patients et comparé la concordance des résultats entre les
deux techniques. Les sensibilités, spécificités, valeurs prédictives positives et

négatives sont calculées selon les formules usuelles suivantes :

e Sensibilité = VP / VP + FN

e Spécificité = VN / VN + FP

e Valeur prédictive positive = VP / VP + FP

e Valeur prédictive négative = VN / VN + FN
VP : Vrai Positif FP : Faux Positif
VN : Vrai Négatif FN : Faux Négatif

Enfin, la concordance Kappa entre les deux tests a été calculée.

14
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III RESULTATS
lll.1 Répartition des statuts sérologiques des patients
Durant la période de 1’étude, nous avons inclus 104 sérums.

Sur les 104 sérums testés par le coffret SERION, 96 (92,3%) proviennent
de femmes enceintes, tandis que les 8 autres (7,7%) proviennent de sujets
immunodéprimeés.

Dans le groupe des femmes enceintes, 60 (57,7%) échantillons

correspondent a des patientes non immunisées, 28 (26,92%) a des femmes

enceintes immunisées et 8 (7.69%) a des cas de séroconversion.

Pour le groupe immunodéprimé, la sérologie est positive chez 7 (6,73%)

patients et négative chez 1 patient.

1%

M Patientes non ‘immunisées
M Patientes immunisées

W Séroconversion

H Serologie positive

immunodéprimeé

m Sérologie négative
immunodéprimeé

Figure 4: Répartition des statuts sérologiques des patients dans notre série
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Tableau 2 : Statut sérologie des patients

Sérums IgG Biorad igMBiorad Conclusion IgG Sérion IgMSérion Conclusion

44 39 + séroconversion 30 + Seroconversion VP

51 =240 + SEroconversion 260 + Seroconversion VP
118 140 + SEroconversion 100 + Seroconversion VR
169 240 + SEroconversion 180 + SEroConversion VP
274 160 + seroconversion 100 + SEroconversion VP
288 120 + seroconversion 80 + SEroconversion VP
2252 0 Patient non immunisé 0 - Patient non immunisé VN
2254 o Patient non immunisé 4] - Patient non immunisé VN
2255 0 Patient non immunisé 0 - Patient non immunisé VN
2256 62 Patient immunisé 40 - Patient immunisé VP
2257 0 Patient non immunisé 0 - Patient non immunisé VN
2258 59 Patient immunisé 36 - Patient immunisé VP
2259 o Patient non immunisé 0 - Patient non immunisé VN
2260 0 Patient non immunisé 0 - Patient non immunisé VN
2261 43 Patient immunisé 32 - Patient immunisé VP
2262 31 Patient immunisé 20 - Patient immunisé WP
2263 0 Patient non immunisé 0 - Patient non immunisé VN
2264 80 Patient immunisé 54 - Patient immunisé VP
2265 0 Patient non immunisé 0 - Patient non immunisé VN
2267 0 Patient non immunisé 0 - Patient non immunisé VN
22568 23 Patient immunisé 18 - Zone grise FP
2269 25 Patient immunisé 18 - Zone grise FP
2270 0 Patient non immunisé 0 - Patient non immunisé VN
2271 1] Patient non immunisé 0 - Patient non immunisé VN
2272 12 Patient immunisé 0 0 Patient Non immunisé FN
2273 1] sérologie négative (4] - sérologie négative VN
2274 44 Patient immunisé 30 - Patient immunisé VP
2275 0 Patient non immunisé 0 - Patient non immunisé VN
2276 o Patient non immunisé 1] - Patient non immunisé VN
2277 120 Patient immunisé 100 - Patient immunisé v
2278 0 Patient non immunisé 0 - Patient non immunisé VN
2279 18 Patient immunise 14 - Zone grise FP
2280 0 Patient non immunisé 0 - Patient non immunisé VN
2281 o Patient non immunisé [1] - Patient non immunisé WV
2282 0 Patient non immunisé 0 - Patient non immunisé VN
2283 0 Patient non immunisé 0 - Patient non immunisé VN
2284 23 Patient im munisé 16 - Zone grise FP
2285 a Patient non immunisé 0 - Patient non immunisé VN
2286 0 Patient non immunisé 0 - Patient non immunisé VN
2287 0 Patient non immunisé 0 - Patient non immunisé VN
2288 0 Patient non immunisé 0 - Patient non immunisé v
2289 o Patient non immunisé [4] - Patient non immunisé VN
2290 0 Patient non immunisé 0 - Patient non immunisé VN
2291 1240 + Sérologie positive 900 + Sérologie positive VP
2292 0 Patient non immunisé 0 - Patient non immunisé VN
2293 0 Patient non immunisé 0 - Patient non immunisé VN
2294 o Patient non immunisé [1] - Patient non immunisé VN
2295 0 Patient non immunisé 0 - Patient non immunisé VN
2296 0 Patient non immunisé 0 - Patient non immunisé VN
2297 o Patient non immunisé 0 - Patient non immunisé W
2298 49 Patient immunisé 30 - Patient immunisé VP
2299 20 Patient immunisé 15 - ZONE GRISE FP
2300 a Patient non immunisé 0 - Patient non immunisé VN
2301 63 Patiente immunisée 40 - Patiente immunisée VP
2302 1] Patient non immunisé 4] - Patient non immunisé VI
2303 90 + séroconversion 70 + seroconversion v
2304 0 Patient non immunisé 0 - Patient non immunisé VN
2312 0 Patient non immunisé 0 - Patient non immunisé VN
2313 56 Patiente immunisée 40 - Patiente immunisée VP
2314 0 Patient non immunisé 0 - Patient non immunisé VN
2315 157 Patient immunisé 130 - Patient immunisé VP
2316 103 + Patient immunisé 20 + Patient immunisé VP
2317 171 Patient immunisé 140 - Patient immunisé VP
2318 53 Patient immunisé 40 - Patient immunisé VP
2319 47 Patient immunisé 30 - Patient immunisé VP
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2320 0 Patient non immunisé 4] Patient non immunisé VN
2323 a Patient non immunisé [4] Patient non immunisé VN
2324 0 Patient non immunisé 0 Patient non immunisé VM
2325 19 Patient immunisé 16 ZONE GRISE FP
2326 0 Patient non immunisé 0 Patient non immunisé VN
2327 45 Patient immunisé 30 Patient immunisé VP
2328 0 Patient non immunisé 0 Patient non immunisé VN
2329 0 Patient non immunisé 0 Patient non immunisé VM
2334 8 Patient immunisé [ Patient immunisé VP
2335 33 Patient immunisé 20 Patient immunisé VP
2336 0 Patient non immunisé 1] Patient non immunisé VN
2337 25 Patient immunisé 18 Zone grise FP
2338 72 Patient immunisé 50 Patient immunisé VP
2339 0 Patient non immunisé 2] Patient non immunisé VN
2340 49 Patiente immunisée 30 Patiente immunisée VP
2341 0 Patient non immunisé 0 Patient non immunisé VN
2358 240 Patient immunisé 280 Patient immunisé VP
2417 170 SEroconversion 130 séroconversion VP
2348 700 séroconversion 500 séroconversion VP
2434 20 séroconversion 20 sEroconversion VP
257 240 Patient immunisé 280 Patient immunisé VP
262 240 Patient immunisé 290 Patient immunisé VP
291 200 Patient immunisé 160 Patient immunisé VP
122 200 Patient immunisé 170 Patient immunisé VP
124 240 Patient immunisé 280 Patient immunisé VP
1252153 0 Patient non immunisé 0 Patient non immunisé VP
1252487 1500 Patient immunisé 280 Patient immunisé VP
286 20 Patient immunise 805 Patient immunisé VP
287 0 Patient non immunisé 14 Patient Mon immunisé WV
289 o Patient non immunisé 11,6 Zone grise FP
290 40 Patient immunisé 278 Patient immunisé VP
292 0 Patient non immunisé 2,6 Patient Non immunisé Vi
295 1] Patient non immunisé 2,5 Patient Non immunisé VN
296 &0 Patient immunisé 1221 Patient immunise VP
297 120 Patient immunisé 153 Patient immunisé VP
298 0 Patient non immunisé 1,9 Patient Non immunisé VN
299 1] Patient non immunisé 3.4 Patient Non immunisé VN
300 0 Patient non immunisé 1,3 Patient Non immunisé VN
301 60 Patient immunise 34,3 Patient immunisé VP
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lll.2 Analyse des performances du kit SERION

D’apres notre étude, la sensibilité du coffret SERION est de 84,3% et sa

spécificit¢ de 100%. La valeur prédictive positive est de : 100%. La valeur

prédictive négative est de : 86,9%

La concordance Kappa des deux techniques automatisées BIO-RAD et

SERION ELISA est de 0,9. En effet, il est intéressant de noter qu’en dépit des

variations quantitatives des titres sérologiques, le nombre de cas discordants est

peu important.

ll.3 Analyse du colt des deux kits SERION et BIORAD :

Analyse du coit et du temps de réalisation : Le colt est calculé sur une

base de 5000 tests en moyenne réalisés par an au laboratoire selon la formule

suivante :

[(N1x PUT) + (CMSA / 5)+ (N1 x CTT)] + [(N2 x PUT) + (N3 x CTH)]"

PUT
CMSA
CTT
CTH
N1

N2

N3

N1

* Cout de réalisation du test ; ** Colt de la formation

: Prix unitaire par test

: Colt du matériel spécifique additionnel (amorti sur 5 ans)
: Colit temps technicien par test

: Cotit temps technician horaire

: Nombre de test réalisés / an

: Nombre de tests utilisés pour la formation / an

: Nombre d’heures de formation / an

19
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Colt annuel et colt unitaire des différents tests : Les coflits estimés par test

sont calculés selon la formule ci-dessus avec une TVA de 19,6%. Le CTT est
rapporté dans le cadre de notre étude au colt horaire. Le CTH est calculé sur le
colit moyen horaire d’un technicien de laboratoire. Le CMSA représente le cofit
du matériel spécifique a chaque test (centrifugeuse et automate Evolis dans notre

cas) intervenant dans la réalisation du test. L amortissement étant prévu sur 5

ans.
- Centrifugeuse : 19 000.00 DHS TTC
- Automate Evolis : 700 000,00 DHS TTC
- Nombre de tests pour la formation : N2 = 20.
- Nombre d’heures de formation : N3 = 2.
Tableau 3 : Prix unitaire des tests et comparatif technique
BIORAD SERION
Volume du Sérum(pl) 15 10
Durée totale 4H 4H
Temps technicien 45 min 45 min
Cout par test 80 DH 100 DH
Inhibition du facteur .
Non Oui
rhumatoide
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IV. DISCUSSION

Circonstances de demande du diagnostic sérologique: Ce diagnostic est

demand¢é dans le cadre d’un bilan prénuptial afin d’identifier les jeunes femmes
non immunes et leur éviter ainsi la répétition d’examens inutiles. Il est demandé

: 5, 13].
dans le cadre de la surveillance d’une grossesse > ]

IV.1 Moyens de diagnostic sérologique de la toxoplasmose

Le dépistage sérologique représente la base du diagnostic biologique et du
suivi de la toxoplasmose. La mise en évidence d’anticorps spécifiques permet

d’affirmer une contamination par Toxoplasma gondii.

L’¢étude combinée des anticorps appartenant a différents isotypes permet
généralement de dater Dl’infection et d’orienter la thérapeutique en cas
d’infection récente, ou de proposer des mesures prophylactiques chez les

: . : 13].
femmes enceintes dépourvues d’anticorps. [

Si le Dye-Test (DT) et le Test Indirect en Immunofluorescence (IF) sont
considérés comme des techniques de référence, 1’Hémagglutination passive
(HAP) et 'Agglutination Directe (AD) sont d'utilisation courante. Cependant ces
différentes méthodes ne sont pas toujours commodes pour une utilisation en

grande série.

Le diagnostic sérologique de la toxoplasmose repose sur la détection des
anticorps IgG et IgM. De nombreux réactifs sont proposés au biologiste et les
techniques sont de plus en plus sensibles. Les techniques sérologiques détectent
des anticorps dirigés contre des antigénes de membrane du parasite notamment

la protéine P 30 et contre des antigénes solubles cytoplasmiques.
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Les méthodes immunoenzymatiques, utilisées par la majorité des
biologistes, mettent en ceuvre des antigénes solubles correspondant a des lysats

du toxoplasme. Ils sont essenticllement cytoplasmiques mais peuvent étre

enrichis en composants membranaires.

En pratique, les modalités du diagnostic sérologique de la toxoplasmose

sont:

> Les techniques de 1°™ intention :

Ce sont essentiellement les techniques immunoenzymatiques (ELISA) :

- ELISA directe: pour la recherche des [gG

- Immunocapture: pour la recherche des IgM et IgA (ELISA reverse
ou ELISA double sandwich).

> Les techniques de 2°™ intention :

- Pour confirmer la présence des IgG a titre faible: Dye-test, IFI

- Pour confirmer la présence d’IgM spécifiques: ISAGA
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Tableau 4 : Les techniques sérologiques d’utilisation courante disponibles

Type Isotype
Techniques Principe . P Seuil
Antigéne | détecté
Dye Test Test de lyse Ag figuré | IgG 2 Ul/ml
IFI Fluorescence Ag figuré | IgG + IgM 7 Ul/ml
Agglutination directe Agglutination Ag figuré | IgG + IgM
Agglutination sensibilisée Agglutination Ag figuré | IgG 2 Ul/ml
IgG + IgM +
ISAGA Immunocapture Ag figuré
IgA
HAI Agglutination Ag soluble | IgG + IgM
Latex Agglutination Ag soluble | IgG
) IgG+IgM+
ELISA Immunoenzymatique | Ag soluble LoA
g

Techniques complémentaires

< 0,4 : infection de moins
. de 4 mois

Avidité IgG Immunoenzymatique Ag soluble ] ]
> 0,5 : infection de plus de

4 mois

HAI : hémagglutination ; IFI : Immunofluorescence indirecte ;
ISAGA : ImmunoSorbent Agglutination Assay ; ELISA : Enzyme LinkedImmunoSorbent ASSAY.

Deétection des lg G specifiques : Les méthodes utilisées doivent Etre

sensibles pour dépister les anticorps a des titres faibles en début d'infection mais
¢galement les taux résiduels témoins d'une immunité et elles doivent étre

spécifiques pour conclure avec certitude a une immunité.

Les résultats sont exprimés en unités internationales. Chaque fabricant
réalise son étalonnage par rapport a un étalon international OMS dont la
concentration en unités internationales est connue. Malgré cet étalonnage, les
résultats ne sont pas superposables d'un réactif et un autre, ce qui pose une

difficulté pour I’interprétation des résultats %
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La nature des antigénes, le mode de révélation peut expliquer ces
différences. Les seuils de spécificité des techniques différent suivant les réactifs

et doivent figurer sur les comptes rendus % %

En cas de valeurs inférieures au seuil, un deuxieme test peut €tre mis en
ceuvre. La plupart des fabricants définissent une zone équivoque. Dans cette
zone, la présence d'anticorps Ig G est incertaine. II vaut mieux conclure que le
sujet n'est pas immunisé. Le titre des anticorps doit étre indiqué méme s'il est en
dessous du seuil de spécificité pour interpréter correctement les variations
pouvant étre observées dans le suivi. En effet, les titres d'anticorps peuvent
varier au cours du temps et en fonction du réactif. Ainsi ils peuvent passer d'une
zone équivoque a un test positif ou I’inverse, ce qui peut induire des erreurs dans
I’interprétation. Par ailleurs, avec les méthodes immunoenzymatiques, il faut
interpréter avec prudence les titres observés pour des valeurs ¢élevées. II faut
toujours se situer dans la zone d'étalonnage. En effet, le signal obtenu augmente
en fonction de la concentration en anticorps pour atteindre un plateau. La

mesure n'est valable que dans la phase ascendante de la courbe '

Détection des Ig M spécifiques : Les méthodes immunoenzymatiques et le

test ISAGA (immunosorbent agglutination assay) sont les plus utilisés pour la

46 ,
) L’immunofluorescence est plus rarement

pratiquée du fait des difficultés de lecture et du manque de sensibilité 1,

mise en ¢évidence des Ig M

La spécificité des réactifs commercialisés n'est pas excellente " *!. Aucun
test de détection des Ig M n'a une spécificité de 100%, le maximum observé
¢tant de 92% ; le test le plus sensible ISAGA (100%) a seulement une spécificité
de 61% . Plus la sensibilité du test augmente, moins il est spécifique. Les Ig
M spécifiques sont détectées pratiquement dans tous les cas de séroconversion

lorsque 1'on utilise une technique suffisamment sensible.
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Suite a une séroconversion, les 1Ig M ne sont pas détectées dans 1% des cas
Pl Les faux positifs sont fréquemment liés a la présence d'immunoglobulines M
dénommés anticorps naturels révélant des antigénes du toxoplasme *1. Ces
anticorps sont absents du sang du cordon et ne peuvent pas étre différenciés des

Ig M spécifiques.

Test de mesure de ['aviditée des IgG: Ce test s'avere une méthode

complémentaire pour dater I'infection. L avidité exprime 1’intensité de la liaison
des antigénes et des anticorps Ig G qui augmente au cours de la réponse
immunitaire. Les méthodes immunoenzymatiques ont permis la réalisation de ce
test. L'introduction au cours du test d'un agent perturbant la liaison antigéne-
anticorps, habituellement 1’urée, a peu d'effet sur la liaison des anticorps de forte
avidit¢ mais dissocie celle de faible avidité. La comparaison des résultats
obtenus avec et sans agents dissociant la liaison permet de mesurer 1’avidité des

anticorps. L’avidité ne peut étre mesurée si la concentration des Ig G est trop

faible MU,

Détection des IgA spécifique : Les anticorps Ig A peuvent étre mis en

évidence par des méthodes comparables a celles détectant les Ig M. II est
primordial de détecter les Ig A pour le diagnostic d'une toxoplasmose
congénitale ou pour différencier une réactivation sérologique d'une primo-

infection. Leur mise en évidence peut aider au diagnostic d'une infection récente
[38]
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IV.2 Contraintes et limites du diagnostic sérologique :

La surveillance sérologique de la femme enceinte, étape essentielle dans la

prévention de la toxoplasmose congénitale, est 1’objet de difficultés qui

requierent 1’utilisation de techniques complémentaires mises en ceuvre de fagon

stratégique

[25, 81, 44]

Ainsi les principales contraintes auxquelles doit faire face le biologiste

sont :

>

L’obligation par la nomenclature de réaliser 2 techniques différentes
décelant des Ac d’isotypes différents (IgG et 1gM) et la nécessité de
rendre les résultats du titrage des [gG en UL

La spécificité de la technique utilisée pour les I1gG, de fagon a ne pas
considérer a tort des femmes non immunisées comme étant immunisées
(Faux positifs).

La sensibilité de la technique pour les IgM et la capacité de dépister des

séroconversions de fagon précoce.

La faisabilité dans la pratique quotidienne, variable en fonction de la

taille du laboratoire et de son équipement.

Les difficultés d’interprétation résident dans la multiplicité des trousses
de sérodiagnostic et I’absence de standardisation des seuils significatifs
(les résultats ne sont pas superposables d’un réactif a un autre: nature

des Ag, mode de révélation, étalonnage).

L’ultime confusion supplémentaire pour les 1gG anti-toxoplasmiques,

I’expression des résultats en unités internationales.
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1. T a courbe

Cinétique des anticorps au cours d’une toxoplasmose
d’évolution des anticorps IgG, IgM et IgA au cours d’une primo-infection est
schématisée dans la figure 6. Les premiers anticorps synthétisés au cours de
I’infection sont les [gM, 8 a 10 jours apres la contamination. Elles augmentent le
mois suivant puis diminuent et persistent durant une période plus ou moins
longue. Le maximum de production est atteint entre la 4°™ et la 8™ semaine.
Elles sont fréquemment détectées au-dela du stade aigu de ’infection, 1 an apres
la contamination, par la méthode ISAGA. Les variations individuelles dans la

durée (1a 12 mois) et I’intensité (peut étre faible voire nulle) de la réponse Ig M

limitent son utilité¢ pour dater I’infection.

L’erreur a ne pas commettre est de conclure d’emblée a une primo-

infection sur la seule présence d’IgM.

Les Ig G anti membranaires apparaissent environ 1 semaine apres les Ig M.
Elles augmentent ensuite progressivement pour atteindre habituellement un
maximum de 500 & 6000 UI /ml vers le 2°™ mois. Des titres élevés persistent
plusieurs mois puis diminuent lentement pour atteindre des taux de 1’ordre de
1000 UI /ml a la fin de la 1 année. 1ls persistent ensuite toute la vie a des taux
résiduels en ’absence d’Ig M ce qui témoigne d’une immunité ancienne. Avec

des antigeénes solubles, les Ig G sont détectés moins précocement.

Les Ig A ont dans le premier mois une cinétique proche de celle des Ig M.
Les Ig A sont détectées dans 80% a 95% des cas aprés une production maximale
de 2 a 3 mois. Elles sont absentes dans la majorit¢ des cas, 6 mois apres la
contamination. La recherche de cet isotype permet donc en théorie de
différencier les infections aigues et chroniques en cas de persistance prolongée

des Ig M.
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Les titres compris entre 8 et 30 UI /ml sont considérés comme faibles, 30 a

300 UI/ml modérés, au-dela de 300 Ul/ml élevés. 29,151
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Figure 5: Courbe d’évolution des anticorps anti toxoplasmiques *°.

IV.3 Regles d’interprétation de Ila sérologie de Ila

toxoplasmose :

Principes généraux : Pour permettre au clinicien d’apprécier au mieux les
résultats, le laboratoire doit toujours préciser les techniques utilisées et les
valeurs seuils. Le biologiste doit ¢laborer une conclusion argumentée a partir des
résultats chiffrés. Les antériorités doivent toujours figurer sur le compte rendu.
L’¢tude de la cinétique des anticorps et I’'interprétation doit étre faite sur deux
prélevements a trois semaines d’intervalle dans le méme laboratoire, par la
méme technique et dans la méme série avec recherche des 1gG et IgM. Pour étre
significative, une variation du titre doit étre supérieure a une dilution de
5 114,861

raison
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Ainsi, en présence d’Ig G et d’Ig M anti-toxoplasmiques chez une femme
enceinte, différentes stratégies basées sur la confrontation des résultats de
plusieurs tests, la détection d’IgA spécifiques ou encore la mesure de 1’avidité
des Ig G, permettent d’évaluer le stade évolutif de I’infection toxoplasmique des
I’analyse du premier sérum. Cette datation doit cependant étre confirmée par un
contrdle sérologique a 3 semaines.

Le diagnostic du stade évolutif d'une toxoplasmose acquise repose sur

: 29
plusieurs critéres

La présence ou absence d'anticorps IgG : Une immunité est exclue en
leur absence, il s’agit d’une femme enceinte non immunisée, nécessitant une
surveillance mensuelle jusqu’a I’accouchement. Le dernier prélévement doit étre
fait quelques jours apres la délivrance, afin de ne pas méconnaitre une infection
survenue dans les derniers jours de la grossesse. Par ailleurs, des mesures de

prévention avec des conseils hygiéno-diététiques doivent étre données.

La présence d'anticorps Ig G témoigne d'un contact avec le toxoplasme.
L'augmentation (titre au moins multipli¢ par 2), la décroissance ou la stabilité¢ du
titre des anticorps sur 2 sérums prélevés au minimum a 3 semaines d'intervalle
contribuent au diagnostic, les échantillons étant testés avec la méme technique et
dans la méme série. De ce fait, les méthodes de détection des Ig G doivent étre

quantitatives et le suivi réalisé dans le méme laboratoire.

L’interprétation d’un taux faible d’Ig G anti-toxoplasmiques est un
probléme fréquemment rencontré. Elle implique un dosage des Ig G par une
seconde technique telle que I’agglutination directe haute sensibilité de fagon a
préciser le statut immunitaire de la patiente. Par ailleurs, la positivité du seul test

de détection des Ig M peut traduire une toxoplasmose débutante ou une réaction
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non spécifique dans la détection de ce marqueur. La recherche d’Ig M par une
autre méthode et la réalisation d’une sérologie de contrdle a court terme
apportent ici une bonne orientation diagnostique. Enfin, la détermination de
I’avidité des Ig G peut contribuer a différencier un rebond sérologique d’une

séroconversion toxoplasmique atypique sans Ig M.

La présence ou absence d'anticorps IgM : Leur présence peut €voquer
une infection récente. Cela n'est pas suffisant pour I’affirmer du fait des faux
positifs et de la persistance des Ig M. Leur absence 1'exclut dans pratiquement

tous les cas. Trois situations obligent a une datation de l'infection :
v T'observation d'une séroconversion,
v' la présence simultanée d'lg G et d'lg M spécifiques dans un sérum,
v l’augmentation du titre des Ig G dans le suivi sérologique.

L’Erreur a ne pas commettre est de conclure d'emblée a une primo-
infection sur la seule présence d'Ig M ou d’Ig G associées a des IgM. II faut,
dans ces situations, rechercher d'éventuels examens ou sérums antéricurs et
interroger la patiente sur la présence de signes cliniques, ce qui oblige le

biologiste a conserver les sérums congelés a - 20 °C pendant au moins un an.

Des tests complémentaires doivent alors étre mis en ceuvre si nécessaire
pour dater l'infection. Parmi ces tests, la mesure de l'avidité des Ig G est a
présent la méthode la plus utilisée par les biologistes. L'étude de la cinétique de
I’avidit¢ des Ig G: Lorsque l’avidit¢ a une valeur élevée, l'infection est
survenue, en fonction du réactif utilisé, au moins 4 a 5 mois avant. Le test
permet alors d'exclure une infection récente. En revanche, les anticorps d'avidité

faible peuvent persister pendant plusieurs mois. Leur présence ne permet pas de
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conclure avec certitude a une infection récente. Seul le suivi sérologique le
permettra. C'est une des limites de la technique. De plus, elle est seulement

validée chez les patients immunocompétents >,

Conseils hygiéno-diététiques chez une femme séronégative : Chez les
femmes séronégatives, des conseils en matiére d’hygiéne alimentaire doivent

&tre mentionnés, a savoir :

e Eviter la consommation de viande crue ou saignante ; préférer la viande

trés cuite ou préalablement congelée.

e [Laver soigneusement les fruits, les légumes et les plantes aromatiques
ainsi que les ustensiles et les surfaces ayant servi a la préparation des

repas.
e Se laver les mains avant et apres toute manipulation d’aliments.
e Nettoyer régulierement le réfrigérateur.

e Lors des repas pris en dehors du domicile, éviter les crudités et préférer

les Iégumes cuits.

e Porter des gants pour jardiner et se laver les mains aprés toute

manipulation de terre

e Faire nettoyer tous les jours, par une autre personne, le bac a litiere du

chat (ou porter des gants) ; ne pas lui donner de viande crue.
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IV.4 Interprétation de la sérologie de la Toxoplasmose [29].

I. Sérologie connue avant la grossesse:

Chez la femme enceinte immunocompétente : Si la sérologie est connue

positive a des taux résiduels avant la grossesse, la protection est assurée et la
surveillance sérologique en cas de grossesse est inutile. Si par contre, la
sérologie est connue négative avant la grossesse, la surveillance sérologique
mensuelle en cas de grossesse devient obligatoire et des conseils

prophylactiques doivent étre donnés.

ler cas:(taux Ig G < 8 Ul/ml) : femme séronégative, surveillance
sérologique réguliere pour détecter une éventuelle séroconversion et conseils

prophylactiques.

2¢éme cas:(taux Ig G compris entre 8 et 30 Ul/ml): femme immune.

Toxoplasmose ancienne, pas de risque de toxoplasmose congénitale.

II. Sérologie inconnue avant la grossesse:

Si la sérologie est inconnue avant la grossesse ce qui est le cas le plus
fréquent chez nous au Maroc, quatre situations sont a envisager selon le résultat
positif ou négatif des IgG et des IgM et la conduite a tenir est la suivante (c’est

I’algorithme adopté dans notre laboratoire pour interpréter les résultats).

Absence d’IgG et d’IgM : Femme enceinte non immunisée, nécessitant

une surveillance mensuelle jusqu’a 1’accouchement. Le dernier prélevement doit
étre fait quelques jours aprés la délivrance afin de ne pas méconnaitre une
infection survenue dans les derniers jours de la grossesse. Par ailleurs, des
mesures de prévention avec des conseils hygiéno-diététique doivent Etre
données.
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1PRELEVEMENT IgG - et IgM -

Absence d'immunité.
Nécessité de :
- Dépistage mensuel
- Mesures de prévention et conseils hygiéno-diététiques.
- Dernier prélévement quelques jours apres I’accouchement

Les Prélévements mensuels suivants:

IgG - et IgM - : méme conclusion.

IgG - et IgM + : Début d'infection ou Ig M non spécifique,

Controle a 2-3 semaines

IgG + et IgM + : Séroconversion récente a confirmer rapidement

IgG + et IgM - : Primo infection sans [gM.

Présence d’IgG et absence d’IgM : Si le titre des 1gG est faible (8 a

eme

30UI/ml) la toxoplasmose est probablement ancienne a confirmer par un 2
prélevement, celui-ci est indispensable pour éliminer une séroconversion sans
IgM (rare 1% des cas). Le titre des IgG reste stable avec toujours absence des
IgM, I’infection est donc ancienne et 'immunité assurée ne nécessitant plus de

controle.

Si le titre des IgG est élevé sur un sérum prélevé tardivement en cours de
grossesse, il ne faut pas négliger une possible contamination survenue en début
de gestation avec disparition rapide des IgM. Dans ce cas il faut controler sur un
peme prélévement 2 a 3 semaines apres et il est nécessaire de rechercher les IgA
et de mesurer I’indice d’avidité des IgG pour situer la contamination par rapport
au début de la grossesse. Si sur le peme prélevement, le titre des 1gG reste stable

et élevé, il s’agit d’une séroconversion de plus de 8 semaines a partir du 1¢
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prélevement. Si par contre le titre des IgG augmente, il s’agit d’une
contamination récente, séroconversion de moins de 8 semaines a partir du 1%

prélevement.

1 PRELEVEMENT : IgG + et IgM —

Infection ancienne (Immunité) probable :

1/ IgG faible et modéré= infection ancienne probable :

2°™ Prélévement (2 a 3 semaines) : il reste indispensable pour éliminer une
séroconversion sans [gM (rare 1% des cas) :

Si IgG stable, faible et modéré = infection ancienne (toujours IgM -),

Immunité assurée.

2/ IgG élevé : sur sérum prélevé tardivement au cours de la grossesse = Possible

contamination survenue en début de gestation avec disparition rapide des IgM :
2¢me Prélévement (2 a 3 semaines) +

Nécessité de techniques complémentaires (IgA, IgE, Indice d’Avidité) pour

situer la contamination par rapport au début de la grossesse :
Si IgG stable et élevé: Séroconversion > 8 semaines a partir du 1% prélévement

Si IgG augmente: Contamination récente, séroconversion < 8§ semaines a partir

du 1% prélévement

Absence d’IgG et présence d’IgM : Dans ce cas, deux interprétations sont

possibles. Soit il s’agit d’une infection a son début avant 1’apparition des 1gG
soit 1l s’agit d’IgM non spécifiques ou naturelles. Dans tous les cas, le diagnostic

sera apporté par 1’étude d’un 2°™ sérum 2 a 3 semaines apreés. Si le résultat reste
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le méme, il s’agit bien d’IgM naturelles ou non spécifiques, la sérologie doit
donc étre considérée comme négative et la surveillance mensuelle doit étre
poursuivie avec le respect des régles hygiéno-diététiques. Si par contre, les 1gG
apparaissent sur le second prélévement avec toujours présence des IgM, la
séroconversion est donc récente, il est nécessaire de proposer un diagnostic
anténatal si le terme auquel la toxoplasmose maternelle est diagnostiquée le
permet. Il faudra par ailleurs prévoir un bilan toxoplasmique chez le nouveau-né
et demander que soient transmis le placenta et un prélévement du sang du

cordon lors de 1’accouchement.

1" PRELEVEMENT: IgG - et IgM +

Début d'infection ou IgM non spécifiques ou naturelles
A confirmer sans délai
2¢me Prélévement (2 a 3 semaines)
1/ IgG présents= infection récente: séroconversion (IgM toujours +)
2/ IgG absents= [gM naturelles et absence d'immunité, Contréle mensuel.
+

Faire également IFI IgG qui se positive en général avant ’ELISA en cas de

séroconversion récente

36




Evaluation des Performances diagnostiques du Kit SERION ELISA dans le diagnostic sérologique de la Toxoplasmose.

IgM négatif

IgG négatif < seuil

Absence d’immunité

Y

Surveillance sérologique
mensuelle et conseils
hygiéno- diététique

A

Dernier prélévement
quelques jours aprés
I’accouchement

A

IgM positif

Début de I’infection ou IgM non spécifique

A

Contrdle sur un 2°™ prélévement

A
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IgG négatif

IgG positif

A

Y

IgM non spécifiques ou
naturelles

A

Absence d’immunité

Séroconversion

v

Diagnostic anténatal et
postnatal doit étre
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Figure 6 : Algorithme schématisant la conduite a tenir devant une sérologie

toxoplasmique chez une femme enceinte immunocompétente

Présence d’IgG et présence d’IgM : C’est la situation la plus délicate.

Trois hypotheses peuvent étre discutées: Infection récente ? Infection

évolutive ? Infection ancienne ?
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Il faut pour I'interpréter raisonner dans ce cas par rapport au titre des 1gG
sur 2 prélevements successifs et ne plus raisonner par rapport aux IgM. Par
ailleurs, 1l faut toujours mesurer 1’indice d’avidité 1gG pour la datation de la

séroconversion.

Si le taux des IgG est faible ou modéré et reste stable entre les 2
prélevements, 1’infection est ancienne (plus de 20 semaines) avec persistance
des IgM ou IgM naturels. Dans ce cas 1’indice d’avidité sera supérieur a 0,5 ce

qui exclu une infection récente et confirme 1’interprétation.

Si le titre des 1gG est €élevé et stable, la séroconversion a plus de 8 semaines
a partir du ler prélevement. Dans ce cas, il faudra proposer un diagnostic

anténatal et éventuellement postnatal.

Si le titre des 1gG augmente, il s’agit d’une contamination récente et donc
séroconversion de moins de 8 semaines a partir du 1% prélévement. L’indice
d’avidité confirmera le résultat (inférieur a 0,4). Le diagnostic anténatal et

postnatal doit étre également proposé.

1 PRELEVEMENT : IgG + et IgM +

Infection récente? Infection évolutive? Infection ancienne?

Mesure de I’avidité IgG

Si Fort IA > 0,5:Infection récente exclue
2¢me Prélevement (2 a 3 semaines)

IgG stable et faible ou modéré: Infection ancienne > 20 semaines avec

persistance des [gM.
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1 PRELEVEMENT : IgG + et IgM +

Infection récente? Infection évolutive? Infection ancienne?

Mesure de ’avidité IsG

Si Faible IA < 0,5 :
2¢me Prélévement (2 a 3 semaines)

Si IgG stable et élevé: Séroconversion> 8 semaines a partir du 1% prélévement

:> Diagnostic anténatal et postnatal

Si IgGaugmente: Contamination récente, Séroconversion < 8 semaines a partir

du 1% prélévement
:> Diagnostic anténatal et postnatal
NB++: En aucun cas une avidité basse ne permet d’affirmer une

toxoplasmose récente
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Figure 7 : Algorithme schématisant la conduite a tenir devant une sérologie toxoplasmique chez une femme enceinte
Immunocompétente.

40

Service de Parasitalogie de I"Hopital Militaire Mohamsd V de RABAT




Evaluation des Performances diagnostiques du Kit SERION ELISA dans le diagnostic sérologique de la Toxoplasmose.

IV.5 Analyse des kits disponibles sur le marché international :

Tableau 5: Comparaison des résultats de notre étude avec d’autres études

antérieures.
 epe sex Seuil de
Sensibilité % Specol/ﬁate détection
° Ul/mL
SERION ELISA classic
Notre étude 2012 84,3 100 20
PLATELIA® (BIORAD)
Notre étude 2012 9747 100 ?
LIAISON® (DIASORIN)
Etude 2005 96,7 100 8
BioMérieuxVidas
Etude 2005 914 99,6 8
Abbott IMx kit
Etude 1994 93,9 99,5 3
MERCIA
Etude 1994 20,9 29,1 )
Bartels Prima kit (Baxter
Diagnostics) 90,9 98,1 -
Etude 1994
Abbott Axsym 99.7 o
Etude 2007 99.1% 3
Roche Cobas 6000
Etude 2007 99,5 98,8 3
Beckman Access/DXI 94,7 100 10,5

Nous constatons clairement d’apres cette étude comparative que les valeurs
de sensibilités et de spécificité du kit SERION sont proches de celles des autres

. : . : . . 93, 63, 74, 64, 88, 79
méthodes de dignostic sérologique raportées par d’autres études | I
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Par ailleurs, I'AXSYM® (Abbott) qui utilise des antigénes de Toxoplasma
gondii dont la préparation est optimisé pour préserver ['integrité des antigénes de
surface détecte plus précocement les IgG anti-toxoplasmiques que les autres

techniques dont les antigénes sont plutdt cytoplasmique.
IV.6 Discussion des résultats de I’évaluation :

La toxoplasmose congénitale et la toxoplasmose de I’immunodéprimé sont
des infections graves. Le dépistage et le suivi sérologique des sujets a risque
(femme enceinte séronégative et immunodéprimé) sont soumis a des

obligations légales:

e L’arreté du ministre de la santé n°® 2519-05 du 30 Chaabane 1426 (5
Septembre 2005) fixe les conditions et les épisodes du suivi médical

de la grossesse, de I’accouchement et de ses suites ;

e [’article 4 de cet arreté fixe les examens complémentaires qui doivent
etre prescrits lors de la consultation entre autres la sérologie

toxoplasmose,mais ne fixe pas les modalités du suivi.
Les techniques sérologiques utilisées doivent etre :

e sensibles pour détecter les anticorps synthétisés en début d’infection

mais €¢galement les taux résiduels ;

e spécifiques pour conclure avec certitude 4 une immunité ou une

séroconversion.
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La comparaison directe des différentes techniques est difficile du fait de
I'hétérogeénéité des seuils de détection. L’expression des résultats en Ul (unités
internationales) tend a les standardiser mais des titres identiques ne peuvent étre
obtenus avec des réactifs utilisant des antigénes différents. 11 est donc capital de

bien mentionner les seuils pour chaque technique 7.

La concordance des deux techniques testées dans notre étude BIORAD et
SERION ELISA est d’environ 92%. En effet, il est intéressant de noter qu’en
dépit des variations quantitatives des titres sérologiques, le nombre de cas

discordants est peu important.

Concernant la sensibilité qui est de 84,3% pour la technique SERION, elle
se rapproche de celle des tests actuellement commercialisés. En effet aux vues
de la littérature, les niveaux de sensibilité retrouvés sont en général entre 89,7 et

91,4% (par rapport au Dye-test) °.

Sa spécificité est excellente, elle est de 100%, égalisant celle d’autres

techniques immunoenzymatiques disponibles sur le marché international

notamment PLATELIA® (BIORAD).

La technique ELISA testée dans cette étude apparait donc comme une

technique garantissant une grande spécificité et une bonne sensibilité.

Technique facile a automatiser, cette méthode décrite constitue donc un des
outils de sérodiagnostic de la toxoplasmose, adaptée aussi bien a la recherche

d'une immunité ancienne qu’a celle d'une séroconversion.
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V. CONCLUSION

La toxoplasmose congénitale est une affection qui a des conséquences
graves, ce qui impose une surveillance sérologique de la femme enceinte,
surveillance qui n’est pas dépourvue de problémes d'interprétation. Il est alors
conseillé d'effectuer un sérodiagnostic avant la grossesse ce qui permettra de

connaitre le statut immunitaire de la patiente.

Le sérodiagnostic de la toxoplasmose chez la femme enceinte est exposé a
un certain nombre de difficultés qu’il convient de résoudre avec rapidité et
précision car [’attitude diagnostique et thérapeutique, d’abord pendant la

grossesse puis chez 1’enfant, découle des conclusions du bilan sérologique.

L’utilisation appropriée des outils diagnostiques récents, visant notamment
a dater précisément 1’infection toxoplasmique ou a évaluer correctement le statut
immunitaire des patientes, doit permettre d’optimiser encore cette prise en

charge.

Dans ses applications a la toxoplasmose, la technique E.L.I.S.A. peut
donner acceés a de nouvelles recherches pour rendre plus précis son diagnostic :
soit rechercher pour isoler de nouvelles fractions antigéniques, soit 1’adapter a la
détection directe d'antigénes circulants solubles de Toxoplasma gondii soit aussi

mettre au point de nouvelles méthodes de détection des IgM spécifiques *.

La technique ELISA dans les conditions définies précédemment est adaptée
a la recherche d'une immunité ancienne ou a celle d'une séroconversion.
Sensible, facile a automatiser, cette technique constitue une des méthodes
pratiques de sérodiagnostic de la toxoplasmose qui peut é&tre utilisée

concurremment soit avec I’immunofluorescence, soit avec le Dye Test.
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Notre étude comparative permet de positionner le nouveau test SERION
ELISA par rapport a la technique BIORAD : le test évalué¢ présente une bonne

concordance globale, une sensibilité et une spécificit¢ de méme niveau.

Par ailleurs, la principale cause de variation inter-technique reste 1’absence
de démarche collective des fournisseurs, limitant ainsi 1’harmonisation et la

standardisation des titres et seuils proposés.
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La toxoplasmose est une parasitose cosmopolite due a un protozoaire Toxoplasma
gondii. Cette infection, habituellement bénigne, est particuli¢rement redoutable chez deux
populations, la femme enceinte et le sujet immunodéprimé. Vu son caractere généralement
asymptomatique, le diagnostic de la toxoplasmose repose essentiellement sur la sérologie.

L’¢étude a pour objectif de comparer les performances diagnostiques du Kit Serion Elisa

dans le diagnostic sérologique de la Toxoplasmose a ceux obtenus par la méthode Platelia
ELISA (Biorad).

Cette ¢tude a concerné les sérums testés au laboratoire de parasitologie de 1'hdpital
militaire d’instruction Mohammed V de Rabat, au courant du mois de mars 2012. Les
¢chantillons décantés et congelés au fur et a mesure de leur arrivée, ont été, apres
déconggélation, analysés avec le toxoplasma gondii Serion ELISA classic® comme indiqué
par les fabricants. L’évaluation des performances de ce kit est faite en comparaison avec le kit
Platelia toxo BioRad®.

Sur les 104 sérums testés par le coffret SERION, 96 (92,3%) provenaient de femmes
enceintes, tandis que les 8 autres (7,7%) provenaient de sujets immunodéprimés. Parmi les
¢chantillons, 60 (57,7%) correspondent a des patientes non immunisées, 28 (26,92%) a des
femmes enceintes immunisées, 8 (7.69%) a des cas de séroconversion. Chez les patients
immunodéprimés, la sérologie est positive dans 7 cas. La concordance Kappa des deux
techniques automatisées Biorad et Serion est d’environ 0,9. En effet, il est intéressant de noter
qu’en dépit des variations quantitatives des titres sérologiques, le nombre de cas discordants
est peu important. Concernant la sensibilité¢, elle est voisine des tests actuellement
commercialisés et varie entre 89,7 et 91,4%. Sa spécificité est excellente.

Notre étude comparative permet de positionner le nouveau test Serion par rapport a la
technique Biorad : ce dernier présente une bonne sensibilité et une spécificité excellente. Par
ailleurs, la principale cause de variation inter-technique reste l’absence de démarche
collective des fournisseurs, limitant ainsi 1’harmonisation et la standardisation des titres et
seuils proposés.
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SUMMARY
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diagnosis of the Toxoplasmosis
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The toxoplasmosis is a cosmopolitan parasitic disease due to a protozoan Toxoplasma
Gondi. This infection, usually benign, is particularly dangerous at two populations, the
pregnant woman and the immunodepressed subject. Considering its generally asymptomatic
character, the diagnosis of the toxoplasmosis is based mainly on serology.

Our study aims to compare the performances diagnostic of Kit Serion Elisa in the
diagnosis serologic of the Toxoplasmosis with those obtained by a reference method (Platelia
ELISA Biorad).

This study related to the samples tested at the laboratory of parasitology of the military
hospital of instruction Mohammed V RABAT, with the current of the month of March 2012.
The samples elutriated and frozen as their arrival, after defrosting, were tested with
Toxoplasma gondii Serion ELISA classique® as indicated by the manufacturers. The
performance evaluation of this kit is made in comparison with the kit Platelia toxo BioRad®.

On the 104 serums tested by the box SERION, 96 (92, 3%) came pregnant women,
while the 8 others (7, 7%) came from immunodepressed subjects. Among the samples, 60
(57.7%) correspond to not immunized patients, 28 (26.92%) with immunized pregnant
women, 8 (7.69%) with cases of seroconversion. In 7 cases (6.73%), one found a positive
serology among immunodepressed patients; serology was negative at 1 patient. According to
our study, the sensitivity of box SERION is of 84.3% and its specificity of 100%. The
concordance Kappa of the two automated techniques Biorad and Serion is 0, 9.Indeed, it is
interesting to note that in spite of the quantitative variations of the titles serologic, the number
of unmatched cases is not very important. Concerning the sensitivity, it is close to the
currently marketed tests and varies between 89.7 and 91, 4%. Its specificity is excellent.

Our comparative study makes it possible to position the new Serion test compared to the
Biorad technique: this last has a good sensitivity and an excellent specificity. In addition, the
leading cause of variation inter-technique remains the absence of collective approach of the
suppliers, this limiting the harmonization and the standardization of the titles and thresholds
suggested
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