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Résumé

Le parasite Toxoplasma gondii a la particularité d’étre tres répandu chez un grand nombre d’hoétes,
dont 'Homme, et de persister sous la forme de kystes, essentiellement au niveau cérébral. Ce tropisme
pour le systeme nerveux central et cette persistance sont associés chez 'Homme a des conséquences
potentiellement sévéres, bien connues chez le sujet contaminé in utero a la suite d’une infection
toxoplasmique maternelle pergravidique, et chez I'immunodéprimé. Mon travail a porté sur ces deux
contextes particuliers en fournissant des données utiles pour la prise en charge individuelle de ces
infections, mais il s’est en grande partie également intéressé a des conséquences nouvellement
décrites qui pourraient accroitre la morbidité liée a la toxoplasmose chez I’'Homme et notamment
remettre en cause I'opinion selon laquelle la toxoplasmose chronique de 'immunocompétent serait
asymptomatique. Ces données reposent sur des modifications du comportement chez I’animal, et sur
des études de séroprévalence chez 'Homme suggérant un lien entre la toxoplasmose et toute une
série de troubles de la personnalité, du comportement, et de I'humeur. Le point commun de ces
affections est une altération précoce du sommeil. Un substratum biochimique a également été décrit
qui comprend également des éléments susceptibles d’altérer le rythme veille sommeil, et notamment
une synthése de dopamine par le parasite. L'objectif principal de mon travail a été d’étudier I'impact
d’une toxoplasmose post-natale chronique sur le rythme éveil/sommeil chez la souris. La mise au point
d’un modele murin original a partir de souris CBA/Jrj a permis de réaliser des enregistrements électro-
physiologiques trés complets, sur une durée de six mois. L'expérimentation incluait une phase de
traitement anti-inflammatoire non stéroidien, et antiparasitaire par sulfaméthoxazole-triméthoprime.
Les résultats ont révélé que I'infection chronique par T. gondii était associée avec une augmentation
de I'éveil et une diminution du sommeil, persistante a long terme mais réversible sous traitement anti-
stéroidien. Ces résultats montrent pour la premiere fois les conséquences directes de l'infection
toxoplasmique sur le comportement, et pourraient laisser penser qu’elles contribuent a faciliter la
dissémination du parasite par une activité plus importante de son hote qui favoriserait sa prédation.
Le modele élaboré pour ce travail et les résultats originaux qu’il a permis d’obtenir ouvrent de
nombreuses perspectives pour des travaux chez la souris, destinés notamment a explorer I'impact de
modifications de parametres liés a I’'hGte, au parasite, et a la période de contamination par rapport a
la naissance. L’étude des conséquences de |'infection au niveau neuronal et neurochimique, et des
circuits neurobiologiques impliqués dans le changement de valence olfactive de I'odeur du prédateur
pourraient aider a une meilleure compréhension du mécanisme. Des applications sont également
prévues chez I’'Homme a partir de populations dont I'infection congénitale ou post-natale est bien
documentée. En raison de la forte prévalence de la toxoplasmose humaine au niveau mondial, tout
résultat qu’il soit négatif ou positif est susceptible d’intéresser un large public.

Mots clés : Toxoplasma, sommeil, infection chronique, troubles neuropsychiatriques



Abstract

The parasite Toxoplasma gondii specificity is to be present in a large number of hosts — among them
humans, and to remain in the form of cysts located mainly in the brain. This tropism as regards to the
central nervous system and this persistence are associated with potentially severe consequences in
humans, well-known in the case of in utero contamination following maternal pergravidic toxoplasmic
infection, and in immuno-depressed patients. My work is focussed on these two specific contexts
giving data useful to individual care for these infections. However it also deals largely with newly
described consequences that could increase human toxoplasmosis morbidity and particularly
challenge the belief that chronic toxoplasmosis in the immunocompetent patient would be
asymptomatic. These data are based on animal behavioral changes and on human seroprevalence
studies suggesting a link between toxoplasmosis and a whole range of personality, behavior and mood
disorders. The one point these affections have in common is early sleep alteration. Moreover a
chemical substratum has been described that also includes elements potentially altering the sleep-
wake rhythm, and especially dopamine synthesis by the parasite. The main aim of my research work
has been to study the impact of chronic postnatal toxoplasmosis on the sleep-wake rhythm in mice.
Setting up an original murine model with CBA/Jrj mice has allowed to make comprehensive electro-
physiological recordings over a six-month period. This experiment included a phase of non-steroidal
antiinflammatory and antiparasitic treatment with sulfamethoxazole/trimethoprim. The results have
shown that chronic Toxoplasma gondii infection was associated with increased wake and decreased
sleep, persisting on the long term but reversible with antisteroidal treatment. These results
demonstrate for the first time the direct behavioral consequences of Toxoplasma gondii infection and
their potential contribution to easing the dissemination of the parasite thanks to its host’s greater
activity encouraging its predatory action. The model developed for this work and the original results it
has led to open new perspectives for work on mice — aiming especially to explore the impact of
parameter changes related to the host, the parasite and the contamination period in relation to birth.
Studying the infection consequences at the neuronal and neurochemical levels, and the
neurobiological pathways concerned by the change in the olfactive valence of the predator’s odor,
could contribute to a better understanding of this mechanism. Applications are also intended in human
populations whose congenital or postnatal infections are well-documented. Given the high prevalence
of human toxoplasmosis worldwide, any result — be it negative or positive, is likely to be of interest to
a wide audience.

Keywords : Toxoplasma, sleep, chronic infection, neuropsychiatric disorders
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Introduction

A l'exception de la toxoplasmose congénitale et de la toxoplasmose de I'immunodéprimé, la
toxoplasmose humaine est considérée comme une maladie infectieuse bénigne, souvent
asymptomatique. Ce constat clinique explique sans doute un manque d’intérét de la part des pouvoirs
publics du monde entier, donc un investissement public et industriel limité pour le développement de
moyens préventifs et thérapeutiques contre la toxoplasmose. En pratique, cette disponibilité
insuffisante des moyens de lutte se traduit par une prévalence de toxoplasmose trés élevée chez
I'Homme dans le monde (autour de 30 % en moyenne). Paradoxalement, des tableaux cliniques
sévéeres ordinairement rares, finissent par concerner un nombre important de patients dans I'absolu,
a cause de cette forte prévalence. Dans ce travail, nous essayerons de montrer pourquoi les pouvoirs
publics et économiques devraient apporter une plus grande aide au monde de la recherche

biomédicale pour mieux controler la transmission de Toxoplasma gondii.

T. gondii est un parasite unicellulaire capable d’infecter une grande variété d’hdtes dans le monde
entier, principalement des Mammiféres. Le parasitisme est I'une des modalités de coexistence de deux
(ou plusieurs) étres vivants, les autres étant le saprophytisme, le commensalisme, la symbiose ou la
vie libre ; ces modalités se différencient essentiellement par les interactions et le degré de dépendance
entre les partenaires. Un parasite a pour objectif principal de se multiplier au sein de son hote et de se
transmettre, c’est pourquoi un équilibre entre la virulence parasitaire et les défenses de I'hbte est
indispensable, sans quoi la perpétuation a plus long terme de ce partenariat devient problématique.
On parle de paix armée, telle que définie par Sergent pour le paludisme. L'interaction entre le parasite
et son hote, loin d’étre statique, permet une coévolution des deux partenaires qui aboutit en général
a une sélection d’ho6tes de plus en plus résistants, face a des parasites de moins en moins pathogenes.
La coévolution de T. gondii et son adaptation a de nombreux Mammiféeres hétes ont permis sa

dissémination a une échelle globale, probablement grace au développement des activités humaines
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(chasse, agriculture), a la domestication des chats (les félidés étant les hotes définitifs), mais également
aux migrations humaines et animales. De nos jours, sa prévalence peut aller jusqu’a 90 % pour

certaines espéces animales.

La prévalence tres élevée de T. gondii chez les humains dans le monde est sans commune mesure par
rapport a celles des autres parasites microscopiques (Plasmodium, Trypanosomes). Elle est le résultat
d’un défaut de mesures de prévention (vaccins, examen des viandes contaminées ...) et d’un déficit en
traitement efficace sur les formes enkystées du parasite. Cette haute prévalence explique I'existence
de plusieurs problemes cliniques quantitativement non-négligeables chez I'humain, méme si la
proportion des cas symptomatiques est faible dans I'absolu. C'est en particulier le cas pour (1) des
complications graves neurologiques ou ophtalmologiques chez les nouveau-nés présentant une
toxoplasmose congénitale, pouvant aller jusqu’a la mort feetale in utero et (2) des atteintes
graves/déces chez les populations immunodéprimées, en augmentation dans nos sociétés modernes
(HIV, traitements immunosuppresseurs ...). En effet, une immunosuppression peut induire une
réactivation de la toxoplasmose, d’une forme chronique bénigne (persistance de kystes dans les tissus
nerveux et musculaire de I’'h6te) vers une forme clinique grave, via une multiplication parasitaire

intense, entrainant souvent des encéphalites sévéres.

Il persiste de nombreuses zones d’ombre concernant cette parasitose, tant au plan épidémiologique,
diagnostique que dans sa prise en charge. C'est tout un pan du cycle évolutif du parasite qui reste a
décrypter, afin de mieux comprendre sa persistance, sa transmission et par la, I'épidémiologie des
formes cliniques connues du grand public, telles que la toxoplasmose congénitale et la toxoplasmose
de I'immunodéprimé. Des études antérieures ont pu montrer que T. gondii se multiplie avec brassage
génétique (gametes — oocytes) chez ses hotes définitifs (essentiellement les chats domestiques) ou
d’une maniére clonale ou polyclonale chez ses hétes intermédiaires (autres Mammiferes y compris
I’humain). Bien que pouvant se transmettre par différentes voies, d’hotes intermédiaires en hotes

intermédiaires, ou bien d’hotes intermédiaires vers les chats et inversement, ces mécanismes
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n’expliquent pas a eux seuls la grande réussite de ce parasite. Les oocystes produits par les hotes
définitifs représentent une forme transmissible extrémement résistante et durable dans
I’environnement. L’ingestion de ces oocystes constitue probablement la source de contamination
principale chez les humains. Par ailleurs, il a été suggéré que T. gondii est capable de favoriser sa
transmission d’un hote source vers une hote cible en manipulant leurs comportements pour
augmenter le nombre et/ou la durée de contacts entre ces hotes. Des modéles d’étude chez les
rongeurs ont mis en évidence plusieurs comportements corroborant cette idée, comme la diminution
de la néophobie ou bien la conversion de la peur innée en attraction pour l'urine de chat. Chez les
humains, les données sur les changements comportementaux associés a la toxoplasmose restent
encore fragmentaires et souvent descriptifs. Des études de séroprévalence ont suggéré une
association entre infection chronique et différentes altérations du comportement humain ou de la
personnalité impliquées dans des pathologies neurologiques ou psychiatriques, comme Ia

schizophrénie.

L’objectif de cette these est d’éclairer les zones d’'ombres de nos connaissances sur les différentes
formes cliniques de la toxoplasmose, mais également de présenter un modele animal murin, modéle
le plus éthiquement acceptable, permettant d’étudier les effets de l'infection chronique sur le
fonctionnement cérébral qui pourraient étre impliqués dans la manipulation comportementale de

I'hote.

Nous nous intéresserons dans un premier temps aux aspects cliniques du traitement de la
toxoplasmose congénitale, complication infectieuse gravissime d’une grossesse, qui est encore tres
mal codifié (Article 1). Ensuite, bien que faisant de nombreux ravages, la toxoplasmose de
I'immunodéprimé reste mal connue et nous chercherons a en préciser I'épidémiologie, les facteurs de
risque, la présentation clinique mais également les moyens de prévention mis en ceuvre ainsi que les
stratégies diagnostiques a notre disposition (Article ll, lll, IV). Enfin, un travail expérimental sur I'impact

de l'infection chronique sur le fonctionnement cérébral nous permettra de présenter les altérations
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quantitatives et qualitatives du cycle éveil/sommeil (Article V), qui ont été démontré comme des index
précoces et sensibles pour d’autres perturbations neurologiques et psychiatriques. A l'inverse, ces
altérations du cycle éveil/sommeil induites par la toxoplasmose pourraient aussi nous permettre de

comprendre |'apparition des symptomes neuro-psychiatriques et comportementaux chez I’"humain.
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Rappels sur
Toxoplasma gondii
et sur
'épidémiologie de
la toxoplasmose



1. Taxonomie

Toxoplasma gondii est un protozoaire, c’est-a-dire un protiste hétérotrophe. C’est donc un organisme
eucaryote unicellulaire mobile se nourrissant par phagocytose. Parasite intra-cellulaire obligatoire, il
appartient au Phylum des Apicomplexa, a la classe des Conoidasidae, a |'ordre des Eucoccidioridae, a
la famille des Sarcocystidae et enfin a la sous-famille des Toxoplasmatinae. Le genre Toxoplasma ne
contient qu’une espéce, Toxoplasma gondii (Nicolle & Manceaux 1908) Nicolle & Manceaux 1909,
découverte chez un rongeur, Cnetodactylus gundi, par Charles Nicolle et Louis Hubert Manceaux a
I'Institut Pasteur de Tunis en 1908. C’est I'agent de la toxoplasmose, affection parasitaire la plus

répandue dans le monde, et zoonose d’'importance médicale et vétérinaire.

2. Morphologie et biologie

Le parasite peut se présenter sous trois formes distinctes au cours de son cycle évolutif : le tachyzoite,

le bradyzoite et le sporozoite.

Stades parasitaires
Le tachyzoite

On parle également de forme végétative. C'est la forme principale de dissémination et de
multiplication dans I'organisme hote. Mesurant de 6 a 8 um de long sur 3 a 4 um, elle a une forme
d’arc. Son extrémité antérieure comporte un appareil de pénétration appelé complexe apical. Intra-
cellulaire, le tachyzoite est tres fragile et rapidement dégradé dans le milieu extérieur et par les sucs
digestifs. Il se développe dans les cellules de tous les animaux a sang chaud, les Vertébrés (Mammiféres
et Oiseaux compris). Les tachyzoites se multiplient par un processus particulier de multiplication
asexuée au sein d’une vacuole parasitophore : I'endodyogénie, ou deux parasites fils s’individualisent

a I'intérieur de la membrane du parasite, qui va éclater pour libérer ainsi les deux parasites fils. C'est
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la forme responsable de la transmission materno-foetale ainsi que de la transmission lors de

transfusion sanguine.

Le bradyzoite
C’est une forme intracellulaire morphologiquement proche de la forme tachyzoite, mais possédant un
métabolisme ralenti. Agrégés dans des kystes possédant une membrane épaisse et résistante (10 a 10*
bradyzoites par kyste), les bradyzoites résultent d’'une série de multiplications asexuées successives et
ils vont progressivement envahir I'intégralité de la cellule infectée. De forme sphérique ou allongée,
au sein des cellules nerveuses, les kystes peuvent mesurer de 10 a 100 um pour les plus agés. C'est la
forme de résistance du parasite qui lui confere la faculté de persister dans les tissus de ’héte pendant
toute sa vie, mais également de résister aux sucs digestifs, permettant ainsi la contamination par voie
orale. lls ont la particularité de rester infectants a des températures de +4°C jusqu’a trois semaines [1].
Résistants a des températures négatives comprises entre -1°C et -8°C pendant plus d’une semaine, ils
sont en général détruits a des températures inférieures [2]. A linverse, ils sont détruits a la
température de 67°C, la survie a des températures inférieures dépend donc de la durée de cuisson [1].
Les kystes se localisent principalement dans les tissus pauvres en anticorps, comme le systéme nerveux
central (SNC), les muscles ou la rétine. lls ont longtemps été considérés comme des formes
« dormantes » réplicativement parlant, mais il a été montré récemment que les bradyzoites présents
dans les kystes entretenaient régulierement des cycles de multiplication [3]. Ils élicitent la réponse
immunitaire par la production d’anticorps sécrétés traversant la membrane kystique, et entretenant
de fait I'immunité. C’est la forme responsable de la transmission orale et de la transmission par greffe

d’organe.

Le sporozoite
Groupés par quatre au sein de deux sporocystes, eux-mémes contenus dans un oocyste, il s’agit d’'une
forme de résistance et de contamination mesurant environ 14 um sur 9 um. La paroi de I'oocyste est

une structure extrémement résistante. Ainsi, les oocystes, résultant de la reproduction sexuée du
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parasite, peuvent demeurer infestants pendant pres de 18 mois dans le sol humide [4]. lIs survivent
jusqu’a 54 mois a des températures de +4°C, et 106 jours a -10°C [5]. lls sont particuliéerement
imperméables, ce qui explique leur forte résistance aux désinfectants [4], ainsi qu’a l'acide
chlorhydrique digestif. Ils sont donc responsables de la contamination des Herbivores mais aussi des

Hommes par ingestion d’aliments souillés.

Cycle parasitaire

Le cycle parasitaire de T. gondii fonctionne selon un systeme de prédation naturelle, résultant de deux
composantes différentes : la multiplication asexuée qui s’effectue chez I’h6te intermédiaire, et la
reproduction sexuée chez I’hote définitif. Les dynamiques existantes entre ces deux composantes sont
extrémement variables et résultent de facteurs extérieurs, géographiques, climatiques ou liés aux

populations des différents hotes.
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Figure 1 : Cycle parasitaire de Toxoplasma gondii, d’apres cdc.gov

L'hote définitif, ou plutot les hotes définitifs, sont les différents représentants de la famille des Felidae,
le chat domestique étant le plus représenté. Ce dernier s’infecte en ingérant des kystes présents dans
les muscles de ses proies (en général de petits rongeurs pour les chats). Les sucs digestifs vont
permettre la dégradation de la membrane kystique et libérer les formes végétatives qui vont alors
pénétrer a I'intérieur des cellules épithéliales de I'intestin gréle. C’est la qu’elles vont se reproduire par
multiplication asexuée, caractérisée par le développement de nombreux mérozoites au sein de
schizontes. On parle alors de schizogonie [6]. Des éléments sexués males et femelles vont apparaitre
dans un deuxiéme temps, on parle de micro- et de macrogamétocytes. C'est la gamétogonie qui a
également lieu au niveau de l'intestin gréle [7]. La gamogonie ou fécondation aboutit a la formation
d’un oocyste, qui sera excrété sous une forme non sporulée, dans le milieu extérieur avec les féces,

aprés destruction de la cellule hote. L'oocyste nécessitera une phase de maturation de plusieurs jours
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pour devenir infestant : c’est la sporogonie qui donnera naissance aux sporozoites. Cette excrétion
commence généralement trois a sept jours apres ingestion, et elle dure jusqu’a trois semaines. On

peut retrouver jusqu’a 100 millions d’oocystes dans les selles d’un chat [8].

Chez les hotes intermédiaires, soit I'ensemble des Vertébrés (dont ’'Homme), le parasite ne subit que
des phases de multiplication asexuée. Aprés ingestion d’oocystes (cas chez les Herbivores, les
Rongeurs, les Oiseaux et parfois 'Homme), les sporozoites sont rapidement libérés et vont envahir les
cellules de I'épithélium intestinal. Aprés développement en tachyzoites, ces derniers vont se multiplier
par endodyogénie et disséminer par voie lymphatico-sanguine dans tout I'organisme via le systéeme
des monocytes-macrophages, afin d’infecter différents types cellulaires. Une autre voie d’infection se
fait par ingestion de kystes contenus dans la chair d’animaux: c’est la voie privilégiée pour les
Carnivores. La rupture des kystes sous I'action des sucs digestifs va permettre la libération des
bradyzoites. La encore, ils vont pénétrer les cellules épithéliales pour se différencier en tachyzoites
pouvant disséminer dans tout I'organisme avant enkystement. Ces kystes vont permettre la poursuite
du cycle par prédation. Il est a noter qu’au cours des phases de parasitémie, le passage

transplacentaire de tachyzoites est possible.
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Figure 2 : Biologie, infection et réplication des trois formes parasitaires de Toxoplasma gondii, d’aprés Robert-Gangneux et al,

Clin Microbiol Rev 2012 [9]

Les différents modes de contamination découlent naturellement de ce cycle parasitaire.

Modes de contamination
Voie orale

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime que 20 % des maladies transmises par I'alimentation
en Europe sont causées par T. gondii [10]) et T. gondii est considéré comme la deuxieéme cause de
mortalité liée a la nourriture aux Etats-Unis [11]. En effet, I'ingestion accidentelle de kystes présents
dans la viande ou d’oocystes présents sur des aliments, dans de I'eau, ou directement dans les feces
d’un félin, est la voie de contamination prépondérante chez ’'Homme. Il n’est pas possible de connaitre
I'origine de l'infection a posteriori. En revanche, la découverte d’une protéine spécifique du stade

sporozoite pourrait permetre de différencier les deux modes d’infection [12].
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Voie transplacentaire
Le parasite au stade de tachyzoite peut contaminer le foetus par voie transplacentaire. En effet, si la
primo-infection a lieu lors d’'une grossesse, il est possible que la phase de dissémination puisse
conduire a la colonisation du placenta. La contamination fcetale est assurée par passage du parasite
du sang de la mére au sang fecetal, en profitant des échanges materno-foetaux qui ont lieu au niveau
du placenta. En fonction de I'age gestationnel qui conditionne la perméabilité placentaire, les risques
de transmission au feetus sont de 10 % a la fin du premier trimestre, 40 % a la fin du deuxiéme trimestre
et 70 % a la fin du troisieme trimestre. Le risque de transmission est inversement proportionnel a la

gravité de 'atteinte foetale. Le risque est ainsi maximal au premier et au deuxieme trimestre [13].

Voies annexes
La présence préalable du parasite dans un organe greffé permet sa transmission au receveur de
I’organe. La transplantation d’organe solide est donc un mode d’acquisition rare mais potentiellement

grave du fait du statut immunitaire du patient receveur.

Il faut également citer la transmission sexuelle qui a récemment été décrite chez le chien, le rat et le
mouton [14]-[16], avec présence du parasite dans le sperme. Elle a été évoquée chez 'Homme, mais
n’est pas confirmée [17]-[20]. Bien que rare, on peut également citer la transmission accidentelle par
transfusion ou par injection, au moment de la phase de parasitémie, dont la durée est mal connue. Il
existe une grande variabilité due aux souches de parasite mais aussi a des différences dans la réponse
immunitaire. Ainsi, quatorze cas de transmission au laboratoire ont été décrits [21], liés a des accidents

d’exposition au sang ou bien a des erreurs de manipulation.
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3. Distribution géographique et séroprévalence

La distribution de l'infection est cosmopolite. On estime qu’elle toucherait prés d’un tiers de la
population mondiale [22]. Sa séroprévalence, estimée par la présence d’anticorps spécifiques dirigés
contre le parasite, est extrémement variable. Elle nécessite donc d’avoir des données locales précises
et récentes. Les données disponibles sont souvent biaisées par le fait qu’elles portent
préférentiellement sur des femmes enceintes. De plus, les résultats sont souvent extrapolés a I’échelle
d’un pays a partir de résultats provenant d’'une zone géographique particuliére. Quoi qu’il en soit, c’est
une parasitose cosmopolite dont la répartition est influencée par les conditions géographiques et
climatiques, mais également par I'age, les habitudes alimentaires et les conditions socio-économiques
[23]. Sa séroprévalence varie ainsi de 6,7 % en Corée [24], 12,3 % en Chine [25], 23,9 % au Nigeria [26],
46 % en Tanzanie [27], mais peut atteindre 90 % en Amérique du Sud et en Afrique. En France, la
séroprévalence est en diminution réguliére depuis une trentaine d’années. Estimée a plus de 50 % au
niveau national en 1995, elle n’était plus que de 31,3 % en moyenne au niveau national chez les
femmes enceintes francaises d’aprées I'enquéte de périnatalité de 2016 [28], [29]. Cette baisse est a
corréler a une meilleure hygiéne et une meilleure sécurité alimentaire, a une modification des
habitudes alimentaires mais aussi a une modernisation des systémes de production agricoles. Il est a
noter que l'apparition des nouveaux modes de culture « biologiques » pourrait mener a une

réascension de la prévalence.

Concernant la faune sauvage, les taux de séroprévalence sont extrémement variables pouvant
atteindre 100 % chez les félins [9], [22]. Pour les animaux de boucherie, le passage a un élevage intensif
a drastiquement réduit la prévalence chez le porc a moins de 5 % [30], alors qu’il était considéré au
XX& siécle comme la source principale d’infection chez ’lHomme. Chez la volaille, on retrouve des taux
approchant 100 % pour les animaux vivant en plein air. Les herbivores élevés en plein air, tels que les
moutons, chévres et chevaux, ont des taux de séroprévalence qui augmentent avec I'age et varient de

17 a 89 % pour le mouton [31], et de 4 a 77 % pour les chevres, par exemple [32]. Chez les bovins, la
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séroprévalence varie de 2 a 96 % [33], en revanche, les kystes sont rarement mis en évidence dans les
tissus, faisant suggérer une résistance a l'infection ou bien un mécanisme de clairance du parasite. En
effet, chez I'animal, le nombre de kystes retrouvés dans les tissus et leur localisation est dépendant de

I’espece infectée.

4. Différents génotypes

L'intérét croissant pour le typage des microorganismes dans un but épidémiologique a également
contribué a améliorer nos connaissances sur la répartition du parasite et sa distribution spatiale.
Depuis les années 1990, différentes techniques ont été utilisées: I'analyse isoenzymatique, la
technique RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) ou bien plus récemment |'analyse des
microsatellites ou MLST (MultiLocus Sequence Typing). Initialement, la population parasitaire a été
dichotomisée en trois génotypes majeurs, les types |, Il et lll, stables sur le plan génétique dans le
temps et I'espace. Bien que possédant une reproduction sexuée, cette derniere semble jouer un réle
tres limité dans la multiplication et I'expansion du parasite. En revanche, de nombreuses études ont
également montré I'existence de plusieurs haplogroupes résultant de phénomenes d’échange ou de
dérive génétique. Ces différents haplogroupes ne peuvent étre considérés comme des génotypes, mais
sont toutefois des lignées clonales retrouvées de maniére stable dans certaines régions. Des progres
dans le génotypage sont encore nécessaires pour résoudre I'ensemble des lignées de T. gondii. Il
persiste encore des souches atypiques qui ne peuvent étre classées dans aucun haplogroupe. De
maniere intéressante, ces différentes lignées parasitaires offrent une certaine cohérence dans leur
répartition géographique mondiale. L'expansion de ce parasite au niveau mondial semble plutot

récente [34].
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De maniere schématique [35] :

- En Europe, on observe une prédominance de souches de génotype Il (les derniéres données
retrouvent prés de 90 % de génotype Il en France pour les souches animales et humaines). En
se déplacant vers le Sud de I'Europe, on observe certaines souches de type lll, avec
occasionnellement quelques souches atypiques.

- En Amérique du Nord, la répartition est proche de celle retrouvée en Europe, avec une
majorité de type I, associée a des souches de type Il mais également a I’haplotype 12. Les
souches atypiques sont un peu plus représentées qu’en Europe.

- Les Amériques Centrale et du Sud présentent une grande diversité de souches atypiques a fort
potentiel recombinant. Le type Il est quant a lui trés peu représenté, tout comme le type I. On
retrouve un polymorphisme particulierement marqué en Amazonie, di a des hybridations
entre souches anthropisées et sauvages, phénomeéne qui conduit a une entité clinique
particuliére, la toxoplasmose amazonienne.

- En Afrique, les génotypes Il et Il coexistent en association avec certains haplogroupes
spécifiguement africains.

- En Asie, les rares données obtenues semblent indiquer une diversité faible, avec la présence

de souches de type Ill associé a un haplogroupe retrouvé sur tout le continent.
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Fig. 1. Geographical distribution of Toxoplasma gondn genotypes. Black dots indicate locations from which 7. gondii isolates were obtwned and genotyped using the PCR-RFLP
method. The numbers around pie chart edges indicate ToxoDB PCR-RFLP genotypes. In some cases, al ive strain type desi ions are overlaid on pie charts in bold
lettering (also see Table 1 for correlations b | ). Sizes of pie charts correlate with total number of isolates (n), and colours indicate different genotypes. Two e
struins (GANGI and WIK) reported from Africa without specific countries of ongin were listed in Supplemental Table S1, but not included on this map.

Figure 3 : Répartition géographiques des différents génotypes de Toxoplasma gondii, d’aprés Shwab et al, Parasitology 2013

(35]

Outre l'intérét épidémiologique du typage, la corrélation avec la virulence de la souche revét une
importance majeure en parasitologie médicale et vétérinaire. Ainsi, les souches de type | (souche de
référence RH, isolée en Amazonie) sont réputées trés virulentes, et conduisent a la mort en moins de
10 jours dans un modele murin d’infection aigué avec des doses infectantes de I'ordre de moins de 10
tachyzoites [36]. A l'inverse, les souches de type Il et Il sont considérées comme peu virulentes,
permettant la survie des souris avec des doses infectantes supérieures a 1000 tachyzoites [37].
Concernant les souches hybrides ou atypiques, la virulence est fonction du nombre d’alléles
appartenant a chaque génotype dont elles vont avoir hérité : tout le spectre de virulence peut ainsi

étre balayé, comme représenté ci-dessous.
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Figure 4 : Virulence des différents génotypes de Toxoplasma gondii dans un modele murin, d’aprés Simon et al, Parasite 2019

L'expression de cette virulence parasitaire est liée a I'expression de différentes protéines, plus
particulierement des protéines sécrétées jouant un réle dans le phénomene d’invasion cellulaire par
exemple (famille des protéines ROP, SAG...). La susceptibilité de I'h6te va également jouer un role
important dans I’'expression clinique de I'infection, comme cela est démontré pour différentes lignées

de souris par exemple. Ainsi la sensibilité ou la résistance a I'infection chronique conduisant a une
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encéphalite est sous le contrble des génes du Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH). Chez la
souris, la présence du géne LY est corrélé a une résistance, et donc la formation d’une faible quantité
de kystes dans le cerveau. Chez 'Homme, certains polymorphismes des genes HLA, comme HLA-DQ1,

seraient des facteurs de résistance, alors que HLA-DQ3 serait un facteur de sensibilité [38].

5. Immunologie

La réponse immunitaire de I’h6te intermédiaire joue un role essentiel dans le cycle parasitaire de T.
gondii. L’activation de I'immunité acquise va conditionner la conversion du parasite vers sa forme
latente kystique, permettant ainsi I'établissement d’une infection chronique propice a la persistance

et a la transmission du parasite.

La réponse innée

En regle générale, I'infection débute au niveau de I'épithélium intestinal du fait de la contamination
par voie orale. La reconnaissance du parasite passe alors par la reconnaissance de Pathogen-
Associated Molecular Patterns (PAMPs) par des Toll Like Receptors spécifiques (TLR), principalement
TLR11 et TLR12 chez la souris. Les composés parasitaires reconnus par ces TLR sont la profiline et la
cyclophiline-18, deux protéines sécrétées par le parasite et lui permettant de pénétrer les cellules de
I’'hote et d’assurer le recrutement de cellules immunitaires respectivement. Ces deux ligands, par
I'intermédiaire d’une cascade moléculaire impliquant MyD88 et CCR5, vont stimuler la production
d’interleukine-12 (IL-12). Chez 'Homme, d’autres ligands et d’autres TLRs sont tres probablement

impliqués dans cette synthese d’IL-12.

Les cellules lymphoides innées (innate lymphoid cells, ILC) sont des effecteurs tissulaires qui se
distinguent des lymphocytes B et T par I'absence de récepteur de |'antigéne issu de réarrangements
géniques. Elles sont classées en trois groupes distincts (ILC1, ILC2 et ILC3) selon les facteurs de
transcription qu’elles expriment et selon leurs produits de sécrétion. Au niveau de I'épithélium
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intestinal, ce sont les ILC1 qui vont participer principalement a la réponse dirigée contre T. gondii. Les
ILC1 et les cellules NK qui leur sont apparentées (Natural Killer), sont caractérisées par leur capacité a
orienter vers une réponse Th1 par leur production de cytokines, telles que I'interféron-y (IFN-y) et le

Tumor Necrosis Factor-o (TNF-a).

La réponse acquise

La réponse acquise va ensuite permettre le recrutement de polynucléaires neutrophiles, de
macrophages et de cellules dendritiques immatures (iDC) vers le site de I'inflammation. En effet, les
cellules présentatrices d’antigénes (CPA) que sont les macrophages et les cellules dendritiques
matures (mDC) vont synthétiser des chimiokines comme CCL2 et CXCL2, aprés reconnaissance du
parasite, permettant la migration des monocytes et des neutrophiles vers le site de I'infection. Les
cellules dendritiques migrent ainsi vers les ganglions lymphatiques en maturant. Cette inflammation

intestinale provoque également le relargage d'IL-5 et d'IL-18, nécessaires a I'activation des NK.

Bien que les neutrophiles, les macrophages et les iDC sécrétent tous de I'lL-12, les mDC constituent la
source la plus importante de cette cytokine, stimulant ainsi la prolifération et I'activation des cellules
NK, des lymphocytes T CDs+ et T CDs+, provoquant ainsi une libération massive d’IFN-y. La phagocytose
des parasites par les macrophages provoque également une production massive de produits réactifs
de I'oxygéne et de I'azote, grace a la stimulation par I'IFN-y. Ce dernier stimule également I'indolamine-
2,3-dioxygénase (IDO), responsable d’une déplétion en tryptophane, mais également capable de

supprimer la croissance du parasite sur des cultures de fibroblastes [39].

La sécrétion de CCL3 et de CCL4 par les entérocytes recrute également des lymphocytes
intraépithéliaux. Ces lymphocytes produisent des cytokines anti-inflammatoires, tels que le
Transforming Growth Factor-B (TGF-B) et I'lL-10. Ces deux cytokines servent ainsi a limiter les
dommages inflammatoires de I'orientation Th1 en limitant I'activité macrophagique. Cette réponse
Th2 permet ainsi d’éviter I'emballement du systéeme immunitaire. L'IL-10 controle les effets

34



cytotoxiques de la phase aigué par un rétro-contréle négatif sur I'expression des cytokines pro-
inflammatoires ainsi que sur l'activité des cellules dendritiques, des cellules T, des NK et des
macrophages [40]. La lipoxine A4, quant a elle, est produite par les macrophages et inhibe la migration
et I'activation des cellules dendritiques. Elle contrdle les effets cytotoxiques lors de la phase chronique

de l'infection [41].

Il existe une voie indépendante des cellules de I'immunité faisant appel aux Immunity Related GTPases
(IRG) et aux p65 Guanylate-Binding Proteins (GBP). Ce sont des protéines dont la synthése est sous la
dépendance de I'lFN-y et qui participent a la réponse anti-toxoplasmique. Les IRG s’accumulent autour
de la membrane de la vacuole parasitophore afin de la détruire [42]. Les GBP ont un réle
complémentaire qui n’est pas élucidé, mais elles participent également a cette disruption
membranaire [43]. Il semblerait que ce processus soit étroitement régulé par des protéines impliquées

dans I'autophagie, ainsi que par des mécanismes d’ubiquitination des membranes [44]-[46].

Un dernier mécanisme semble jouer un réle fondamental dans la réponse a I'infection par T. gondii : il
s'agit de l'inflammasome. En effet, un défaut dans cette voie de signalisation conduit a une
multiplication incontrélée du parasite [47]. L'inflammasome, exprimé dans les cellules de la lignée
granulocytaire, est un complexe protéique oligomérique constitué de plusieurs protéines:
la caspase 1, PYCARD, NALP et la caspase 5. Il se forme a la suite de signaux extra-cellulaires et son
activation résulte en une cascade de signalisation conduisant a la production d’IL-1B et d’IL-18. Ces

dernieres vont permettre ensuite d’amplifier la production d’IFN-y.

La production d'anticorps, quant a elle, joue un réle minime dans la réponse immunitaire dirigée contre
T. gondii. Les immunoglobulines de type G (IgG) vont caractériser la phase chronique de l'infection. Les
anticorps sont dirigés contre les tachyzoites et permettent d’éviter une ré-infection en cas de nouveau

contact avec le parasite.
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Figure 5 : Mécanismes immunologiques suivant la reconnaissance de Toxoplasma gondii, d’apres Sasai et al, Int Immunol 2018

(48]

Franchissement des barrieres

Différentes équipes ont mis au jour plusieurs mécanismes de franchissement des barrieres de
I’organisme hote. Il pourrait se faire par un mécanisme d’entrée paracellulaire, similaire a celui que le
parasite utilise pour traverser I'épithélium intestinal [49], [50]. Un phénomeéne de migration
transcellulaire a été décrit par Konradt et al. Ainsi, aprés invasion cellulaire par le tachyzoite et
réplication de celui-ci dans les cellules endothéliales, il y a libération du parasite par explosion des
cellules permettant ainsi son passage [51]. Enfin, une troisieme voie fait appel a des cellules
immunitaires infectées (DC et monocytes) qui vont jouer le réle de « cheval de Troie » et traverser la
barriere hémato-encéphalique [52]-[54]. L'établissement d’une infection chronique du SNC se traduit

par la transition vers les formes bradyzoites contenues dans des kystes, présents dans les cellules
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infectées, sous le controle de la réponse immunitaire de I'h6te, principalement I'lFN-y. |l a été montré
que les kystes sont capables de persister de facon prolongée, peut étre pas définitive [55], mais
contrairement a ce que l'on pensait, ce sont des entités actives, réplicatives, stimulant sans cesse le

systeme immunitaire de I'h6te [3].

Mécanismes de persistance

Pour les souches de type Il et Ill, les tachyzoites échappent au systeme immunitaire en évoluant en
bradyzoites. Un équilibre s’établit alors entre le parasite et I'hGte, pouvant persister toute la vie sauf
en cas d'immunodépression locale ou systémique. L’h6te est donc incapable d’éliminer le parasite, qui
persiste sous forme kystique, sous le contréle de I'lFN-y et de I'lL-12. Plusieurs mécanismes sont
impliqgués dans I'établissement d’une infection latente, mettant en jeu différentes protéines
parasitaires. La protéine parasitaire ROP16 (protéine de rhoptrie) interfere avec la signalisation
cellulaire de I’h6te. En effet, aprés pénétration du noyau cellulaire, elle active parmi d’autres cibles,
les facteurs de transcription STAT3 et STAT6 par phosphorylation, et permet de diminuer la production
d’IL-12. Le polymorphisme de ROP16 retrouvé parmi les souches de type Il pourrait étre responsable
d’un défaut d’activation de cette voie de signalisation, permettant une production précoce d’IL-12
essentiel a la réponse immunitaire. La protéine des granules denses, GRA15, permet I'activation
directe de la protéine NF-kB dont I'activation permet la synthese d’IL-12. Les parasites de type Il ont
ainsi des niveaux d’activation de NF-kB plus élevés que les souches de type | [56]. La protéine ROP5,
essentielle a la virulence des souches de type | et Ill, possede un mode d’action qui n’est pas encore
connu. Elle fonctionnerait en association avec ROP18, qui permet la phosphorylation des IRG,

empéchant la destruction de la vacuole parasitophore.
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Figure 6 : Modulation des voies de signalization cellulaire par Toxoplasma gondii, d’apres Melo et al, Trends Parasitol, 2011

(40]

On comprend ainsi aisément que la virulence de T. gondii est directement dépendante de ses
effecteurs et que cela est conditionné par la modulation des voies de signalisation de I'inflammation
de I'hote. A l'inverse, la réaction inflammatoire va également conditionner la charge parasitaire et
I’établissement d’une infection latente sous contréle de celle-ci. Chez I'immunocompétent, le
remaniement permanent des kystes [3] et leur rupture occasionnelle sont a I'origine de I’entretien de

la réponse immunitaire humorale persistante.

6. Prévention

Les moyens de prévention consistent principalement en I'information et I'’éducation sanitaire des
populations a risque non immunisées, femmes enceintes et patients immunodéprimés. Ces mesures

ont donc pour objectif d’éviter une primo-infection, et sont conditionnées par les caractéristiques du
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cycle parasitaire que nous avons vu précédemment. Ainsi, pour éviter I'infection par les kystes présents

dans les muscles des hotes intermédiaires, il est recommandé de :

- neconsommer aucune viande mal cuite (surtout porc, agneau, gibier) : la viande doit étre cuite
a 67°C a cceur ou bien avoir été congelée trois jours a-12°C. Il est a noter que la salaison ou le
fumage ne détruisent pas les parasites.

- ne pas godter de viande crue.

- se laver les mains aprés avoir manipulé de la viande crue.

- laver avec du savon ou un détergent les ustensiles de cuisine et le plan de travail aprés avoir

manipulé de la viande crue.

Les mesures suivantes permettent d’éviter l'infection par les oocystes, excrétés dans le milieu

extérieur par I'hote définitif :

- éviter le contact direct avec le sol, du sable ou la litiere du chat ; si cela n’est pas possible,
porter des gants, et se laver soigneusement les mains apres.

- bien peler ou laver les fruits et les Iégumes consommeés crus.

- laver avec un détergent ou du savon I'ensemble des ustensiles de cuisine, le plan de travail et
ses mains apres avoir manipulé des aliments souillés par de la terre.

- ne pas boire de I'eau non traitée.

- éviter les fruits de mer.

La prévention passe également par la diminution des taux d’infection des animaux d’élevage. Ainsi,
I’élevage intensif avec des mesures adéquates de confinement et d’hygiene, permet I'élevage

d’animaux sans risque d’infection, comme c’est le cas aux Pays-Bas, par exemple [57].

De par sa biologie, T. gondii a atteint une position unique en parasitologie, mais également au sein du
vivant. Il est cosmopolite, réparti sur quasi toute la surface du globe terrestre et il infecte un nombre

important d’espéces animales, mais également un nombre d’individus extrémement important. Il est
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présent a la fois dans notre environnement et dans notre alimentation, et possede la capacité d’y
persister, faisant de lui une véritable bombe a retardement si I’'on considére les conséquences cliniques
potentiellement graves que ce parasite entraine, a la fois en médecine humaine et en médecine

vétérinaire.
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La toxoplasmose
congeénitale

Article dans un journal international avec comité de lecture
Teil J, Dupont D, Charpiat B, Corvaisier S, Vial T, Leboucher G, et al.

Treatment of Congenital Toxoplasmosis: Safety of the Sulfadoxine-Pyrimethamine
Combination in Children Based on a Method of Causality Assessment.

Pediatr Infect Dis J. 2016;35(6):634-8.

Conférence invitée : VI" International Congress On Congenital Toxoplasmosis, Matera, Italy,
16 septembre 2019

Damien Dupont. Do we have effective treatment? Prevention of congenital toxoplasmosis and

of clinical manifestations.
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La toxoplasmose congénitale expose a des lésions séveres

La toxoplasmose congénitale résulte de la transmission de T. gondii, sous sa forme tachyzoite a travers
le placenta, vers la circulation du feetus par voie hématogéne a 'occasion de la courte phase de
parasitémie qui fait suite a une infection maternelle pergravidique. La grande majorité des cas de
toxoplasmose congénitale découlent d’une primo-infection au cours de la grossesse. Des
contaminations foetales ont été beaucoup plus rarement décrites a la suite d’infections maternelles
survenues peu avant la conception [58], dans un contexte d’'immunodépression chez des femmes
présentant une infection préconceptionnelle [59] ou de recontamination par des souches virulentes
[60]. Le risque de transmission materno-feetale augmente avec I'augmentation des échanges
materno-foetaux au cours de la grossesse. Il est estimé a 1 % en début de grossesse, et augmente
progressivement jusqu’a atteindre 70 % juste avant l'accouchement [61]. Le risque global de
transmission, toutes périodes de grossesse confondues est estimé a 25 %. Les infections maternelles

survenant pendant le premier et le deuxieme trimestre de la grossesse exposent a un risque de lésions

séveres, neurologiques particulierement, étant donné le tropisme de T. gondii pour le systeme nerveux
central [62]. Elles sont plus rarement présentes en cas d’infection au troisieme trimestre [63]. Elles
résultent notamment d’une nécrose parenchymateuse diffuse ou multifocale. Les plus évocatrices sont
la ventriculomégalie et I'hydrocéphalie consécutives a un affaissement et a une obstruction de
I’'aqueduc de Sylvius et/ou du foramen de Monro par des tissus péri-ventriculaires nécrosés [62]. Leur
pronostic peut étre sévére en raison d’une évolution souvent rapide. Une microcéphalie est possible
aussi, par destruction du tissu cérébral. Les lésions parenchymateuses, dont les plus fréquentes sont
les calcifications ou nodules hyperéchogenes, sont de meilleur pronostic [64]. Elles sont cependant a
prendre en compte parce qu’elles majorent le risque de Iésions oculaires [65], [66]. Les plus fréquentes
sont les rétinochoroidites, consécutives a la nécrose de la rétine et a une inflammation de la choroide.

L'association d’une hydrocéphalie, de calcifications intra-parenchymateuses et de Ilésions de

rétinochoroidite constitue une triade classique chez le nouveau-né infecté au premier ou au deuxieme
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trimestre. Une ascite, une hépatosplénomeégalie et un retard de croissance intra-utérin sont également
observés. Des pertes foetales sont décrites en cas de contaminations maternelles précoces. Les
infections congénitales acquises au cours du troisieme trimestre de la grossesse sont le plus souvent
asymptomatiques a la naissance, mais comme les autres, peuvent entrainer la survenue de lésions
oculaires a type de rétinochoroidites dont les conséquences fonctionnelles peuvent étre séveres si
elles sont maculaires. Ces Iésions peuvent étre détectées a la naissance, mais également apparaitre
bien apres. Des cohortes historiques européennes font état de 90 % de lésions oculaires a 18 ans [67],
[68]. Des récidives parfois tardives de ces lésions rétiniennes sont fréquentes, et des complications a

type de décollement de rétine et de cataractes sont possibles [69], [70].

Les estimations de l'incidence de la toxoplasmose congénitale varient de 0,1 a 0,3 pour mille
naissances. Torgerson et Mastroiacovo ont estimé qu’elle était responsable de la perte de 1,20 millions

de DALYs (Disability Adjusted Life Years) chaque année [71]. Le poids de la maladie est particulierement

élevé en Amérique du Sud en raison de la plus grande virulence des souches [72], [73].

Region Incident Cases (95% CI) Incidence* (95% Cl) DALYs (95% CI) DALYs* (95%
Cl)

AFR D 26,500 (24,300-30,100) 2.0 (1.8-2.3) 171,500 (92,300-294,500) 13 (6.9-22)
AFRE 37,000 (33,900-41,000) 2.4 (2.2-2.5) 235,900 (129,600-379,000) 15 (8.3-24)
AMR A 2,940 (2360-3540) 0.6 (0.5-0.8) 19,700 (14,100-26,700) 4.2 (3.0-5.7)
AMR B 15,300 (13,100-17,800) 1.8 (1.5-2.0) 105,300 (82,500-127,500) 12 (9.4-15)
AMR C 5077 (4225-6792) 3.4 (2.5-4.1) 35,000 (24,400-41,200) 19 (13-22)
EMRB 8450 (6950-9530) 2.5(2.1-2.9) 53,900 (27,800-84,800) 17 (8.5-26)
EMR D 26,300 (21,200-31,200) 2.2 (1.7-2.6) 164,900 (84,600-277,800) 14 (6.9-23)
EURA 2170 (1900-2896) 0.5 (0.4-0.6) 13,600 (7,508-23,400) 2.8 (1.3-4.3)
EURB 5200 (4500-6090) 1.5(1.3-1.7) 32,200 (17,500-54,700) 9.2 (5.0-16)
EURC 4200 (3700-4800) 1.6 (1.4-1.8) 26,400 (14,400-42,700) 10 (5.4-16)
SEAR B 6430 (4240-8600) 1.3(0.9-1.7) 40,300 (18,700-71,800) 8.1(3.8-14)
SEAR D 25,400 (20,700-30,700) 0.8 (0.7-1.0) 158,300 (85,900-275,400) 5.1(2.8-8.9)
WPR A 960 (720-1200) 0.6 (0.9-1.3) 5950 (2900-10,100) 3.9 (1.9-6.6)
WPR B 24,200 (20,500-28,100) 1.1(0.9-1.3) 154,700 (81,200-253,000) 7.1(3.7-12)
Total 190,100 (179,300-206,300) 1.5(1.4-1.6) 1,200,000 (760,000-1,900,000) 9.6 (5.8-15)

AFR, African Region; AMR, Region of the Americas; CI, confidence interval; DALY, disability-adjusted life year; EMR, Eastern Mediterranean
Region; EUR, European Region; SEAR, Southeast Asia Region; WPR, Western Pacific Region. *Per 1000 live births.

Tableau 1 : Incidence globale et poids de la maladie selon la répartition par région de I'Organisation Mondiale

de la santé, Torgerson et al, Bull World Health Org 2013 [74]
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Le modele de prévention a la Francaise

Dans le but de réduire le nombre d’enfants séverement atteints, la France s’est dotée d’un programme
de prévention de la toxoplasmose congénitale qui n’a pas d’équivalent a ce jour. Il permet a la fois une
prévention primaire, secondaire et tertiaire de l'infection. Il prévoit en effet la réalisation d’une
sérologie de la toxoplasmose au cours du premier trimestre de sa grossesse chez toute femme ne
pouvant prouver son immunité. L'objectif est de rassurer les femmes qui sont immunisées et
d’informer celles qui ne le sont pas sur les précautions a prendre pour éviter une infection
pergravidique. Ces recommandations découlent directement des modes de contamination et ont été
évoquées précédemment. La proportion de femmes a risque augmente régulierement, d’'un 1 % par
an. Elle est actuellement de presque 70 % selon les estimations provenant de I'enquéte de périnatalité
2016. Le programme de prévention prévoit leur surveillance sérologique mensuelle dans I'objectif de
repérer rapidement toute apparition d’IgG qui indiquerait une infection maternelle pergravidique. Ce
diagnostic d’infection n’est en effet pas possible sur la seule base de la clinique. En effet, chez
I'immunocompétent, l'infection toxoplasmose aigué n’entraine que peu de signes cliniques, le plus
souvent bénins et non spécifiques, a type d’adénopathies, de fievre et d’asthénie, et décrits par 20 a
30 % des sujets seulement [75]. La découverte d’une séroconversion permet d’administrer rapidement
a la femme enceinte un traitement destiné a prévenir 'infection feetale. Il repose classiquement sur la
spiramycine, un antibiotique de la famille des macrolides, bien toléré et autorisé chez la femme
enceinte a toute période de la grossesse. Cette identification précoce et systématique des infections
maternelles permet également de procéder au diagnostic anténatal d’'une éventuelle infection
foetale qui serait survenue malgré le traitement maternel. Il repose sur la recherche de I’ADN
parasitaire dans le liquide amniotique grace a une amniocentese. Le résultat de cette analyse
moléculaire guide la décision thérapeutique jusqu’a I'accouchement : administration d’une association
pyriméthamine — sulfadiazine (ou sulfadoxine) en cas de PCR positive, ou maintien par prudence d’un

traitement par spiramycine jusqu’a l'accouchement en cas de PCR négative. Une surveillance
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échographique est également réalisée pour rassurer les futurs parents sur I'absence de toute lésion
cérébrale sévere qui, apres discussion devant un comité d’experts, pourrait amener a décider d’'une
interruption de grossesse. A la naissance, tout enfant né d’'une mére ayant présenté une infection
pergravidique bénéficie d’un examen clinique orienté vers la recherche de troubles neurologiques,
complété par une échographie transfontanellaire (voire une IRM en cas de doute), et d’'un examen du
fond d’ceil. Un bilan biologique est réalisé qui repose essentiellement sur la recherche chez I'enfant
d’une néosynthese d’lgG, d’lgM et d’IgA qui indiquerait une toxoplasmose congénitale. Des recherches
d’ADN parasitaire dans le placenta, et le sang de I’enfant, ou des tests d’exploration de I'immunité
cellulaire sont parfois associés. Les enfants qui sont reconnus avant ou aprés leur naissance comme
étant contaminés, bénéficient alors d’un traitement par une association de pyriméthamine et d’un
sulfamide pendant une durée de 12 mois. L’objectif est de prévenir la survenue de Iésions oculaires a
long terme. Les recommandations prévoient qu’une surveillance ophtalmologique soit réalisée sans
limite de temps du fait de la possibilité de survenue tardive de rétinochoroidites [76]. D’autres
complications peuvent apparaitre lors d’un suivi clinique prolongé, telles qu’un retard au
développement psychomoteur, une hyperactivité, des troubles du sommeil ou un syndrome des

jambes sans repos, selon les observations faites dans le cadre de la cohorte lyonnaise Toxo-Ly.

Ce programme repose de facon importante sur la biologie, et sur I'expertise de laboratoires de
référence pour identifier les femmes a risque, reconnaitre d’éventuelles infections pergravidiques lors
de la premiére sérologie ou lors des sérologies suivantes, estimer la date de I'infection maternelle pour
estimer les risques pour I'enfant, et diagnostiquer une infection congénitale avant ou aprés la

naissance. Des recommandations précises faites a partir d’évaluations réguliéres sont disponibles [77].

La question des protocoles thérapeutiques est, bien s(ir, également essentielle. Des recommandations
sont disponibles a destination des obstétriciens et des pédiatres [76]. A défaut d’avoir été évalués
contre placebo lors de la mise en place du programme ou depuis, leur impact a été apprécié par
plusieurs types d’études épidémiologiques. Il est admis qu’un traitement administré rapidement aprés
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I'infection maternelle réduit le risque de transmission [78]. Des données provenant de la cohorte
lyonnaise ont également montré que le diagnostic anténatal des foetus infectés et leur traitement
anténatal rapide et postnatal prolongé réduisent les séquelles a court terme [79]. Les données du
programme de surveillance Toxosurv sont également trés claires: seuls environ 150 cas de
toxoplasmose congénitale sont déclarés par an, et seul un tres petit nombre d’entre eux présentent

des lésions cérébrales, découvertes in utero ou a la naissance (Figure 7).

Cas de toxoplasmose congénitale
151

I T 1
Interruptions Issues inconnues Naissances
grossesse 22 120
9 (3 anomalies échographiques (108 asymptomatiques)
ou IRM)
I . 1 ————
IMG Mort Formes Formes
foetale modérées sévéres
6 3 9 3
6 anomalies 1 échographie F7Cic 2 choriorétinites
échographicques pathologique maculaires
6 CIC” seule (dont 1 avec CIC*)
1 dilatation 1cIc” 1 hydrocéphalie
2 calcifications ventriculaire + chorioreétinite

intracraniennes +(TC disséminée) L, E;;'rl:gree"m:;s

parenchymateuses - -
4 dilatations 2 échographies périphériques D
ventriculaires nsp
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calcification
intracranienne
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hépatosplénomégalie
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anomalie autre

Figure 7 : Récapitulatif des cas de toxoplasmose congénitale diagnostiqués en France du 1* janvier ou
31 décembre 2018 (n = 151) (http://cnrtoxoplasmose.chu-reims.fr/wp-content/uploads/2020/03/TC-2018-Site-
int.pdf)

La question de I'innocuité du traitement postnatal prolongé était une préoccupation importante des
parents et des pédiatres. Ces traitements reposent en effet sur I'association de la pyriméthamine et
d’un sulfamide pendant une durée de 12 mois. Selon les protocoles utilisés en France, le sulfamide
peut étre de la sulfadiazine (qui nécessite une administration quotidienne, en raison de sa demi-vie de
13 heures) ou de la sufadoxine, dont la demi-vie plus longue (8 jours), permet une administration
hebdomadaire. Il s’agit des seuls traitements validés. Ces molécules sont associées a un risque de
neutropénie, voire d’agranulocytose, et de lésions cutanées séveres de type Lyell, d’ou une inquiétude

bien légitime des parents, et le besoin de pouvoir donner aux cliniciens des informations claires sur les
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risques encourus et sur la surveillance a mettre en ceuvre. Cette question de la tolérance du traitement

postnatal a ainsi fait I'objet d’un travail personnel (Article 1).

Travail personnel

L’objectif de ce travail était de répondre a la question : quels sont les risques d’un traitement, associant
un sulfamide et la pyriméthamine, administré pendant 12 mois, a visée préventive, a tous les
nouveaux-nés présentant une toxoplasmose congénitale, dont une trés grande majorité présente une
forme infra-clinique ? Aucune des études publiées jusqu’alors ne répondait a la question de fagon
satisfaisante, en terme de nombre d’effets indésirables mesurés, de détails dans le degré d’anomalie

observée et de preuve de causalité.

Ce travail a été réalisé au sein d’une cohorte de 65 nouveau-nés (dont 35, soit 53 %, de sexe féminin)
consécutifs présentant une toxoplasmose congénitale infra-clinique (a I'exception de calcifications
dans un cas) confirmée dans notre service a I’h6pital de la Croix-Rousse, et suivis a notre consultation.
lIs ont tous bénéficié d’un traitement constitué d’une association de sulfadiazine (25 mg/kg/toutes les
8 heures) et de pyriméthamine (3 mg/kg tous les trois jours) pendant 8 semaines, puis de 10 mois
d’une combinaison de sulfadoxine (25 mg/kg tous les 10 jours) et de pyriméthamine (1,25 mg/kg tous
les 10 jours) sous supplémentation par 50 mg d’acide folinique tous les sept jours. Les traitements
étaient préparés par la pharmacie de I’'hopital de la Croix Rousse sous la forme de gélules, pour pallier
I"absence de formulation pédiatrique en France. Les gélules étaient préparées sous forme d’un sachet
pour chaque prise avec un calendrier prévisionnel des prises et un formulaire a tenir a jour par les
parents, concernant les jours et horaires effectifs des prises, d’éventuelles erreurs d’administration, la
survenue de régurgitations ou vomissements, ou de tout autre évenement clinique. Une numération-
formule sanguine était réalisée, avant le début du traitement, puis 15 jours plus tard, puis tous les
mois. Les consultations, réalisées tous les deux a trois mois selon I'age des enfants, permettaient de
réaliser un examen clinique, de réajuster la posologie du traitement en fonction du poids et de

recueillir tous les événements cliniques survenus dans l'intervalle de deux consultations. Si nécessaire,
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des échanges avaient lieu avec les parents en dehors de toute consultation. L’évaluation a porté sur la
numeération sanguine, - et notamment sur le taux d’hémoglobine, le volume globulaire moyen, et le
taux de plaquettes- et sur d’éventuels évenements cliniques, cutanés plus particulierement.
L'imputabilité a été évaluée selon la méthode francgaise d’évaluation de causalité en pharmacovigilance

[80], ce qui était un avantage majeur par rapport aux autres études réalisées sur le sujet.

Neuf enfants ont présenté un moins un évenement clinique indésirable ce qui correspondait a 0,29 cas
par patient-année. Il s’agissait surtout de vomissements (n=7), mais aussi de diarrhées (n=4),
d’agitation (n=4) ou d’un érytheme (n=1). Aucun n’a été attribué au traitement. Au total, sept
anomalies hématologiques ont été notées comme possiblement dues au traitement, dont quatre ont

amené a l'interrompre. Aucune n’était sévere.

Ce travail a eu des retombées multiples

Il a tout d’abord permis de vérifier la bonne tolérance clinique et biologique de I'association
sulfadiazine et pyriméthamine, qui est utilisée pendant les deux premiers mois de traitement, pour
vérifier I'absence d’intolérance constitutionnelle aux sulfamides, avant de passer a 'utilisation d’un
sulfamide a demi-vie lente pendant 10 mois. Ceci est une information essentielle dans la mesure ou ce
traitement est proposé de facon systématique a la naissance a tout nouveau-né identifié comme
contaminé grace au programme de dépistage national francais. Le fait qu’il s’agisse d’un traitement a
visée préventive donné a des enfants qui sont en bonne santé le plus souvent, rendait cette exigence
de vérification encore plus forte. En effet, il ne serait pas éthique d’exposer ces enfants a un traitement
préventif potentiellement dangereux. La tolérance que nous avons observée est meilleure que celle
signalée en cas d’administration de sulfadiazine et de pyriméthamine pendant 12 mois, qui selon
McLeod et al. provoquerait une neutropénie réversible dans 50 % des cas [81]. La preuve de cette
bonne tolérance permet de rassurer les parents et ainsi d’augmenter la compliance au traitement.
Notre préconisation d’une supplémentation tres large par une dose de 50 mg d’acide folinique par

semaine contribue sans doute a expliquer la bonne tolérance hématologique. En effet, des taux plus
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élevés d’atteinte hématologique ont été décrits par des équipes utilisant des supplémentations a doses
plus faibles. La survenue de neutropénies non sévéres incite a maintenir une surveillance
hématologique a J3, J15 puis tous les mois, et a respecter les critéres d’arrét de traitement, jugés
comme suffisants. Ce travail valide la collaboration avec une pharmacie hospitaliere pour la
préparation de gélules adaptées au poids de I'enfant et conditionnées pour chaque prise, pour éviter
toute erreur ou surdosage. Globalement, ce travail contribue a pouvoir proposer comme modele le
programme frangais qui a changé de fagon significative I’épidémiologie de la toxoplasmose en France.
Sa rentabilité a été évaluée favorablement par rapport a un programme néonatal, certes moins
coliteux, mais moins susceptible de réduire les séquelles neurologiques et oculaires de la
toxoplasmose congénitale [82]. Une étude colt-bénéfice est en cours, dont les premiers résultats

semblent valider le fait que le programme de prévention francais est rentable et doive étre maintenu.
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ANTIMICROBIAL REPORTS

Treatment of Congenital Toxoplasmosis

Safety of the Sulfadoxine—Pyrimethamine Combination in Children Based on a
Method of Causality Assessment
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Thierry Vial, MD, ¥ Gilles Leboucher, PharmD,* Martine Wallon, MD, -} and Frangois Peyron, MD7

Background: The treatment of newborns and infants with congenital toxo-
plasmosis is standard practice. Some observational studies have examined
safety in newborns, but most of these failed to provide sufficient details for
a provisional assessment of causality. The aim of this study was to evaluate
the clinical and biological adverse effects of the combination of sulfadox-
ine—pyrimethamine.

Methods: Sixty-five children treated for 1 year with a combination of sulf-
adoxine—pyrimethamine (1 dose every 10 days) for congenital toxoplasmo-
sis were followed up to evaluate abnormal hematological values and poten-
tial adverse events using a standardized method of causality assessment.
Results: Nine patients (13.8%) presented at least | adverse clinical event
that was nonspecific, such as diarrhea on the day of drug administration,
vomiting and agitation. In | patient, erythema appeared at the end of the
treatment and resolved within 10 days. None of these events was attributed
to the treatment. Six patients (9.2%) developed an adverse hematological
event (neutropenia, n = 3; eosinophilia, n = 2 and both anemia and eosino-
philia, n = 1) that was considered to be possibly related to the sulfadoxine—
pyrimethamine combination. Four treatments were temporarily interrupted,
and toxicity was observed after readministration of treatment in | case only.
However, none of these adverse events was life threatening.

Conclusions: According to our results and previously published data, the com-
bination of sulfadoxine-pyrimethamine seems to be well tolerated. However, the
sample size of our study was too small to rule out the risk of less frequent, but
nevertheless severe, reactions and, in particular, of hypersensitivity reactions.

Key Words: congenital toxoplasmosis, sulfadoxine-pyrimethamine, safety,
side effects
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aternal infection with Toxoplasma gondii during pregnancy
exposes the fetuses to a risk of congenital infection through

634 | www.pidj.com

transplacental transmission. Congenital toxoplasmosis is a poten-
tially severe infection, the incidence and severity of which depends
on the gestational stage at the time of maternal acquisition. The
consequences for the fetus range from subclinical to life-threaten-
ing manifestations, such as miscarriages, stillbirths and neurologi-
cal (hydrocephalus, meningoencephalitis and retinochoroiditis) or
ocular (chorioretinitis) abnormalities.' In France, monthly prenatal
screening has been mandatory since 1992. Pregnancy follow-up
allows the early detection of severe fetal abnormalities.? To pre-
vent sequelae and/or to reduce long-term lesions, infected infants
are traditionally treated with a combination of pyrimethamine and
sulfonamides,’ but no consensual treatment regimen exists because
no randomized controlled trial showing the significant efficacy
of prenatal and postnatal treatment has been conducted. Recent
reports found indirect evidence that early prenatal and postnatal
treatments reduce the incidence of sequelae.** Due to monthly
screening, infected infants in France are mostly asymptomatic in
contrast to those in North or South America.®” In our settings, treat-
ment comprises a combination of pyrimethamine and sulfadoxine
(Fansidar®), both of which are long half-life drugs that act syner-
gistically on T gondii. This drug combination can be administered
orally and has the advantage of only requiring an intake every week
or 10 days. Its possible side effects include bone marrow suppres-
sion that is responsible for reversible neutropenia or anemia and
acute hypersensitivity skin reactions, such as life-threatening Lyell
or Stevens—Johnson syndromes. It is administered concomitantly
with folinic acid to prevent hematological toxicity. However, infor-
mation on the safety of the different drug regimens is lacking.” The
aim of this study was to evaluate the incidence of the biological
and clinical adverse effects of the combination of sulfadoxine—
pyrimethamine (Pyr-SDX) in a series of infants with congenital
toxoplasmosis monitored in 1 center according to a standardized
causality assessment method after having defined normal values for
blood cell counts as recommended by the International Society for
Pharmacoepidemiology and the International Society of Pharma-
covigilance.”

METHODS
Study Design

This was a retrospective study. Neonates with confirmed
congenital toxoplasmosis who received at least 1 dose of Pyr—-SDX
were included in the study and were followed at the parasitology
outpatient clinic of the Croix-Rousse University Hospital, Lyon,
France. Following a standardized protocol with regular visits every
2-3 months according to their age, children underwent clinical
examinations and blood tests, comprising blood cell counts, immu-
noglobulins levels and measurement of drug concentrations to
assess drug intake and pharmacokinetics.'™!"" All of these labora-
tory tests were performed in hospital laboratories at the Hospices
Civils de Lyon, France. During the period between visits, blood cell
counts were performed monthly by various private laboratories.
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Congenital Toxoplasmosis

Neonates were given an 8-week course of pyrimethamine
(3mg/kg every 3 days), sulfadiazine (25 mg/kg every 8 hours) and
folinic acid (50 mg every 7 days orally) until 2 months old followed
by a 10-month course of pyrimethamine (1.25 mg/kg every 10 days)/
sulfadoxine (25mg/kg every 10 days; Fansidar®) and folinic acid
(50mg every 7 days) and were monitored hematologically twice
during the first month and once a month thereafter, as described
previously." The results were then transmitted to the parasitology
department. Capsules adapted to body weight were delivered every
3 months. The pharmacist prepared each dose in individual bags on
which the date of administration was written. Parents were given a
calendar with the scheduled dates of administration, and they were
asked to report the hour and the date of administration on that cal-
endar and bring it back on the subsequent visit.

There was no referral to any Clinical Ethics Committee,
but patients were informed that, unless they had any objections,
the clinical and biological data might be used for publication. This
study did not involve any supplementary invasive gestures other
than those usually undertaken in a regular follow-up of congenitally
infected children.

Drug Withdrawal
According to the attending physicians, drugs were withheld:

- when the absolute neutrophil count was below 750/mm®,
when anemia was not tolerated and
when clinical adverse effects were not tolerated.

Data Collection

Data were collected from medical and pharmacy files in an
ACCESS database. Hematological data and information on clini-
cal adverse events and clinical tolerance were extracted from the
medical files. Life-threatening adverse events, such as Lyell or
Stevens—Johnson syndromes or agranulocytosis, were considered
to be severe side effects. Prescriptions (date, dosage and number of
capsules prepared and delivered) and administration calendars were
extracted from the pharmacy files.

Assessment of Drug Causality

For each patient, blood cell counts, hemoglobin, mean glob-
ular volume and platelet counts were regularly monitored during the
treatment. The thresholds of each hematological parameter, deter-
mined according to data from a reference book,'? are presented in
Table 1. Each adverse event was notified to the pharmacovigilance
unit. The evaluation of a causal relationship between drug admin-
istration and adverse effects was scored using the French drug
reaction assessment method (including the categories “certain,”

TABLE 1.
Parameters

Threshold Values of Hematological

Age Threshold Values

Hemoglobin Newborn

14.5g/dL (at 3 days)
13.5g/dL (at 7 days)
12.5g/dL (at 14 days)

30 days 10g/dL
2 months 9g/dL
3-6 months 9.5g/dL
6 months-2 years 10.5g/dL
2-6 years 11.5g/dL
Neutrophils 2 months—1 year 1000/mm?®
>1 year 1500/mm®
Platelets 150.10%L
Eosinophils 700/mm*

Adapted from Schaison et al."*

© 2016 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

”

“probable,” “possible,” “unlikely” and “unclassifiable™) by a staff
of physicians from the pharmacovigilance center and after discus-
sion with the physicians who took care of the patients in cases of
disagreement.'?

”

RESULTS

Study Population

Sixty-five children were included [30 boys (46.1%) and 35
girls (53.9%)]. Presumed contamination occurred at a median of 27
postconceptional weeks (range 1-40). Maternal treatment was ini-
tiated in 44 cases (67.7%). Median pregnancy term was 39 weeks
of amenorrhea (range: 32 + | day—42). Median birth weight was
3210g (range: 1440-4260). At birth, no clinical sign of congenital
toxoplasmosis was observed in 64 cases (98.5%). Only 1 case with
intracerebral calcifications was detected (1.5%). No other comor-
bidity was observed in 61 cases (94%). We reported ventricular dil-
atation in | case, retina hemorrhage in another case, pneumothorax
in a third case and a last case of parietal cephalhaematoma associ-
ated with right kidney dilatation. They started Pyr-SDX treatment
at a mean of 63.9 days old. The mean duration of treatment was
395.8 days with a median of 406 and a range of 167-581 days, and
the total follow-up time was 65.4 patient-years.

Compliance

Although at least 1 calendar was not fully completed or was
not returned to the pharmacy for 17 patients (26.1%), the meas-
ured drug concentrations confirmed regular drug intake among the
whole cohort.

Clinical Tolerance

Among the 65 patients, 9 (13.8%) experienced at least |
adverse clinical event, such as diarrhea on the day of drug intake
(n=4), vomiting (n = 7) or agitation (n = 4). In 1 patient, erythema
was noted at the end of the treatment and resolved within 10 days.
These adverse clinical events represented 0.29 cases per patient-
years, but none was attributed to the treatment.

Hematological Tolerance

Thirty-seven patients (56.9%) had at least 1 abnormal hema-
tological value leading to a total incidence of 57 biological adverse
events. These hematological adverse events represented 0.87 cases
per patient-years and their main characteristics are presented in
Table 2.

Anemia was found on 1 to 5 occasions during the treatment
in 14 patients (21.5%), but only led to the discontinuation of treat-
ment in 1 case, and was normocytic (n = 12) or microcytic (n = 2);
no case of macrocytic anemia was noted and no anemia recurred
after the reintroduction of treatment.

Neutropenia was observed on 1 to 4 occasions in 21 patients
(32.3%) and led to the discontinuation of treatment in 6 cases. In
4 instances (3 patients, 4.6%), neutropenia was considered to be
drug related and led systematically to the discontinuation of treat-
ment. In these patients, the neutrophil counts ranged from 510/mm?*
to 880/mm?’ (grade 3 neutropenia). In 1 patient, grade 3 neutropenia
occurred after 33 days of treatment, resolved after drug discontinu-
ation and recurred after re-administration of Pyr-SDX. Subsequent
retreatment was well tolerated with no recurrence of neutropenia.
Accordingly, this case was rated as possible rather than certain. In
2 other patients who experienced reversible neutropenia, drug read-
ministration was not associated with a recurrence of the disorder.

Thrombocytopenia was observed on 1 occasion in 5 sub-
jects (7.7%). None was attributed to drug exposure after causality
assessment and none required the discontinuation of treatment.
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TABLE 2. Characteristics of Hematological Adverse Events During Sulfadoxine Pyrimethamine Treatment

Time of Event

After the First

Pyrimethamine
Sulfadoxine

Duration of

Number of Events Related
to Drug After Causality

Number of Events Assessment//Number of

Intake (Days) Event (Days) Per Patient Patients with an Adverse
Number of Event Attributed to
Patients Mean Interval Mean Interval Mean Treatment
Anemia 14 (20.6%) 203.5 19-470 38.9 10-113 1 0
Neutropenia 21 (30.9%) 157.3 5-385 23.8 9-62 Al 4//3 patients (4.6%)
Thrombocy- 5(7.3%) 173.2 52-350 21.6 14-34 il 0
topenia

Eosinophilia 17 (25%) 155.8 12-442 38.1 9-79 1.5 3//3 patients (4.6%)

For definitions of anemia, neutropenia, thrombocytopenia and eosinophilia please refer Table 1.

NA indicates not applicable.

TABLE 3. Adverse Event Considered as Drug-Related Adverse Event Rated as “Possible” and Previous Treatment

Time to Toxicity Other Adverse Effect
Type of Occurrence Duration After Treatment During the
Patient Adverse Value After the First of the Event Treatment. Reintroduction Before Initial
Number Event (/mm?) Intake (Days) (Days) Discontinuation of Treatment. Pyr-SDX Treatment
20 Neutropenia 673 33 13 Yes Yes Pyr-SDZ No
Neutropenia 880 94 T Yes No
40 Neutropenia 700 91 31 Yes No Pyr-SDZ No
b6 Neutropenia 510 64 26 Yes No Pyr-SDZ No
27 Eosinophilia 1375 290 Not resolved No NA Pyr-SDZ No
at the end of
treatment
30 Eosinophilia 970 127 71 No NA None
58 Eosinophilia 910 83 68 No NA Pyr-SDZ Eosinophilia

Hb indicates hemoglobin; MCV, mean cell volume; NA, not applicable.

The eosinophil count was greater than 700/mm?® on | to
4 occasions in 17 patients (26.1%) and was considered to be drug
related and rated as “possible” in 3 subjects (4.6%), but did not
result in the discontinuation of treatment,

Overall, a total of 7 hematological adverse effects in
6 patients (9.2%) were rated as “possibly” drug related (Table 3).
None of these was considered to be a severe side effect. Four treat-
ments were temporarily interrupted because of possible drug-
related adverse effects.

DISCUSSION

The aim of this study was to evaluate the safety of Pyr—-SDX
in 65 infants treated for congenital toxoplasmosis. Fifteen clinical
adverse events (mostly vomiting) were observed in 9 patients but
were not attributed to Pyr-SDX treatment. Only 7 hematological
events, mostly neutropenia, observed in 6 children (9.2%) were
considered as possibly being related to the Pyr-SDX combination,
but none was rated as “certain,” using a standardized method for
causality assessment. Thus, our main finding was that clinical and
hematological tolerance was satisfactory. Most of the hematologi-
cal abnormalities observed in our series were not related to Pyr—
SDX treatment because they were not observed when treatment
was reintroduced. We believe that they were due to other external
factors, such as iron deficiency that caused anemia, atopy or par-
asitic infections that caused eosinophilia and viral infections for
example that caused neutropenia. Moreover immune neutropenia
can reasonably be excluded as it was transient in our children,"'?
although no specific investigation was undertaken. Unfortunately,
we were not able to compare our data to a control group. The most
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appropriate control group would have been untreated infected chil-
dren which is unconceivable with respect to ethical considerations.

Other limitations of the study are the consequences of the
retrospective design of this study. First, the patient follow-up,
which included intake reports and repeated measures of serum
concentrations, gave assurance of compliance with treatment and
can be regarded as the strong point of this study. However, blood
cell count results were not systematically transmitted to parasitolo-
gists between outpatient clinic referrals, and such missing data may
be a matter of concern when assessing a causal relationship with
toxoplasmosis treatment, leading to a risk of underestimation. The
quasi-random blood sampling design adopted for pharmacokinetic
purposes did not allow an evaluation of the relationship between
adverse effects and measured concentrations, because the time
lapse between drug intake and blood sampling varied from less than
1 hour to more than 10 days.

All of the other studies using the combination of Pyr—
SDX'!% failed to provide sufficient details for a differential
diagnosis or provisional assessment of a cause-effect association.
Furthermore, a comparison between our results and a review of
the literature is difficult for several reasons. First, the therapeutic
schedules used are different: the length of therapy, dosing and the
rhythm of drug intake vary from 1 protocol to another: the length
of treatment ranged from 5 months to 2 years and the doses of
pyrimethamine varied from 1.25mg/kg/15 days to 1 mg/kg/day.
Second, none of these studies used a standardized method to assess
the case-causality relationship between the drug and adverse
events: only 3 articles indicated thresholds of parameters regarded
as abnormal for hematological adverse events, and all were dif-
ferent from ours. Third, details were not provided regarding the
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number of events per subject and the recurrence of events after the
resumption of drug therapy was not reported. Moreover, the char-
acteristics of anemia were not reported.

Our 9.2% rate of hematological adverse events was mark-
edly higher than that reported in other studies using the same doses
(25 and 1.25 mg/kg) and a similar rhythm of intake of Pyr—SDX.'®!7
Conversely, Bloom et al,'® using doses twice as high as ours,
reported a 15.8% rate of children with at least 1 occurrence of neu-
tropenia, which was markedly higher than the 4.6% rate observed
in our study.

Some clinicians in France and elsewhere use a combina-
tion of pyrimethamine with sulfadiazine (Pyr-SDZ) rather than
sulfadoxine. The reasons for this might be the unavailability of
Pyr-SDX in some countries (eg, in the USA), the preference for a
sulfamide with a shorter half-life in the event of an overdose or the
fact that higher doses of pyrimethamine are preferable in cases of
severe infections even though no studies have demonstrated their
added benefit.""?* The doses of pyrimethamine administered when
Fansidar® tablets are used are 6 times lower than those in proto-
cols that use Pyr-SDZ. Thus, the studies using Pyr-SDZ provided
higher doses and rhythm of intake of pyrimethamine (0.5-1mg/
kg every day or every 3 days vs. 1.25mg/kg every 10 days in our
series). In contrast, a lower hematological tolerance was reported
by all authors. Some patients in the studies of Couvreur et al’! and
Guerina et al” presented anemia (3.5% and 14.8%, respectively;
no characteristics indicated), which might be related to the lower
dose of folinic acid prescribed. No treatment-related anemia was
observed in our study and we observed no macrocytic anemia,
which is a sign of folate deficiency possibly because of antitoxo-
plasmic drugs. With regard to neutropenia, 4 studies reported a
higher rate than ours: 58% and 50%, respectively, versus 32.3%
of occurrences of neutropenia,”** whereas Guerina et al* and
Schmidt et al*® reported that 14.9% of 47 children and 12.5% of
48 children, respectively, had an occurrence of neutropenia lower
than 500/mm?, rates which were also higher than our rate of 4.6%.
McLeod et al** showed that reversible neutropenia was a primary
side effect, which was in keeping with our findings that higher
doses led to a greater likelihood of multiple episodes of reversible
neutropenia.

These results suggested that the administration of a Pyr—
SDZ combination every day would induce more neutropenia than
that of Pyr-SDX every 10 days, as observed by Villena et al."”
However, no study has described the dose/effect and concentration/
effect relationships of both drugs.”” Moreover, the intake rhythm
(once every 10 days) and capsules adapted to body weight enhance
the compliance with treatment. Thus, providing Pyr-SDX in set-
tings where it is not currently available may be of interest because
no other treatment regimen has been proven to be more efficacious.

McAuley et al”* observed 1 case of eosinophilia among 37
children. We noted eosinophilia in 17 subjects on 23 occasions,
only 3 of which were attributed to treatment and rated as “possi-
ble.” This result must be interpreted with caution because transient
eosinophilia could be related to other causes, such as atopy. Cuta-
neous eruptions have been described in 1 study using Pyr—SDZ.%!
Among our patients, only 1 child presented a cutaneous erythema
at the end of the treatment. Vomiting, diarrhea and agitation are fre-
quent disorders in infants and could not be attributed to treatment
without any formal proof because they resolved although therapy
was continued.

To date, no severe clinical adverse events have been reported
in cohorts of children treated for congenital toxoplasmosis. How-
ever, McLeod et al*® recently described the case of a child with
congenital toxoplasmosis who developed a severe, potentially fatal
hypersensitivity reaction after Pyr—SDZ intake. The reaction was

© 2016 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

similar to the “DRESS syndrome” (drug rash with eosinophilia and
systemic symptoms syndrome). The risk of Lyell or Stevens—John-
son syndromes cannot be excluded during the use of these mol-
ecules for the treatment of congenital toxoplasmosis. In children
less than 15 years old who were treated for malaria, Gimnig et al*’
estimated that the frequency of serious cutaneous disorders related
to the intake of a Pyr-SDX combination was 0.3 cases for 100,000
exposures.

According to our results, Pyr-SDX seems to be well toler-
ated, which is in keeping with the results of Genuini et al** who
reported that a pyrimethamine overdose in a case of congenital
toxoplasmosis with favorable outcome was associated with tran-
sient side effects. We did not observe any serious adverse events
that could be related to treatment (such as severe neutropenia).
Resumption of treatment was well tolerated in all cases and each
child completed the full treatment. However, the number of patients
was too small to show rare and severe adverse events, such as Lyell
or Stevens—Johnson syndromes. Studies reporting data on the
safety of congenital toxoplasmosis therapy showed good tolerance
of the treatment''* and thus, we call for the wider availability of
Pyr—SDX for use in nonsevere cases at least. Hematological side
effects can be prevented by the administration of folinic acid, but
the risk of severe cutaneous reactions is real and must be kept in
mind. It appears imperative, at the present time, to undertake larger
randomized controlled trials to compare the efficacy and safety of
different postnatal treatment regimens for congenital toxoplasmo-
sis, mainly in asymptomatic children who are treated to prevent
the apparition of sequelae, and study the possibility of reducing
the length of treatment. For example, in France, the TOSCANE
study is aimed at demonstrating the noninferiority of effectiveness
of short-term treatment.*' Moreover, long-term follow-up is needed
to assess the risk of the occurrence of allergies in cases of the sub-
sequent administration of antitoxoplasmosis drugs. It has been
hypothesized that Pyr-SDZ may be more efficient than Pyr-SDX
in vitro® but no in vivo data are available to support this.

In conclusion, if we consider that both treatment regimens
may be equivalent, then safety and the ease of use might be taken
into account. Several studies have chosen to use Pyr—SDX, 3%
an association that is less constraining than Pyr-SDZ, and our
study supports this choice by highlighting the good tolerance of
Pyr-SDX.
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Dans le cadre de ma thése, je me suis également intéressé a la toxoplasmose de I'immunodéprimé
dont les conséquences séveres et la mortablité importante ont été révélées de fagon dramatique dans
les années 1980 dans le cadre de I'épidémie de VIH, et qui concerne actuellement un nombre croissant

de patients, de profils variés.

Une hétérogénéité des situations

Le risque principal dans ce contexte est la réactivation d’une infection toxoplasmique ancienne
conduisant a la rupture de kystes déja présents chez I'h6te, présentant une baisse de I'immunité
cellulaire, comme c’est le cas dans l'infection par le Virus de I'lmmunodéficience Humaine (VIH, la
toxoplasmose étant considéré comme une infection opportuniste révélatrice du Syndrome d’Immuno-
Déficience Acquise, SIDA), en oncologie [83], [84] ou en hématologie avec [l'utilisation de
chimiothérapies de plus en plus immunosuppressives, mais également, chez les patients transplantés
d’organe solide. Une derniere catégorie de patients a risque de réactivation est constituée par les
patients atteints de déficits immunitaires ou traités par biothérapie [85]—[89]. Dans le cas de greffe de
cellules souches hématopoiétiques, les patients ayant recu une greffe allogénique de cellules souches
hématopoiétiques représentent la catégorie la plus a risque de réactivation d’infection chronique, lors
du conditionnement pré-greffe [90]. L'incidence de la maladie varie alors entre 0,5 et 4 % [91], [92].
Les kystes peuvent également étre apportés via le greffon, a partir d’un donneur séropositif, a un
receveur séronégatif. Le risque de transmission est fonction du type d’organe greffé. Ainsi, les organes
les plus a risque sont les transplantations de cceur, et de coeur-poumons du fait du tropisme de T.
gondii pour le tissu musculaire strié [93]. La toxoplasmose est reconnue comme une complication
infectieuse dans le contexte de greffe cardiaque et a ainsi motivé |'utilisation de chimioprophylaxie

afin d’en limiter I'incidence.
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Il est a noter qu’un patient immunodéprimé est aussi a risque de s’infecter par voie orale, et que les
mesures de prévention, vues précédemment, doivent s’appliquer a ces catégories de populations a

risque.

Des conséquences cliniques souvent dramatiques

Les manifestations cliniques sont majoritairement des encéphalites ou des abcés cérébraux conduisant
a des symptomes a type de fiévre, céphalées, ataxie, hémiparésie, Iéthargie, confusion, crises tonico-
cloniques ou déficit sensori-moteur. Les signes retrouvés le plus fréquemment sont I’hémiparésie et
les troubles du langage. L’évolution peut étre brutale ou s’étendre sur plusieurs semaines. C'est ce

type de présentation clinique qui était retrouvé chez les patients VIH+.

Avec I'augmentation des cas de toxoplasmose chez les patients non VIH, I'infection toxoplasmique est
plus souvent disséminée que limitée au SNC [94]. Ainsi, d’autres organes peuvent étre touchés [75],
soit parce qu’ils hébergeaient des kystes, soit secondairement aprés dissémination du parasite : on
peut observer des atteintes des poumons, des yeux, des reins, du cceur, du foie, etc... Les formes
disséminées sont généralement rapidement progressives. La mortalité peut ainsi atteindre 80 % selon

le terrain et la forme clinique [95].

Un traitement rapide essentiel

Un traitement rapide est essentiel, au vu des conséquences cliniques. Il repose majoritairement sur
des protocoles thérapeutiques mis au point a partir de cohortes de patients VIH+. Ainsi, I'association
de deux antimicrobiens est recommandée, et c’est I'association de la pyriméthamine et d’un sulfamide
qui est considérée comme le traitement de référence chez les patients VIH+. Les études de non
infériorité ont également démontré I'efficacité de I'association pyriméthamine-clindamycine ou du
Bactrim® (sulfaméthoxazole-triméthoprime). Les données restent cependant contradictoires quant a

leur efficacité dans la prévention des rechutes par rapport a la pyriméthamine associée a un sulfamide
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[96], [97]. ll est a noter que I'ensemble de ces molécules possédent des effets indésirables importants.
L'indication d’un traitement est donc dépendante de sa tolérance individuelle, de sa forme galénique
et de sa disponibilité, ou de son codt. De plus, les corticoides sont parfois utilisés en cas d’cedéeme
cérébral [98]. Les recommandations internationales sont en faveur d’un traitement d’induction d’au
moins six semaines [99], jusqu’a amélioration clinique et radiologique. Une prophylaxie secondaire est
toujours mise en place ultérieurement jusqu’a ce que les CD4 soient a un taux supérieur a 200/mm? et

que la charge virale soit indétectable pendant six mois [99].

Dans le cas de patients greffés d’organe solide, les traitements utilisés ne sont pas standardisés, aussi
bien en curatif qu’en préventif [100]. Les options thérapeutiques sont similaires a celles des patients
VIH+, en insistant sur une instauration le plus précoce possible. Si possible, il est également nécessaire
de diminuer I'immunosuppression [101]. Concernant les patients greffés de moelle osseuse, la encore,
les options thérapeutiques sont les mémes que pour les patients VIH+. Une prophylaxie primaire est
également mise en place, principalement a base de Bactrim® [102], mais il persiste des interrogations
qguant a la durée et a la dose recommandée [103], [104]. Ainsi, I'administration de Bactrim® trois fois
par semaine est associée a une faible incidence des réactivations toxoplasmiques [105], [106]. En
revanche, sa myélotoxicité complique son usage dans un contexte de myélosuppression sévere, ou la
sortie rapide d’aplasie conditionne le pronostic [107]. De plus, certains cas de réactivation
toxoplasmique sous traitement posent question quant a son efficacité par rapport a une
administration quotidienne. Une prophylaxie secondaire est également mise en place tant que perdure

I'immunosuppression, laquelle doit étre diminuée autant que possible [108].

Bien qu’utilisés avec beaucoup de recul, la plupart des traitements ne sont pas codifiés. Il en ressort
un besoin urgent de clarification, mais également de standardisation et d’harmonisation selon les
populations et leurs facteurs de risque. Ces objectifs de clarification m’ont conduit a participer
activement a une enquéte du Study Group for Clinical Parasitology de 'ESCMID (European Society of

Clinical Microbiology and Infectious Diseases). L’objectif était de faire le point sur les pratiques en
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terme de prévention, de diagnostic et de traitement chez les patients greffés eu Europe entre 2010-
2014. Cela a nécessité de ma part d’interrroger sur leurs pratiques les trés nombreux transplanteurs
du CHU de Lyon, mais également d’identifier tous les cas de toxoplasmose diagnostiqués parmi leurs
patients sur la période concernée. Cela a nécessité I'analyse d’un grand volume de données cliniques,
et d’un grand nombre de résultats de sérologie et de biologie moléculaire archivés au sein du Systéme
d’Informatique du Laboratoire de Biologie Médicale Multi-Sites de Lyon. La collecte des mémes
données dans 46 centres répartis dans 11 pays européens a permis de colliger pour chacun d’eux les
informations suivantes : séroprévalence et existence d’un systéeme déclaratif de cas, nombre annuel
de transplantations par centre et par pays et protocoles de screening sérologique pré-transplantation,
de surveillance des receveurs et de prophylaxie. Ce travail a permis de mettre en exergue la disparité
des procédures et donc le besoin de standardiser les modalités de screening, de suivi et de traitement
des receveurs. Un des enjeux prioritaires est I'occurrence de cas de toxoplasmose maladie apres arrét
de la chimioprophylaxie, ce qui suggére I'intérét de surveiller le taux de CD4 pour guider I'arrét de la

chimioprophylaxie.

Place de la biologie

La biologie joue un role essentiel que ce soit pour identifier les patients a risque, ou faire un diagnostic
le plus rapide possible en cas de symptomes. Dans ce contexte d’immunodépression, il convient de
distinguer la primo-infection et la réactivation d’une infection ancienne. Dans le cas d’une réactivation
chez un patient infecté chroniquement, une sérologie positive ne pourra jamais a elle seule permettre
d’affirmer que la clinique est en rapport avec I'infection toxoplasmique. Il est donc nécessaire d’utiliser
des techniques de diagnostic direct sur les tissus ou fluides suspects d’infection pour mettre en
évidence le parasite. Sa présence peut s’objectiver par la détection d’ADN parasitaire apres
amplification par Polymerase Chain Reaction (PCR) sur tous les tissus et les fluides disponibles [109]—
[112]. La cible de cette PCR utilisée depuis 1989 était le gene B1, présent en 35 copies dans le génome

parasitaire [113]. Cette derniere a été supplantée récemment par la séquence répétée 200 a 300 fois,
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REP-529, permettant ainsi une meilleure sensibilité diagnostique [114], [115]. L'intérét de la PCR réside

principalement dans sa valeur prédictive positive, qui atteint 100 % [9], [116].

Je suis premier auteur d’un article publié dans Trends in Parasitology qui avait pour objectif de clarifier
les roles respectifs de la sérologie et de la biologie moléculaire pour la surveillance et le diagnostic chez
I'immunodéprimé. Ce travail collaboratif avec les parasitologues du CHU de Grenoble a permis de
rappeler que la sérologie possede toujours une place dans I'arsenal diagnostique de la toxoplasmose
de I'immunodéprimé. Dans un premier temps, avant la mise en place de I'immunosuppression, elle
permet de connaitre le statut immunitaire du patient vis-a-vis du parasite et donc de savoir a quels
risques il sera exposé. Chez un greffé de cellules souches hématopoiétiques et chez un patient VIH+,
une sérologie négative expose surtout le patient a un risque de primo-infection, le mismatch dans le
cas de greffe de moelle étant évité le plus possible. Une sérologie positive expose a un risque de
réactivation. Pour les greffés d’organe solide, une sérologie positive expose a un risque de réactivation.
Dans le cas d’une sérologie négative, le risque dépend du statut sérologique du donneur. Un donneur
négatif conduit a un risque de primo-infection, alors qu’'un donneur positif expose a un risque de
réactivation des kystes présents dans le greffon. La sérologie est donc essentielle pour identifier les
mismatchs potentiels entre donneur et receveur, et ainsi guider la prise en charge. Par ailleurs, elle
peut servir d’indicateur dans le suivi du patient. Ainsi, elle est utilisée en comparaison avec la sérologie
avant greffe. En effet, certains auteurs rapportent une réapparition des IgM ou bien une réascension
des IgG en cas de réactivation toxoplasmique [117], ce qui permet de mettre en route un screening
par PCR, et un traitement si son résultat est positif. Il est ainsi a noter qu’une réascension sérologique
n’est pas toujours corrélée a une réactivation clinique. Dans certains cas, les marqueurs sérologiques

sont les seuls arguments en faveur d’une infection toxoplasmique [117].
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Figure 8 : Risques et mesures prophylactiques pour la toxoplasmose dans les différentes situations cliniques de

I'immunodéprimé, d’apres Dupont et al, Trends Parasitol 2020 [118]

Ceci pose ainsi la base pour des recommandations claires pour le screening des patients
immunodéprimés mais également pour leur suivi et leur prise en charge. Par ailleurs, il est admis que
les patients d’hématologie, dont le risque de réactivation est majeur, doivent bénéficier d’'une
surveillance hebdomadaire par PCR sanguine afin de pouvoir précocement mettre en place un
traitement préemptif en cas de parasitémie [105]. Cette surveillance est a mettre en balance avec la

possibilité d'implémentation d’une chimioprophylaxie.

Au sein du groupe de travail Lyon HEMINF, j’ai participé activement a une étude rétrospective de type
cas-témoins chez des patients allogreffés de cellules souches, réalisée en collaboration avec les
hématologues et les infectiologues du CHU de Lyon. J'ai contribué a colliger les données de 588
patients et a identifier 23 cas de toxoplasmose, dont 20 toxoplasmose maladie et trois toxoplasmose

infection. Une analyse bivariée sur des criteres sélectionnés a permis d’identifier certains facteurs de
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risque dans le cas d’une allogreffe de cellules souches hématopoiétiques : I'absence de prophylaxie
efficace contre T. gondii, une maladie du greffon contre I’"h6te de haut grade et I'administration
d’antagonistes du TNFa. Ces résultats mettent ainsi I'accent sur la connaissance du statut sérologique
du receveur avant conditionnement, et sur la mise en route rapide d’une prophylaxie efficace chez un

receveur séropositif.

Le point commun des ces travaux personnels est d’apporter une clarification sur les modalités qui
permettraient une meilleure prévention des conséquences de la toxoplasmose chez

I'immunodéprimé.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Toxoplasmosis (TXP) is a life-threatening complication of allogeneic haematopoietic stem cell trans-
Rece!ved _29 Maffh 2016 plantation (AHSCT). Little is known about the risk factors and there is no consensus on prophylactic
gg’::"’fldz'glge‘”“d form measures. To investigate the risk factors, we conducted a single-centre, retrospective matched case
L B —control study among adults who underwent AHSCT from January 2006 to March 2015 in our hospital.
Accepted30 April 2016 TXP cases were identified from the prospectively maintained hospital's database. The 1:2 control pop-
Available online 10 May 2016 ) ! -G Prosp ol T S i 5 g
ulation consisted of the two patients who received an AHSCT immediately before and after each case

with similar donor relationship (related, unrelated) but who did not develop TXP. Risk factors were
identified by conditional logistic regression. Clinical features and outcome of TXP were examined.

Editor: L. Leibovici
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Twenty-three (3.9%) cases of TXP (20 diseases, three infections) were identified among 588 AHSCT re-
cipients. Twenty (87%) cases had a positive pre-transplant Toxoplasma gondii serology. In comparison
with 46 matched control patients, risk factors were the absence of effective anti-Toxoplasma prophylaxis
(odds ratio (OR) 11.95; 95% CI 3.04—46.88; p <0.001), high-grade (I[I-IV) acute graft-versus-host-disease
(OR 3.1; 95% Cl 1.04-9.23; p 0.042) and receipt of the tumour necrosis factor-o blocker etanercept (OR
12.02; 95% C1 1.33—108.6; p 0.027). Mortality attributable to TXP was 43.5% (n = 10). Non-relapse
mortality rates during the study period of cases and controls were 69.6% (n = 16) and 17.4% (n = 8),
respectively. Lung involvement was the dominant clinical feature (n = 14). Two cases were associated
with graft failure, one preceded by haemophagocytic syndrome. Given TXP-related morbidity and
attributable mortality, anti-Toxoplasma prophylaxis is essential for optimized management of seroposi-
tive AHSCT recipients. A. ConradF. Ader, CMI 2016;22:636
© 2016 European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases. Published by Elsevier Ltd. All
rights reserved.

Introduction

Opportunistic infections are a leading cause of non-relapse

* Corresponding author. F. Ader, Service de Maladies Infectieuses et Tropicales, mortality after allOEEHEiC haema[opoietic stem cell trans-
Hopital de la Croix-Rousse, 103 Grande Rue de la Croix-Rousse, 69317 Lyon cedex plantation (AHSCT) [ 1]. Toxoplasmosis (TXP), caused by Toxoplasma

04, France.

gondii, is a severe opportunistic infection with an overall mortality
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rate ranging from 22% to 80% after AHSCT [2—5]. In this setting, TXP
is defined as Toxoplasma infection when the patient is asymptomatic
despite a positive blood PCR or as Toxoplasma disease in the presence
of clinical symptoms with radiological or pathological evidence of
organ involvement by T. gondii | 2]. Incidence of TXP correlates with
seroprevalence through reactivation of latent cysts. A prospective
study among T. gondii-seropositive AHSCT recipients found a 6-
month incidence of Toxoplasma infection or disease of 16% and 8%,
respectively [6]. Besides recipient seropositivity, the major identi-
fied risk factor for TXP is cord blood unit transplantation |6,7]. Graft-
versus-host-disease (GvHD) and the absence of chemoprophylaxis
have been inconstantly associated with TXP [6,8].

In  AHSCT recipients, anti-Toxoplasma prophylaxis by
trimethoprim-sulfamethoxazale is the favoured option, by analogy
with the human immunodeficiency virus-infected population
[7.9,10]. However, in the absence of controlled studies, un-
certainties remain regarding dosing and duration, as well as con-
cerns about myelotoxicity [7,10,11].

We focused on TXP after AHSCT that met the criteria of infection
or disease. Using a matched case—control design, we aimed to
identify risk factors associated with TXP after AHSCT in a high
seroprevalence setting to characterize subsets of patients to be
imperatively targeted by prophylactic measures. Secondary objec-
tives were to study the impact of TXP on the cutcome of AHSCT
recipients and to provide updated reports of TXP clinical
presentations.

Patients and Methods

We conducted a retrospective, observational, single-centre
matched case—control study among adult AHSCT recipients trans-
planted at the haematology department of our institution between
January 2006 and March 2015. AHSCT recipients diagnosed with
TXP were identified by cross-referencing the prospectively main-
tained databases of the haematology department and the parasi-
tology laboratory and by additional chart reviews. Patients eligible
for inclusion were those who matched the criteria previously
defined as Toxoplasma infection (at least one blood sample posi-
tively tested by PCR for T. gondii) or Toxoplasma disease depending
on whether there was evidence of organ involvement or not [2].
Toxoplasma disease was further classified into definite (histological
or cytological demonstration of tachyzoites in tissue biopsy or
brenchoalveolar lavage), probable (detection of T. gondii DNA by
PCR in a blood sample and/or another sample from the involved
organ such as cerebrospinal fluid, bronchoalveolar lavage or bone
marrow) or possible disease (suggestive imaging of central nervous
system TXP, response to empirical anti-Toxoplasma therapy and no
other microbiological documentation). Disseminated TXP involved
two or more organs, Each case was matched with two controls with
similar donor relationship (related or unrelated) and temporal
proximity of AHSCT (immediately before and after each identified
case). The study was approved by the local ethics committee
(Comité d'Ethique, Hospices Civils de Lyon). Because of the retro-
spective observational nature of the study and the lack of any
modification in the patients’ management, the need for informed
consent was waived.

Pre-transplant T. gondii serology was mandatory for both donors
(D+ or D—) and recipients (R+ or R—). The T. gondii serostatus of
cord blood units was considered negative, regardless of maternal
serology. From 2008 to 2015, several assays were used for specific
IgG and IgM antibody detection such as the Enzygnost™ Toxoplas-
mosis 1gG/IgM assay (Siemens, Munich, Germany; cut-off value
4 1U/mL for IgG and determined for each plate for IgM), the AxSYM
Toxo IgG/IgM assay (Abbott, Abbott Park, IL, USA; equivocal zone
2—29 [U/mL and 0.5—-0.6 IU/mL, respectively), and the ARCHITECT
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Toxo IgG/lgM assay (Abbott; equivocal zone 1.6—2.9 IU/mL and
0.50—0.59 1U/mL, respectively). All equivocal IgG and IgM results
were tested a posteriori with the Vidas Toxo IgM assay (Biomérieux,
Marcy 'Etoile, France; equivocal zone 4—8 IU/mL) and the Platelia
Toxo IgM assay (BioRad, Marnes-la-Coquette, France; equivocal
zone 0.8—1.0 IU/mL), respectively.

The PCR analyses for T. gondii were performed on whole blood
samples or other biological fluids by an in-house, real-time method
targeting the repetitive 529-base-pair DNA fragment of T. gondii
(GenBank AF 487550), as published elsewhere [12]. DNA was
extracted from a 200-uL sample of whole blood or centrifuged
pellets using the Qiagen QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf,
France) according to the manufacturer's instructions. Real-time PCR
was performed on a LightCycler 2.0 (Roche Diagnostics, Meylan,
France) using FRET probes for detection. Results were classified as
positive or negative, with a sensitivity level of 0.1 parasite/mL.
Genotyping was not performed. With the exception of R+ cord
blood unit recipients (screened weekly for 3 months), systematic
PCR testing of AHSCT recipients was performed on demand.

With regard to their potential efficacy against T. gondii, we
classified the prophylactic regimens as effective (trimethoprim-
sulfamethoxazole 160800 mg thrice weekly), possibly effective
(atovaquone 1500 mg daily or pyrimethamine-sulfadoxine 25/
500 mg twice-weekly), or ineffective (monthly aerosolized pent-
amidine or no prophylaxis). According to centre's policy, prophy-
laxis was initiated after neutrophil engraftment and sustained over
a year.

The primary objective of the study was to determine the risk
factors associated with TXP after AHSCT. Patients' characteristics
were collected to perform a bivariate analysis on selected variables:
demographics, underlying haematological disease, disease status at
AHSCT, characteristics of AHSCT (conditioning regimen, stem cell
source), pre-transplant T. gondii serostatus, TXP prophylaxis at
engraftment, delay in neutrophil engraftment (> 21 days), absolute
lymphocyte count at day 30 after AHSCT, grade of acute GvHD
(aGvHD), immunosuppressive treatments (calcineurin inhibitors,
high-dose corticosteroids (=1 mg/kg/day and =21 days), tumour
necrosis factor-o blocker etanercept and anti-CD25 monoclonal
antibody inolimomab, both used for steroid-refractory aGvHD).

Non-relapse mortality and attributable mortality after TXP in
the setting of AHSCT were studied. Survival curves were drawn
using the Kaplan—Meier method and compared using the log-rank
test,

Clinically relevant features affecting target organs (lung, central
nervous system, heart, bone marrow, eye) and the severity of the
disease (intensive care unit admission, multi-organ failure, graft
failure) were detailed. Contribution to graft failure was considered
significant when recipients failed to engraft during the course of
TXP with no other fatal complication or evidence of disease relapse.

Data were expressed as count (percentage), mean =+ standard
deviation or median (interquartile range). Descriptive data were
compared using Mann—Whitney U test, chi-squared test or the
Fisher exact test, where appropriate. Odds ratios (95% CI) were
calculated by bivariate analyses using conditional logistic regres-
sion. Analyses were based on two-sided p values, with statistical
significance defined by p <0.05 and conducted with R (version
3.2.1) and the ‘survival’ package.

Results

During the study period, 588 AHSCT were performed among
which 334 (56.8%) were T. gondii R+. Twenty-three (3.9%) cases of
TXP including 20 (3.4%) diseases and 3 (0.5%) infections were
matched with 46 controls (Fig. 1). Study population (n = 69)
differed from the rest of the cohort (n = 519) with respect to the
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Fig. 1. Flow chart of patients included in the study. Toxoplasmosis (TXP) infection and disease defined according to the European Group for Blood and Marrow Trans-
plantation—Infectious Diseases Working Party [2]. AHSCT, allogeneic haematopoietic stem cell transplantation; HIV, human immunodeficiency virus; TXP, toxoplasmosis.

proportion of cord blood unit recipients (36.2% versus 11.6%,
p <0.001, data not shown). Cases (n = 23) significantly differed from
the control population (n = 46) with respect to age, sex, advanced
disease status and distribution of unrelated donor types, owing to
matching criteria (Table 1).

In bivariate analysis, the lack of effective prophylaxis was
strongly associated with TXP occurrence (OR 11.95; 95% CI
3.04—46.88; p <0.001), whereas a trend to higher TXP occurrence
was observed with possibly effective prophylaxis (OR 6.28; 95% CI
0.75—-52.82; p 0.091) (Table 2). The most frequent R/D pre-
transplant serostatus pattern was R+/D— (n = 15, 65.2% among
cases). After carefully assessing the R— cases (n = 3), two had a pre-
transplant serology slightly below the positivity threshold in
addition to being diagnosed with TXP before engraftment (while in
sterile confinement), which invalidates a primary infection mech-
anism. The underlying haematological condition of the third R—
case required numerous treatment lines before AHSCT, hampering
antibody detection in the pre-transplantation assessment phase.
When examining factors contributing to impaired immune func-
tion post-AHSCT, high-grade aGvHD (IlI-IV) and the use of eta-
nercept were significantly associated with TXP (OR 3.1; 95% CI
1.04-9.23; p 0.042 and OR 12.02; 95% ClI 1.33—108.6; p 0.027,
respectively) (Table 2).

Non-relapse mortality rates among TXP cases and control pa-
tients over the study period were 69.6% (n = 16) and 17.4% (n = 8),
respectively. Attributable mortality of TXP was 43.5% (n = 10).
Median follow up of the study population was 12 months (inter-
quartile range 4.2—35.4 months). Probability of overall survival of
cases was significantly decreased compared with that of controls
(log-rank, p <0.001) (Fig. 2). Overall probability of survival for
cases at 1, 3, 6 and 12 months was 83%, 55%, 37% and 35%,
respectively.

Among TXP cases, 19 (82.6%) recipients were not on prophylaxis
at diagnosis whereas 4 (17.4%) were breakthrough TXP while under
trimethoprim-sulfamethoxazole (n = 3) or pyrimethamine-
sulfadoxine (n = 1) (see Supplementary material, Table S1). Sys-
tematic T. gondii blood PCR monitoring revealed TXP in 9 (39.1%)
cases. Median time to TXP onset was 62 (interquartile range
34.5—148.5) days. Two patterns were individualized: (i) early-onset
TXP occurring before engraftment for 7 (30.4%) recipients of a
mismatched unrelated donor; (ii) late-onset TXP (beyond day 100)

for 9 (39.1%) recipients, among whom five were experiencing
concurrent steroid-refractory high-grade aGvHD.

Among patients with TXP disease (n = 20), lung involvement
was the dominant feature (n = 14, 70%), ranging from mild

Table 1
Patient demographic and haematological characteristics

Characteristic Cases (n = 23) Controls (n = 46) p-value

Age (years), mean (SD) 513 (13.5) 43.1(14.3) 0.016
Male sex 10 (43.5) 33(71.7) 0.035
Underlying disease
Acute leukaemia 12(522) 27(58.7) 0.606
Myelodysplastic syndrome 1(4.3) 7(15.2) 0.253
Myeloproliferative disorder 4(17.4) 3(6.5) 0.211
Lymphoproliferative disorder 2(87) 3(6.5) 1
Multiple myeloma 4(17.4) 5(109) 0.468
Aplastic anaemia 0 1(2.2) 1
Disease status at AHSCT"
Early 9(30.1) 25 (54.3) 0.233
Intermediate 4(17.4) 12 (26.1) 0.550
Advanced 10 (43.5) 9(19.6) 0.036
Prior HSCT 6(26.1) 7(15.2) 0.276
Donor type
Identical sibling 4(17.4) 8(17.4) 1
Matched unrelated 3(13.0) 19(41.3) 0.027
Mismatched unrelated 16 (69.6) 19(41.3) 0.029
Stem cell source
Bone marrow 8 (34.8) 16 (34.8) 1
Peripheral blood 5(21.7) 15 (32.6) 0.348
Cord blood unit 10 (43.5) 15(32.6) 0.376
Conditioning regimen
Myeloablative conditioning 11(47.8) 28 (60.9) 0.303
Anti-thymocyte globulin 16 (69.6) 36 (78.3) 0.429
Total body irradiation 14 (60.9) 26 (56.5) 0.730

Data are 1 (%) of patients, unless otherwise indicated. Variables were compared
using Mann—Whitney U-test, %2 test or the Fisher exact test, where appropriate.
Abbreviations: AHSCT, allogeneic haematopoietic stem cell transplantation; HSCT,
haemaropoietic stem cell transplantation; SD, standard deviation.

@ Disease status at AHSCT classified in early (any underlying disease in first
complete remission, untreated myelodysplastic syndrome of good prognosis,
myeloproliferative disorder in chronic phase), intermediate (any underlying disease
in at least second complete remission, multiple myeloma not in complete remission,
myeloproliferative disorder in accelerated phase) or advanced (refractory or re-
lapsing underlying disease, myeloproliferative disorder in blastic phase, any re-
lapsing malignancy after previous HSCT, second AHSCT after previous primary graft
failure).
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Table 2
Bivariate analysis of risk factors
Variable Cases (n = 23) Controls (n = 46) OR 95% CI p-value
Toxoplasma serostatus®
R+ 20 (87) 30 (65.2) 35 091-13.47 0.069
D+ 5(21.7) 12 (26.1) 079 024-257 0.695
Combined serostatus
R—/D— 3(13) 13 (28.3) (reference)
R—/D+ 0(0) 3(65) 4] O0—co 1
R+/D— 15 (65.2) 21 (45.7) 3.05 0.74-12.48 0.122
R+/D+ 5(21.7) 9(19.6) 238 046-12.43 0.304
Anti-Toxoplasma prophylaxis at engraftment”
effective 3(13) 29 (63) (reference)
possibly effective 2(8.7) 3(6.5) 628 0.75-52.82 0.001
none or ineffective 18 (78.3) 14 (304) 1195 3.04-46.88 <0.001
Delayed engraftment’ 16 (69.6) 23 (50) 226 0.79-6.47 0.129
Lymphocytopenia® 11 (47.8) 10 (21.7) 3.57 1.2-10 0.022
aGvHD"
all grades 15 (65.2) 34 (73.9) 0.67 0.23-1.95 0.458
grade 11I-IV 10 (43.5) 9(19.6) 3.1 1.04-9.23 0.042
Immunosuppressants’
calcineurin inhibitor 21(91.3) 46 (100) 0 0—e0 1
High-dose steroids® 13 (56.5) 23 (50) 13 0.48-3.52 0.612
etanercept 5(21.7) 1(2.2) 12.02 1.33-108.6 0.027
inolimomab 3(13) 3(65) 212 0.40-11.31 0.377

Data are n (%) of patients, unless otherwise indicated. Odds ratios were determined by conditional logistic regression.
Abbreviations: aGvHD, acute graft-versus-host-disease; AHSCT, allogeneic haematopoietic stem cell transplantation; calcineurin inhibitor; D, donor; R, recipient; SD, standard
deviation.

* Pre-transplant Toxoplasma gondii serostatus determined by the presence or not of anti-Toxoplasma IgG.

b Efficacy prophylaxis against Toxoplasma gondii classified as effective (trimethoprim-sulfamethoxazole 160/800 mg thrice-weekly), possibly effective (atovaquone 1500 mg
daily or pyrimethamine-sulfadoxine 25/500 mg twice-weekly) or ineffective (pentamidine or no prophylaxis at all).

© Delayed engraftment defined as neutrophil recovery (>0.5 G/L) occurring later than day +21 post-transplant.

4 Total lymphocyte count <0.2 G/L on day +30 post-transplant.

© Highest grade of acute graft-versus-host-disease within 3 months preceding toxoplasmaosis diagnosis for cases, within the first semester post-transplant for controls.

T Immunosuppressive medication in progress or administered within three months preceding toxoplasmosis diagnosis for cases, within the first semester post-transplant
for controls.

2 High-dose steroid therapy, i.e. >1 mg/kg/day and =21 days.
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Fig. 2. Overall survival probability of toxoplasmosis cases and control patients. Overall survival probabilities determined by the Kaplan—Meier method and compared by the log-
rank test. AHSCT, all ic h. ic stern cell t ion.
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interstitial pneumonitis to acute respiratory distress syndrome.
Central nervous system involvement (n = 10, 50%) was the second
clinically relevant manifestation through encephalitis (n = 6, 30%)
or brain abscesses (n = 4, 20%). Two (10%) cases had a unique
presentation of TXP-related haemophagocytic syndrome. Neither
myocarditis nor retinochoroiditis were recorded. Seven (35%) cases
had disseminated disease. Nine (45%) disease cases required
admission to the intensive care unit because of respiratory andfor
neurological failure(s) leading to death in 8 (88.9%) cases (see
Supplementary material, Table S1). Two cases experienced primary
graft failure, one being associated with haemophagocytic
syndrome.

Discussion

In the present study, although rare, TXP was a devastating
complication with an attributable mortality of 43.5% (88.9% when
ICU was required), as well as a preventable one. Pre-transplant,
T. gondii recipient seropositivity (R+) not receiving prophylaxis
is the central risk factor for reactivation of TXP after AHSCT. In a
review (n = 356) of TXP after AHSCT, 259 (73%) were R+ and at
least 67% of these patients were not on TXP prophylaxis [7].
Consistently, in our series (n = 23), 87% were R+, of whom 85%
were not on prophylaxis at TXP diagnosis, i.e. received no pro-
phylaxis (especially while in sterile confinement) or ineffective
pentamidine because of concerns about adverse effects of
trimethoprim-sulfamethoxazole or atovaquone. Consequently, a
Toxoplasma-risk management strategy is necessary for every R+
by prescribing effective prophylactic drug regimen andfor by
adopting a T. gondii PCR-driven pre-emptive approach when
available.

In the setting of AHSCT, trimethoprim-sulfamethoxazole pro-
phylactic efficacy is supported by data showing a lower incidence
of TXP reactivation when used at least three times a week [6,7,13].
However, limitations are myelosuppression and breakthrough
infections. In our series, 30.4% of the patients experienced pre-
engraftment TXP. According to Gajurel et al, among R+ devel-
oping TXP, 19 (11%) diseases and 13 (32%) infections occurred
before day 30 [7]. Hence, prophylaxis should ideally be initiated
upon transplantation on condition that it should not compromise
engraftment.  Long-term  exposure to  trimethoprim-
sulfamethoxazole has been inconsistently associated with hae-
matotoxicity |14,15], High-dose trimethoprim-sulfamethoxazole
(320/1600 mg/day) was shown to delay neutrophil recovery after
HSCT [16] and a rather small (n = 3) descriptive study reported
that trimethoprim-sulfamethoxazole 160/800 mg/day impaired
in vitro colony formation of peripheral blood stem cells [17].
However, retrospective studies (160/800 mg or 320/1600 mg
thrice weekly) did not evidence significant delay in engraftment
compared with no prophylaxis or atovaquone (1500 mg/day)
[18,19].

In our series, 17.4% were breakthrough TXP, in accordance with
12% of breakthrough TXP reported by Gajurel et al. [7]. Break-
through TXP might reflect suboptimal dosing of prophylaxis related
to inadequate oral absorption, mainly caused by gastrointestinal
aGvHD, or drug interruptions because of haematotoxicity and
gastrointestinal intolerance [7,19,20].

Pre-emptive strategy based on the detection of asymptomatic
Toxoplasma infection by serial blood T. gondii PCR is the path to
prevent disease occurrence and to reduce TXP attributable mor-
tality [4-6,13,21]. Our results have led us to consider T. gondii
blood PCR monitoring useful in R+ irrespective of stem cell
source: (i) before engraftment in the absence of prophylaxis; (ii)
on prophylaxis, with impaired absorption or with particular risk
factors such as high-grade aGvHD; (iii) following drug

interruption due to intolerance. Furthermore, physicians may
consider the rare possibility of false-negative pre-transplant
serology in AHSCT candidates.

The finding that late-onset TXP is associated with etanercept is
part of the problematic of steroid-refractory aGvHD requiring
immunosuppressive regimen intensification. Tumour necrosis fac-
tor-% is essential for the control of T. gondii in the central nervous
system during in vivo primary infection and etanercept treatment has
been shown to facilitate experimental T. gondii reactivation [22,23].

Finally, respiratory manifestations are prominent features of
TXP, as formerly reported [24.25]. In case of haemophagocytic
syndrome after AHSCIT, Toxoplasma should be considered as an
aetiological agent, as previously noted in cases of Toxoplasma
disseminated diseases [26—28].

Our study has strengths and limitations. The strength is the
relatively large case cohort and exhaustive data collection. The
control population was selected from patients in concurrent and
previous years to minimize bias related to practice shifts and
matched with respect to donor relationship. We were unable to
match cases using the number of available control subjects from the
study period with age, sex and stem cell source variables. We
acknowledge the bias due to donor type matching, which may
affect the outcome (delay in engraftment and/or aGvHD occur-
rence) but otherwise benefited the purpose of the study by linking
risk factors and TXP outcome. Although our choice of control sub-
jects provides a rational comparator group to evaluate risk factors,
some previously reported post-AHSCT risk factors were not found,
probably because of underpowering. We also acknowledge that the
risk associated with absence of effective prophylaxis may be over-
estimated due to the higher proportion of R+ among cases than
among controls. The number of cases was too low to perform ac-
curate multivariate testing. Finally, the retrospective design pre-
cluded the collection of all variables of interest (particularly,
immune reconstitution data).

In summary, Toxoplasmea-risk management after AHSCT in high
seroprevalence settings relies on: (i) awareness of R/D serostatus,
with a specific focus on R+; (ii) in R+, initiation of a prophylaxis as
early as possible. The PCR-driven pre-emptive monitoring in R+
high-risk patients, especially if not on prophylaxis, appears to be
crucial but needs to be standardized. Studies are required to eval-
uate the efficacy and safety of the three times per week
trimethoprim-sulfamethoxazole regimen or atovaquone, particu-
larly in the pre-engraftment period after AHSCT.
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Transplantation activity is increasing, leading to a growing
number of patients at risk for toxoplasmosis. We reviewed
toxoplasmosis prevention practices, prevalence, and
outcomes for hematopoietic stem cell transplant (HSCT)
and solid organ transplant (SOT; heart, kidney, or liver)
patients in Europe. We collected electronic data on the
transplant population and prevention guidelines/regula-
tions and clinical data on toxoplasmosis cases diagnosed
during 2010-2014. Serologic pretransplant screening of
allo-hematopoietic stem cell donors was performed in 80%
of countries, screening of organ donors in 100%. SOT

recipients were systematically screened in 6 countries.
Targeted anti-Toxoplasma chemoprophylaxis was hetero-
geneous. A total of 87 toxoplasmosis cases were record-
ed (58 allo-HSCTs, 29 SOTs). The 6-month survival rate
was lower among Toxoplasma-seropositive recipients and
among allo-hematopoietic stem cell and liver recipients.
Chemoprophylaxis improved outcomes for SOT recipients.
Toxoplasmosis remains associated with high mortality
rates among transplant recipients. Guidelines are urgently
needed to standardize prophylactic regimens and optimize
patient management.
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Toxop]asmosis is a zoonosis that infects humans and
other warm-blooded animals worldwide; prevalence
and clinical severity vary by geographic area (/). After
primary infection, the parasite persists lifelong within dor-
mant tissue cysts. Transmission to humans mainly occurs
by ingestion of food or water contaminated with oocysts
from feces of infected felids or undercooked meat contain-
ing cysts (2). Although largely asymptomatic in adults,
toxoplasmosis is a life-threatening opportunistic infection
in immunocompromised patients of all ages. Similar to
Pneumocystis pneumonia, toxoplasmosis has become more
frequently diagnosed for patients receiving immunosup-
pressive therapy than for patients with HIV infection (3,4).
The growing number of grafts makes transplant patients a
population at increasing risk. In transplant recipients (solid
organ transplant [SOT] or hematopoietic stem cell trans-
plant [HSCT]), disease can result from reactivation of past
latent infection or from primary infection acquired through
contaminated food or through a transplanted organ contain-
ing latent cysts (5). In contrast to incidence among HIV-
infected patients, the incidence of toxoplasmosis among
transplant recipients is poorly documented; published stud-
ies reporting patient series are scarce (6-8), and the litera-
ture consists mostly of case reports (2,9-12).

The risk for reactivation of chronic infection varies ac-
cording to the immunosuppressive protocol and therefore
according to the type of graft (/3); risk is highest for se-
ropositive allo-HSCT recipients receiving a seronegative
graft. Among SOT recipients, the risk of a seronegative
recipient (R—) acquiring infection from a seropositive do-
nor (D+) organ (D+/R—) depends on the organ type; risk is
highest for heart transplant recipients. Prevention measures
rely on pretransplant serologic screening of donor, recipi-
ent, or both and on chemoprophylaxis; however, guidelines
and regulations differ largely among countries. Regarding
chemoprophylaxis, a multicenter study in France revealed
variable practices in terms of regimen and duration of treat-
ment (4). Some experts have proposed a tight clinical and
molecular follow-up protocol for HSCT patients, aiming at
early diagnosis of Toxoplasma reactivation to improve sur-
vival rates (/4-16), but the cost:benefit ratio of this strategy
is still under debate. We reviewed prevention practices im-
plemented in European countries and evaluated the burden
of toxoplasmosis among HSCT and SOT recipients.

Methods

Participating Centers

We recruited applicants through 2 study groups of the
European Society of Clinical Microbiology and Infec-
tious Diseases (ESCMID; the European Study Group on
Clinical Parasitology and the European Study Group on
Immunocompromised Hosts) and through the Spanish

1498

Transplantation Infection Study Group, the Italian Society
of Clinical Microbiology Infections and Transplant Work-
ing Group, and the Swiss Transplant Cohort Study. For
each country, a local coordinator was identified and was in
charge of contacting investigators from transplantation or
infectious diseases units from representative centers.

Data Collection
Participants were invited to answer a detailed questionnaire
adapted to the type of graft and designed to collect the fol-
lowing information: Toxoplasma seroprevalence in the
country (documented by articles or recent surveys); imple-
mentation of a case reporting system for toxoplasmosis in
transplant recipients; annual number of transplant proce-
dures for each organ type in the participating center and in
the whole country; pretransplant serologic screening policy
for recipients and donors; implementation of recipient moni-
toring after transplantation and methods used (PCR, serol-
ogy); and chemoprophylaxis regimen and duration accord-
ing to organ type (if cotrimoxazole was given primarily for
preventing Preumocystis pneumonia, this use was recorded)
and according to the recipient serologic results (primary
or secondary prophylaxis, whether chemoprophylaxis was
given to seronegative recipients, seropositive recipients, or
both). When official national guidelines were lacking, to ob-
tain representative data, we collected information about local
practices in several transplant centers whenever possible.
As a second step, we sent an electronic case report-
ing form to all voluntary participating centers, which retro-
spectively recorded the number of cases of toxoplasmosis
diagnosed per center over a 5-year period (2010-2014).
The form collected the following information: patient age
and sex; date of transplantation and type of graft; Toxo-
plasma serologic status of recipient and donor; date of
toxoplasmosis diagnosis; site of infection (cerebral, ocular,
disseminated); tools contributing to diagnosis (serology,
molecular diagnosis, pathology, direct examination, imag-
ing); chemoprophylaxis type, date of initiation, and dura-
tion; patient survival at 2 and 6 months; and date of death,
if applicable. From each center and for each organ type, we
also collected the mean patient age and the mean percent-
age of the whole transplant patient population surviving at
2 months and at 6 months. The number of cases and clini-
cal data were retrieved from hospital medical or laboratory
databases or from local or national databases, if existing.
Participants were invited to send only aggregated data gen-
erated automatically by the database. The study was ap-
proved by the Ethics Committee of the University Hospital
of Rennes, France (approval no. 15.12).

Statistical Analyses
Descriptive statistics are expressed as frequency (percent-
age) or mean + SE. Comparison of qualitative data between
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groups was based on exact ¥ tests for equal proportions
or Fisher exact tests if single table values were <5; quan-
titative data were compared by using analysis of variance
or /-test (nonparametric test). We computed data by using
SAS software version 9.4 (SAS Institute, Cary, NC, USA).

Results

Participating Centers, Transplantation Activity,
and Case Notification
Overall, 46 centers from 11 countries (1-10 centers/coun-
try) participated in the survey; countries represented were
France, Germany, Greece, Italy, Romania, Serbia, Slova-
kia, Spain, Switzerland, Turkey, and the United Kingdom
(online Technical Appendix, https://wwwnc.cdc.gov/EID/
article/24/8/18-0045-Techappl.pdf). Responses indicated
that 5 countries (Switzerland, Slovakia, Turkey, Greece
and the United Kingdom) report toxoplasmosis cases in a
national database.

During 2010-2014, the mean annual number (range)
of allo-HSCT procedures reported per country was 1,016
(13-1,900) and of auto-HSCT was 1,524 (14-3,078) (on-
line Technical Appendix). Regarding SOT recipients, the
mean annual number (range) of transplantations was 155
(10-420) for heart, 1,286 (55-3,074) for kidney, and 622
(35-1,241) for liver. The cumulative annual transplant
activity among the responding centers reached a total of
1,089 allo-HSCT and 1,168 auto-HSCT (26 centers) and,
for SOT, 394 heart (26 centers), 2,566 kidney (35 centers),
and 1,455 liver (26 centers) transplants.

Pretransplant Serologic Screening for Toxoplasmosis
Although serologic screening of HSCT donors is not manda-
tory, all responding countries reported that they were per-
forming this screening. Screening of allo-HSCT recipients
was performed in all countries except Slovakia (mandatory in
4 countries), whereas screening of auto-HSCT recipients was
performed regularly (4 countries), inconstantly (5 countries),
or not at all (1 country). Overall, of 26 responding centers,
24 centers screened allo-HSCT and 17 screened auto-HSCT
recipients for Toxoplasma antibodies before transplantation.
Serologic screening of solid organ donors (heart, kid-
ney. or liver) was performed in all countries, although
screening was reportedly mandatory in only 7 countries
(France, Greece, Italy, Romania, Slovakia, Switzer-
land, and Turkey). At most centers, SOT recipients were
screened (24/26 liver, 31/35 kidney, and 25/26 heart).

Anti-Toxoplasma Chemoprophylaxis Practices

and Follow-up

Virtually all allo-HSCT recipients received cotrimoxazole
chemoprophylaxis, whether primarily targeting Preu-
mocystis or Toxoplasma. At the 24 responding centers,
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cotrimoxazole was usually prescribed for =6 months de-
spite the lack of official guidelines at 11 (46%) centers. The
preferred regimen at 60% of centers was 960 mg 3 times
a week but ranged from 480 mg 2 times a week to 1,920
mg 3 times a week. Auto-HSCT patients at 73% of cen-
ters received cotrimoxazole, administered mostly for 3 or 6
months. Serologic follow-up was reported by 2 allo-HSCT
centers and PCR-based follow-up by 4.

For heart transplant recipients, 24 (92%) of 26 centers
stated that they gave cotrimoxazole prophylaxis (3 months
to lifelong), and 10 (43%) of 23 centers implemented sero-
logic follow-up for Toxoplasma 2 and 4 times per year, par-
ticularly in cases of serologic mismatch (D+/R—). The most
frequently prescribed regimen was 960 mg of cotrimoxa-
zole 3 times a week or 480 mg daily. Although anti-Preu-
mocystis prophylaxis was implemented at 29 (83%) of 35
kidney and 17 (65%) of 26 liver transplant centers for 312
months, specific recommendations regarding toxoplas-
mosis chemoprophylaxis in this population were reported
by only 4 countries (France, Greece, Spain, Turkey). The
most frequently used regimen was cotrimoxazole at 480 mg
daily (50% of kidney and 40% of liver transplant centers).
Serologic monitoring of D+/R- patients was reportedly
performed at 6 kidney and 5 liver transplant centers.

Incidence and Clinical Presentation of Toxoplasmosis
Overall, during the 5-year study period, 87 cases of Toxo-
plasma infection in transplant patients (58 HSCT, 29 SOT)
were reported from 15 centers in 8 countries (online Tech-
nical Appendix). Severe manifestations (cerebral toxoplas-
mosis, disseminated toxoplasmosis, pulmonary toxoplas-
mosis) were more frequently observed (42 [48%] patients)
than were mild manifestations (ocular toxoplasmosis, fe-
ver; 14 [16%] patients). A total of 31 (36%) patients had no
apparent clinical signs. Asymptomatic episodes occurred
mainly among HSCT recipients (81%) and were diagnosed
mostly on the basis of a positive PCR (84%). Symptom-
atic HSCT recipients most often had disseminated (10/33,
30%) or cerebral (11/33, 33%) toxoplasmosis; these cases
accounted for 60% of all cases of disseminated and 85% of
cercbral toxoplasmosis (Table 1).

For the 87 reported cases, PCR was the most helpful
diagnostic tool (77 [89%] cases), followed by imaging (32
[37%] cases) and serology (28 [32%] cases) (Table 1). PCR
was reportedly positive for 100% of patients with cerebral
and 90% with pulmonary toxoplasmosis (Table 1).

Pretransplantation Toxoplasma serologic test results
for donor and recipient were available for 70 of the 87 pa-
tients (46 HSCT and 24 SOT). Toxoplasmosis occurred in
the main groups at risk: in 35 (76%) of 46 D—/R+ HSCT re-
cipients and 11 (46%) of 24 D+/R— SOT recipients (Table
2). Overall, 35 patients (18 HSCT and 17 SOT recipients)
received chemoprophylaxis (Table 3). Only 4 (36%) of 11
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Table 1. Characteristics of 87 transplant patients with toxoplasmosis, according to clinical presentation, Europe, 2010-2014*

Clinical type
Variables Cerebral Ocular _ Disseminated Pulmonary Fever alone  Nosigns  p value
No. (%) patients 13 (15) 4 (5) 19 (22) 10 (11) 10 (11) 31 (36)
Patient age, y, mean + SE 37.0+7.7 60.7+0.8 47.8+5.6 53.1+4.8 35.514.4 46.4 +4.2 <0.0001
Time graft/diagnosis, wk, mean + SE 123+ 151 313+ 175 163 + 124 19+ 11 73+43 99 + 51 <0.05
Diagnosis by, no. (%)
PCR 13 (100) 3(75) 17 (89) 9 (90) 9(90) 26 (84) <0.001
Serology 3(23) 3(75) 9 (47) 2 (20) 5 (50) 5(16) 0.2278
Imaging 12 (92) 3(75) 8 (42) 7(70) 0 2(6) <0.01
Microscopy 1(8) 0 6(32) 1(10) 0 0 <0.01
Graft type, no. (%) <0.05
Liver,n =8 1(8) 1(25) 3(16) 2 (20) 0 1(3)
Kidney, n=9 1(8) 1(25) 1(5) 2 (20) 3(30) 1(3)t
Heart, n = 12 0 1(25) 5 (26) 0 2 (20) 4 (13)t
Allo-HSC, n = 58 11 (85) 1(25) 10 (53) 6 (60) 5 (50) 25 (81)§
No. with mismatch, n = 11 0 1(25) 5 (26) 1(10) 4 (40) 0 <0.05
Survival, no. (%)
2mo 5(38) 4 (100) 13 (68) 5 (50) 10 (100) 24 (77)  <0.0001
6 mo 2 (15) 4 (100) 10 (53) 5 (50) 7(70) 18 (58) <0.001

*HSC, hematopoietic stem cell.

1This patient was receiving chemoprophylaxis.
11 patient was receiving chemoprophylaxis.
§11 patients were receiving chemoprophylaxis.

D+/R— SOT recipients received chemoprophylaxis, but for
all of them toxoplasmosis occurred after discontinuation of
prophylaxis (data not shown). Overall, toxoplasmosis was
diagnosed after the end of prophylaxis for 17 recipients
(9 HSCT and 8 SOT). For 9 HSCT and 5 SOT recipients,
toxoplasmosis occurred during chemoprophylaxis (Table
3). Of these, 13 (93%) were asymptomatic: | kidney, |
heart, and 11 HSC transplant recipients (Table 1). The pro-
portion of mismatched cases (D+/R-) did not differ accord-
ing to organ type (Table 4).

The mean time between transplantation and toxoplas-
mosis diagnosis was shorter among patients with pulmo-
nary toxoplasmosis (p<0.05) (Table 1) than among patients
with other types of disease manifestation. For seropositive
recipients, the mean time to toxoplasmosis onset was short
(<4 months after transplantation) compared with that for
seronegative recipients (>4 years) (Table 2). Furthermore,
the time to disease onset after transplantation was shorter
among HSCT patients than SOT recipients (p<0.0001) (Ta-
ble 4). The incidence of toxoplasmosis differed among the
responding countries but seemed to not be linked to the se-
roprevalence in the country (online Technical Appendix).

Risk Factors for Death
Survival rates differed significantly between HSCT and
SOT recipients (p<0.001) (Table 5). The 2-month surviv-
al rate was significantly poorer for patients with cerebral
(38%) or pulmonary (50%) toxoplasmosis (p<0.001) (Ta-
ble 1). Survival rates were also poorer for seropositive pa-
tients (p<0.05 at 2 months and p<0.001 at 6 months) (Table
5), mainly consisting of HSCT patients (Table 2). Of note,
the percentage of asymptomatic patients who survived 6
months (58%) was similar to that of patients with pulmo-
nary (50%) or disseminated (53%) toxoplasmosis (Table
1). A lower percentage of HSCT and liver transplant re-
cipients survived at 2 and 6 months after diagnosis; deep
site—associated toxoplasmosis was diagnosed for only half
of them (Table 4). The survival rates for HSCT (38%) and
liver transplant (50%) recipients with toxoplasmosis were
significantly lower than those for the general HSC (84%)
and liver transplant (75%) populations (p<0.05) (Table 4).
Transplant recipients in whom toxoplasmosis devel-
oped were less likely to survive if they were not receiving
chemoprophylaxis before or at onset of disease (p<0.05 at 2
months and p<0.01 at 6 months after disease onset) (Table

Table 2. Characteristics of transplant donors and recipients at transplantation, according to Toxoplasma serologic status, Europe,

2010-2014*

Serologic status of Prophylaxis, Graft type, no. Survived 6 mo, Wks between diagnosis
donor/recipientt no. (%) Liver Kidney  Heart HSC no. (%) and graft, mean + SE
Positive/positive, n = 9% 5 (56) 2 0 1 6 3(33) 21+9
Positive/negative, n = 11§ 4 (36) 3 4 4 0 9(82) 309 + 275
Negative/positive, n = 361 12 (33) 0 0 1 35 12 (33) 15+3
Negative/negative, n = 14 9 (64) 2 2 5 5 11 (79) 123 + 31

p value 0.1975 NA NA NA NA <0.01 (0.0029) <0.05

*HSC, hematopoietic stem cell; NA, not applicable.
TMissing data for 17 patients.
12 liver transplant recipients died.

§Group in which solid organ transplant patients are most at risk for toxoplasmosis.

fiGroup in which HSC transplant patients are most at risk for toxoplasmosis.
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Table 3. Toxoplasmosis occurrence and outcomes for HSCT and SOT patients, according to prophylaxis, Europe, 2010-2014*

Characteristic HSCT, no. (%), n = 58t SOT, no. (%), n = 29% p value
Seropositive before transplantation 41/46 (89)§ 4/24 (171 <0.0001
Diagnosis during chemoprophylaxis 9/50 (18) 5/28 (18) NS
Diagnosis after chemoprophylaxis 9/50 (18) 8/28 (29) NS
2-mo survival rate

With prophylaxis 13/18 (72) 17/17 (100) <0.05

Without prophylaxis 18/32 (56) 9/11 (82) 0.1657
6-mo survival rate

With prophylaxis 9/18 (50) 17/17 (100) 0.01

Without prophylaxis 9/32 (28) 711 (64)# 0.0679

*HSCT, hematopoietic stem cell transplant; NS, not significant; SOT, solid organ transplant.

1Prophylaxiis data missing for 8 patients.

1Prophylaxis data missing for 1 patient; incomplete information regarding dates of onset and/or stop of cotrimoxazole for 4 patients.

§Serology data missing data for 4 patients.
fISerology data missing data for 4 patients.
#p<0.05 between SOT with or without chemoprophylaxis.

5); this finding was particularly common among SOT re-
cipients (p<0.05) (Table 3). However, despite chemopro-
phylaxis, the outcome remained poorer for HSCT patients
than for SOT patients (Tables 3, 5).

Discussion

We provide an overview of practices used to prevent
toxoplasmosis in transplant patients in Europe. Despite
the well-recognized risk linked to either endogenous re-
activation or to transplantation of a cyst-containing organ,
prevention policies seem heterogeneous among countries.
Serologic screening of solid organ or hematopoietic stem
cell donors for Toxoplasma, although not mandatory in
all countries, seems to be general practice, probably as a
result of recommendations of national societies of trans-
plantation, and is mandatory when organs are exchanged
between countries. Similarly, pretransplant serologic

screening of recipients, although also not mandatory in all
countries, was reportedly performed by nearly all respond-
ing centers. However, for 17 cases, the serologic status of
the recipient or donor was not available in medical charts.
Management practices regarding chemoprophylaxis based
on donor and recipient serologic results vary substantially,
particularly for kidney and liver transplant patients. In-
deed, only 35 (50%) of 70 recipients had received che-
moprophylaxis, although it was indicated either because
of Toxoplasma mismatch (SOT) or seropositivity (HSCT).
Only 4 (36%) of 11 SOT patients with D+/R— serologic
results had received chemoprophylaxis. These 4 patients
were all alive 6 months after transplantation. However, our
study did not address long-term survival, which at 5 years
after transplantation was reportedly poorer for D+/R—than
for D-/R— heart transplant recipients (/7). In that study,
Chehrazi-Raffle et al. (/7) did not record the duration of

Table 4. Characteristics of transplant patients with toxoplasmosis, according to graft type and comparison to overall graft population,

Europe, 2010-2014"*

Allo-HSC Kidney Liver Heart
Case- Case- Case- Case-
Characteristics patients  All TP patients  All TP patients  All TP patients Al TP p value
Patients, no. 58 4,108 9 6,507 8 2,983 12 998 NA
Age, y, mean + SE 46.8+53 507 446+59 509 551+15 516 444+64 475 NA
Female sex, % 43 38 44 63 38 30 17 22 NA
Male sex, % 57 62 56 37 62 70 83 78 NA
Mean time diagnosis/graft, 206+46 NA 198 + 68 ND 152+ 144 ND 441+155 ND  <0.0001
wk, mean + SE
Mean time diagnosis/death, 47 + 18 NA 33 ND 38+17 ND NA ND 0.8595
d, mean + SE
Mismatched serologic results 0 NA 4 (33) NA 3(38) NA 4 (33) NA 0.8923
(D+/R-), no. (%)
2-mo survival, no. (%) 36 (62) ND 8 (89) ND 5 (63) ND 12(100) ND  <0.05
Deep site involvement 12 (43) ND 3(60) ND 4(57) ND 6 (100) ND  0.0513
Fever only 5(100) ND 3 (100) ND 0 ND 2 (100) ND 1
No clinical signs 18 (72) 1(100) 1(100) 4 (100) 0.1407
6-mo survival, %t 38 841 89 72 50 75§ 100 60 <0.0001
Deep site involvement 25 NA 60 NA 28 NA 100 NA <0.01
Fever only 40 NA 100 NA 0 NA 100 NA  0.2083

*D+, donor positive; NA, not applicable; ND, not determined; NS, not significant; R-, recipient negative; TP, transplant patients.
1The survival rate for the general TP population was calculated at a time similar to the mean time of diagnosis of toxoplasmosis after graft in case-

patients.
$p<0.01 compared with case-patients.
§p<0.05 compared with case-patients.
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Table 5. Survival among transplant patients with toxoplasmosis, according to patients’ characteristics, Europe, 2010-2014

2-mo survival

6-mo survival

No. patients/no.

No. patients/no.

Characteristic survived (%) p value* survived (%) p value*
All patients 61/87 (70) Not applicable 46/87 (53) Not applicable
Chemoprophylaxis
Yes 30/35 (86) <0.05 26/35 (74) <0.01
No 27/43 (63) 16/43 (37)
Recipient serologic status
Positive 27/45 (60) <0.05 15/45 (33) <0.001
Negative 22/25 (88) 20/25 (80)
Type of graft
Hematopoietic stem cell 36/58 (62) <0.05 22/58 (38) <0.001
Solid organ 25/29 (86) 24/29 (83)

*Exact y° test.

chemoprophylaxis, a parameter that could be of greater
interest. Similarly, only 18 HSCT patients received che-
moprophylaxis, although 45 were known to be seroposi-
tive (Table 3). Our study also did not address long-term
disabilities resulting from toxoplasmosis.

Even with this limited number of cases reported by
the participating centers, our study provides some helpful
insights and useful data. From a diagnosis point of view,
our findings confirm that PCR has become an essential
microbiological tool for investigating active infection, as
already emphasized in previous studies (/8,/9). Indeed, we
can confirm that 9 (10.3%) of the 87 cases of toxoplasmosis
were diagnosed by PCR in patients with fever only; thus,
earlier treatment could be commenced before more seri-
ous complications developed; these patients were mostly
HSCT recipients. PCRs on blood from 26 patients with no
obvious clinical signs were also positive. This finding is
consistent with previously reported findings for allo-HSCT
patients in centers where routine monitoring by PCR of
blood is conducted for several months after transplantation
(14-16,20,21). Martino et al. (22) concluded that clinical
toxoplasmosis evolved in about one third of these patients
and that early treatment increased survival rates. In our
study, survival rates were poor among patients who were
asymptomatic at the time of diagnosis (58%) (Table 1),
probably because as allo-HSCT patients they were at high
risk for death from other causes. Our study did not record
what treatment decisions were taken as a direct result of
PCR results, and so a more detailed future study of treat-
ment regimens and how quickly they were initiated may
provide further valuable insights into factors affecting mor-
tality rates in this clinical group.

Not surprisingly, among the 87 patients, the propor-
tion with disseminated and pulmonary toxoplasmosis was
high; this clinical picture is known to be frequent among
transplant patients (4,23,24). The high frequency (100%)
of positive PCR results among patients with cerebral toxo-
plasmosis differs from previous estimates of sensitivity in
this clinical setting (2), suggesting high circulating parasite
loads, late diagnoses, or both, which could account for the
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unusually high mortality rate (85%) among patients with
cerebral toxoplasmosis in this study. Another explanation
is that diagnostic sensitivity of molecular diagnosis has
been mainly evaluated in HIV-infected patients, a patient
population that differs from transplant recipients and expe-
riences more severe disease with rapid dissemination of the
parasites. On the other hand, ocular toxoplasmosis, a mild
form of the disease, occurred mostly after the first year after
transplantation, when immune suppressive therapy is usu-
ally reduced, thus explaining the 100% survival rate, prob-
ably resulting from confinement of parasites in the ocular
compartment (25).

In HSCT patients, Toxoplasma reactivation predomi-
nantly occurred within several months (20.6 + 4.6 weeks)
after engraftment, which might suggest that chemoprophy-
laxis was stopped too early. Indeed, toxoplasmosis was
diagnosed for 9 HSCT patients after chemoprophylaxis
was stopped (Table 3); this finding is consistent with the
policy at 9 centers of discontinuing chemoprophylaxis at
6 months. These data support the practice of monitoring
CD4+ T-cell counts to guide chemoprophylaxis discontinu-
ation, as suggested by others (/3). However, toxoplasmosis
was also diagnosed during chemoprophylaxis for 9 addi-
tional HSCT and 5 SOT patients, which might be related to
inadequate regimens of cotrimoxazole or poor observance.
A recent systematic review (/.3) reported that breakthrough
toxoplasmosis in HSCT patients was observed when cotri-
moxazole was given only 2 times per week at a dosage of
960 mg (57% of cases) or 480 mg daily (18%).

A major finding of this study is the observation that
life-threatening toxoplasmosis can occur in HSCT and
SOT patients after chemoprophylaxis is stopped. However,
in SOT patients, the rather late occurrence after transplant
(>3 years) and the high survival rates suggest that infec-
tion acquired long after transplantation is usually mild and
the source is probably contaminated food. Conversely,
life-threatening early infection was associated with a high
mortality rate and was mostly observed in liver transplant
patients, suggesting that serologic results might not have
been taken into account to guide chemoprophylaxis.
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Overall, prognosis of Toxoplasma infection was good
for SOT patients; the all-cause mortality rate of 17% was
similar to that reported from Spain (13.6%), where 17 of 22
patients had a primary-acquired infection (6). Higher prev-
alence and severity of disease was confirmed among HSCT
patients; survival rate was only 38% at 6 months, similar
to mean survival rates recently reported (/3). We assume
that death was attributable to toxoplasmosis in deceased
HSCT and liver transplant patients because their 6-month
survival rate was significantly poorer than that of their
counterparts without toxoplasmosis (p<0.01). A similar
effect of toxoplasmosis on survival of HSCT patients has
been recently demonstrated in a case—control study (26).
However, whether chemoprophylaxis positively influences
outcome remains unclear. Indeed, overall survival rates
were better among patients who received cotrimoxazole
than among those who received no treatment; but when
considering HSCT and SOT patients separately, survival
rates remained significantly better for SOT patients only.
This finding raises the question of the effectiveness of pro-
phylaxis, in terms of regimen and duration.

This study has several limitations. First, we used ag-
gregated data, so individual analyses or modifications of
the analysis plan were not possible after data collection.
Therefore, individual data such as immunosuppressive
regimen, graft versus host disease, or simultaneous infec-
tions were not recorded, and multivariate analyses to fur-
ther explore mortality rates were not possible. The number
of participating centers per country varied, and for some
countries (particularly Germany and Turkey), these centers
accounted for a small proportion of the transplantation ac-
tivity in the whole country (online Technical Appendix);
thus, we cannot be sure that the data collected were repre-
sentative for the whole country. The absence of correlation
between seroprevalence and the number of cases reported
among countries may be attributed to several confound-
ing factors, such as 1) good management of prevention in
countries where seroprevalence is high, 2) lack of aware-
ness and possible underdiagnosis of Toxoplasma-associat-
ed risk in countries where seroprevalence or transplanta-
tion activity is low, 3) underreporting because of lack of
follow-up, 4) overdiagnosis because of systematic screen-
ing (asymptomatic cases), or 5) migration of patients from
eastern Europe (higher seroprevalence) to western Europe
for transplantation (27).

Overall, this study confirms that toxoplasmosis in
transplant recipients is a clinical problem throughout Eu-
rope, regardless of local seroprevalence. This finding sug-
gests that substantial health gains may be achieved by the
development and adoption of common prevention guide-
lines based on best practice. Whether chemoprophylaxis
duration should be extended and for what duration remains
to be determined. Nevertheless, our results suggest that to
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prevent late onset of toxoplasmosis, cotrimoxazole should
be given for =6 months. In case of drug intolerance, low
dosage, or discontinuation, follow-up by regular PCR of
blood could help guide preemptive treatment. In SOT pa-
tients with Toxoplasma mismatch (D+/R-), cotrimoxazole
prophylaxis should be given for >1 year. Last, recommen-
dations associated with hygiene, similar to those provided
to seronegative pregnant women to avoid contamination,
should be extended to all seronegative transplant patients.
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Toxoplasmosis represents one of the most common comorbidity factors in solid
organ or hematopoietic stem cell transplant recipients as well as in other immu-
nocompromised patients. In the past decades, availability and performance of
molecular tools for the diagnosis or the exclusion of toxoplasmosis in these
patients have greatly improved. However, if accurately used, serology remains
a complementary and essential diagnostic tool for physicians and medical para-
sitologists for the prevention and management of toxoplasmosis in immunocom-
promised patients as well. It is required for determination of the immunological
status of patients against Toxoplasma. It also helps diagnose and monitor
complex cases of opportunistic Toxoplasma infection in immunocompromised
patients. New perspectives are available to further enhance their yield and
ease of use.

Toxoplasmosis, One of the Most Frequent Human Parasitic Infections
Toxoplasmosis is a widespread zoonosis caused by Toxoplasma gondii, an obligate intracellu-
lar protozoan parasite. Transmission in humans can result from the ingestion of oocysts (see
Glossary) shed by infected felids and of cysts from undercooked meat of infected animals. After
ingestion, both forms of the parasite transform into rapidly multiplying tachyzoites able to
cause the death of all nucleated cells, leading to the dissemination of the parasite throughout
the host'’s tissues. Subsequent development of cell-mediated immunity leads the parasite
into entering a chronic phase whereby it forms quiescent tissue cysts with bradyzoite stages
preferentially located in the central nervous system, the eyes, the heart, and the skeletal
muscles, that persist for the life of the host [1]. This persistence permits transmission through
stem cells and by solid organ transplantation [2]. In immunocompetent individuals, primary
infection is mostly asymptomatic or accompanied by mild, nonspecific and self-limited
signs and the chronic phase produces no or limited morbidity [3]. In the case of primary infec-
tion, serology allows the recognition of three sequences: appearance of IgM, appearance and
rise of IgG, and stabilization of IgG with possible persistence of IgM [3]. However, reactivation
is characterized by two sequences: an increase of IgG titers, followed by their stabilization. IgG
antibodies persist lifelong at residual titers and witness the risk of reactivation in case of immu-
nosuppression [3,4]. Estimates of T. gondii-specific IgG seroprevalence vary from less than
10% to approximately 80% worldwide, according to climatic factors and food habits, and in-
crease with age [5].

Toxoplasmosis, a Severe Opportunistic Infection in Immunocompromised
Patients

Immunocompromised patients are at risk for severe forms of toxoplasmosis as a consequence of
several mechanisms (Figure 1). The first is the reactivation of tissue cysts containing parasites in
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Toxoplasmosis is a life threatening
opportunistic infection in immunocom-
promised patients.

PCR allows detection of T. gondii DNA
but does not inform about the serological
status of the patient nor about a chronic
infection.

Serology is the only tool that allows iden-
tification, among immunocompromised
patients, of those who are at risk of po-
tential Taxoplasma reactivation. A simple
serologic screening of SOT donors and
recipients can identify the risk of mis-
match (D+/R-) and allow prevention of
high morbidity and mortality.

Screening of donor and allo-HSCT
recipients allows graduation of the risk
of reactivation of chronic infection,
which is the highest for seropositive
allo-HSCT recipients receiving a sero-
negative graft (D-/R+).

PCR should best be combined with
serology for the follow-up of immuno-
compromised patients at risk for clinical
T. gondii reactivation.

TInstitut des Agents Infectieux, Service
de P: ie Mycologie Médicak
Hépital de la Croix-Rousse, Hospices
Civils de Lyon, Lyon, 69004, France
2Physiologie intégrée du systéme d'éveil,
Centre de Recherche en Neurosciences
de Lyon, INSERM U1028-CNRS UMR
5292, Faculté de Médecine, Université
Claude Bemard Lyon 1, Bron, 69500,
France

L aboratoire de Parasitologie-Mycologie,
CHU Grenoble Alpes, Grenoble, 38000,
France

hitps://dol.org/10.1016/.pt.2020.09.006 205

© 2020 Elsevier Ltd. All rights reserved.



- ¢ CelPress

Trends in Parasitology

t ietic stem cell

Recipient:
positive serology

Risk of primary
fingestian of aocysts

Hygiene and diet advice
Screening by PCR +/- serology

Chemoprophylaxis¢
Screening by PCR +/- serology

Solid organ transplant patients

¥

Risk of reactivation

nmuumm " positive serdngy of recipient
.

Other immunocompromised patients (HIV, cancer,
acquired and congenital immune deficiency)

ised patient:
negative sunh‘y

Risk of primary infection®

{ingestion of accysts or cysts)

Hygiene and diet advice
Screening by PCR +/- serology

Chemoprophylaxist
Screening by PCR +/-serology

l

Chemoprophylasis®
Screening by
PCR +/-serology

Hygi d diet advice

Screening by
PCR +/- serology

a5

Screening by
PCR +/- serology

“Institut pour I'Avancée des Biosciences
(IAB), INSERM U1209-CNRS UMR 5309,
Université Grenoble Alpes, Grenoble,
38000, France

SUniversité Grenoble Alpes, CNRS,
CHU Grenoble Alpes, Grenoble INP,
TIMC-IMAG, Grenoble, 38000, France
These authors contributed equally to
this work

*Correspondence:
damien.dupont@chu-lyon.fr (D. Dupont).

Trerds In ParacRiology
Figure 1. Risks and Prophylactic Measures of Toxoplasmosis in Different Types of Immunocompromised
Patients. The intensity of the red color and the thickness of the arrows increase with the risk of toxoplasmosis. Same risk as in
the general population, depending on the incidence in the country®. High risk in allo-hematopoietic stem cell transplant (HSCT)
and low risk in auto-HSCT®. Chemoprophylaxis by trimethoprim-sulfamethoxazole is recommended after engraftment to
allo-HSCT patients and exceptionally to auto-HSCT patients®. High risk in heart and heart-lung transplant. Low risk in kidney,
liver, pancreas, and intestine transplant. No risk in eye, bone, and artery transplant®. Chemoprophylaxis by trimethoprim-
sulfamethoxazole is recommended during the post-transplant period for seronegative recipients receiving heart, lung, kidney
(exceptionally liver, pancreas, intestine) from seropositive donors and for seropositive recipients®. Low risk in heart, heart-lung,
kidney, liver, pancreas, and intestine transplant. No risk in eye, bone, and artery transplant’. High risk and chemoprophylaxis by
trimethoprim-sulfamethoxazole in HIV patients with CD4 <200/mm?® and in patients with severe immunosuppression?.

seropositive individuals who suffer from a severe defect in cell-mediated immunity, in a variety of

clinical contexts.

(i) Hematopoietic stem cell transplant (HSCT) recipients are specifically exposed to the risk of
reactivation of pre-existing cysts and to their hematogenous dissemination, due to their
intensive pretransplant conditioning [6-8]. The risk is maximal between 1 and 3 months
after initiation of immunosuppressive regimen, with an incidence ranging from 0.5% to 2-4%
according to local seroprevalence data [9,10]. The risk is higher in allogeneic HSCT recipients
than in autologous-HSCT patients. In allo-HSCT recipients, cord blood transplant, donor's
seronegativity, and lack of trimethoprim-sulfamethoxazole prophylaxis were identified as risk

factors for T. gondii reactivation [7,11,12].
Among solid organ transplant (SOT) patients, the risk of toxoplasmic reactivation is highest

i

in heart transplant recipients, due to the preferred location of T. gondii in muscles, including

cardiac muscle [3,6].
(i

Cancer patients are also exposed to a risk of reactivating a latent/chronic infection as a result

of deficient cellular immunity or antineoplastic drugs [13]. Toxoplasmosis has commonly been
reported in hematologic malignancies in particular ymphoproliferative disorders [14-16] and
solid tumors [17], with severe consequences and high mortality rates in untreated patients
versus those who were managed accordingly.

)

HIV-compromised patients are also at high risk of recrudescence of latent/chronic T. gondii

infection, due to aberrations in the T lymphocyte function, causing depletion of CD4 T cells,
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impaired cytotoxic T lymphocyte activity and production of intereukin (IL)-12 and IFN-y, and
decreased expression of CD154 inresponse to 7. gondii. In the absence of antiretroviral treat-
ment and effective prophylaxis, recrudescence is estimated to occur in 30% of T. gondii-
seropositive AIDS patients with a CD4 count <100 cells/pl [18].

(v) Other acquired immunity defects, including common variable immunodeficiency [19], as well
as the administration of biologic response modifiers [20-23], can lead to the reactivation of
previous infection with severe clinical manifestations.

Clinical signs most frequently associated with toxoplasmosis in non-HIV immunocompro-
mised are encephalitis [24,25], myocarditis [26], pneumonitis [27], or disseminated forms
of infection [28,29], depending on the immune status of the host. Central nervous system
remains the most common cause of focal brain lesions among HIV compromised patients
and a determinant of poor prognosis, even in the highly active antiretroviral therapy
(HAART) era [25].

Organ-derived infection from a T. gondii positive donor to a negative recipient represent a second
cause for severe toxoplasmosis (Figure 1), with the highest risk of Toxoplasma transmission for
heart transplant recipients as for the risk of reactivation [3,6]. Transmission through other organ
types, such as kidney and liver, is much rarer [30,31], as reported previously [4].

Third, T. gondii negative immunocompromised patients are under the same threats of acquiring a
primary infection as immunocompetent individuals via the same risk factors [32,33] (Figure 1),
with a risk of severe pulmonary and neurological consequences [3].

Preventing, recognizing, and monitoring reactivations and primary T. gondii infections represent
many challenges in a variety of contexts for the clinicians and pathologists [34]. Biology features
play a major part in addition to individual clinical monitoring and radiological expertise.

PCR Contributes to Asserting T. gondii Reactivation

The development of molecular tools for the detection of T. gondii DNA and their use in immuno-
compromised patients over the past decades have improved prevention and diagnosis in many
aspects. Indeed, PCR-based diagnostic strategies have been validated in several major indica-
tions, the best performances being reported for quantitative RT-PCR targeting the 529 bp repeat
region [35-37).

To briefly review the literature, the main advantages of PCR are based on its high predictive
positive value [34], of major interest to assert a T. gondii reactivation in the context of a positive
PCR test. Most data come from HIV-positive patients. Interesting performances of RT-PCR
were reported in this indication when performed on cerebrospinal fluid (CSF), broncho-alveolar
lavage fluid (BALF), or peripheral blood, according to clinical manifestations [38-40].Sensitivity
ranges from 12% to 100% for CSF and from 15% to 80% for blood, with specificity and positive
predictive value reaching up to 100% [4,41]. However, a reactivation cannot be formally excluded
based on a negative RT-PCR result [42]. The same respective advantages and limits of PCR for
confirming or excluding a reactivation were shown in transplant patients, despite a lower number
of reports. PCR was positive in 89% of patients with post-transplant toxoplasmosis, notably
positive for 100% of patients with cerebral and 90% with pulmonary toxoplasmosis [43,44].
Particularly in hematological patients, PCR is effective for the detection of parasitemia in the
context of clinical signs [45] and active surveillance of Toxoplasma-positive HSCT patients for
any reactivation is recommended via weekly PCR testing to allow prompt treatment and increase
chances of survival [44-47].

¢? CelPress

Glossary

Avidity: avidity reflects the strength of
binding of IgG antibodies toa
Toxoplasma antigen. It increases with
time, due to the maturation of the
hypervariable regions of the antibodies.
|gG avidity testing is an interesting tool to
distinguish between a recent and a past
infection when both Taxoplasma gondi-
specific IgG and IgM are detected in a
serum sample. Indeed, a high avidity
result indicates a past infection, dating
frommore than 3 to 5 months according
to the assay.

Bradyzoite: the latent stage of

T. gondii, responsible for the persistence
of the parasite in the human body. It
results from the evolution of the
tachyzoite stage. Bradyzoites are
grouped into intracellular cysts, which
persist lifelong in various tissues,
including the central nervous system, the
eyes, and the muscles. Bradyzoites can
reactivate into tachyzoites, especially in
case of immunosuppression.

Oocyst: the resistant form of T. gondii
found in the environment. It results from
the sexual reproduction of the parasite in
felids. Oocysts contained sporozoites,
one of the infective stages of the
parastte, that further evolve into
tachyzoites.

Primary infection: toxoplasmosis
primary infection corresponds to the first
contact with T. gondii. Contamination
can also occur by ingestion of: (j) cocysts
through contaminated hands or
insufficiently washed raw vegetables and
fruits, or (i) cysts contained in
undercooked or raw contaminated
meat. Primary infection is mostly
asymptomatic, especially in
immunocompetent patients. In other
cases, nonspecific symptoms, such as
fever, asthenia, and lymphadenopathies,
or more seriously chorioretinitis, can be
observed. In immunocompromised
patients, it usually results from
transmission of cysts contained in the
graft following solid organ
transplantation. Toxoplasmosis primary
infection in immunocompromised
patients can be prevented by hygiene
and diet measures, or
chemoprophylaxis.

Reactivation: toxoplasmosis in
immunocompromised patients most
often results from reactivation of a past
infection, via cysts. Toxoplasmosis
reactivation is responsible from severe
clinical forms, such as cerebral, ocular,
and pulmonary ones. Disseminated
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PCR-Based Diagnosis and Surveillance Strategies Have Intrinsic and Extrinsic mt‘;ﬁizﬁsjﬁgﬂm’y
Limitations Toxoplasmosis reactivation and its
Recently, systematic monitoring allowing pre-emptive strategies was encouraged [7,43,48].  consequences can be prevented by

However, positive PCR in asymptomatic patients (e.g., Toxoplasma infection) is reported inup ~ chemoprophylaxis.

to 66% of positive PCRs in hematological patients [11,34,48,49). There is a debate on their  Tachy2oite: the epicative stage of the
53 2 ki . parasite T. gondii, capable of infecting

clinical predictive value and on how to manage them. Positive PCR at a distance of a proven  an ype of nudleated cell and

clinical episode might also raise questions. responsible for the dissemination and

the clinical manifestations of the disease.

To date, in the absence of a syndrome-based approach, the molecular diagnosis of toxoplasmo-

sis remains the result of a targeted diagnostic approach performed in specialized laboratories.

Moreover, the T. gondii molecular approach by PCR is performed on a wide array of samples

(e.g., whole blood, CSF, BALF, agueous humor, biopsy, etc.) according to the clinical presenta-

tion of toxoplasmosis. This phenomenon leads to an important heterogeneity in the preanalytic

and analytic steps of molecular diagnosis due to in-house protocols (e.g., DNA extraction from

whole blood or from buffy-coat, preprocessing just before DNA extraction with or without

centrifugation, etc.) that may explain the difference of PCR performances reported in literature.

Serology Has Several Unique Advantages

Antibody detection offers several clear advantages (Box 1) that allow compensating for the
intrinsic limits of PCR and contributing to the management of immunocompromised patients in
two ways.

In terms of prevention, serology brings several benefits when performed at the time of the diag-
nosis of immunosuppression, before and at the time of transplantation, and/or during the period
of immunosuppression, according to clinical situations.

In the context of HSCT, serological tests among future candidates are required to identify those
who are IgG positive and need to benefit from PCR-based surveillance due to their high risk of
T. gondii reactivation (Figure 1). In a survey based on 45 centers from 11 European countries,
screening of allo-HSCT recipients was reported to be performed in 24 of 26 responding centers
in all countries except Slovakia [44] and 17 of the 24 responding centers reported also screening
auto-HSCT recipients despite their lower risk of reactivation [44]. Interestingly all 45 centers re-
ported screening HSCT donors although not mandatory.

Serological testing plays a key role in the context of SOT, to identify mismatched donors and re-
cipients and the high-risk combination of a negative recipient and a positive donor. Recognizing
the mismatch is of major importance in the context of heart transplantation but also warranted for
other SOTs (Figure 1), to guide management according to the serological status of both donor
and recipient, the type of graft, and the length of immunosuppression [50]. T. gondii serological
testing of future recipients and donors is part of standard worldwide recommendations
[50-58]. According to the Organ Procurement and Transplantation Network policy, determination
of T gondii-specific IgG titers is the only test required to determine the immunity status'. The

Box 1. Serology as an Asset

Serological tools play an essential role in the management of toxoplasmosis in immunocompromised patients. A positive
serological test allows the identification of patients who are at risk for a clinical reactivation and likely severe consequences,
asinthe context of bone marrow transplant, solid organ transplant, or AIDS. It is also essential in identifying a donor-recipient
serological mismatch in the context of solid organ transplantation and for preventing disseminated toxoplasmosis in the
recipient. Because of this valuable contribution to the management of patients, serology should not be relegated behind
molecular biology but remains a first-line test to fill in specific complementary diagnostic and preventive purposes.
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assessment of 7. gondii-specific IgM titers is necessary to diagnose a recent infection. If the IgM
and |gG results are positive, measuring IgG avidity can be a help to distinguish between the
acute toxoplasmosis and chronic infection with persistent IgM.

In the aforementioned survey, SOT recipients were screened at most centers and donors were
reported to be systematically tested in 11 European countries studied, although serologic screening
of donors was not mandatory in all countries [44].

There is also a clear benefit in including testing for anti-T. gondii IgM and IgG following the diag-
nosis of HIV infection'. Positive anti-T. gondii IgG will indicate a latent infection and a risk of reac-
tivation, allowing checking of compliance with HAART and offering an antitoxoplasmosis
prophylaxis if CD4 counts are below 100/l [54].

People living with HIV/AIDS and transplant patients that are negative for anti-Toxoplasma IgG
[82,33] can be educated on how to minimize the risk of primary infection through adequate
hand, food, and kitchen hygiene and proper meat cooking [55]. Individual recommendation re-
garding potential professional exposures or risk associated with travelling to high endemic
areas [56-58] should also be included when appropriate. Regular biannual or annual retesting
for IgG and IgM is also recommended to detect any change in serological status, likely to be
life-threatening in the mid and long term. Knowledge of a seronegative status also helps maintain
awareness and orient towards a possible primary toxoplasmosis infection if signs such as fever
and lymphadenopathies occur and should lead to the prescription of required confirmatory test-
ing for specific anti-T. gondii IgM and IgG antibodies.

Besides contributing to preventing severe clinical situations, serology is also helpful for the
management of patients presenting clinical or radiological signs suspected of active toxoplasmosis.
Knowledge of a previous positive IgG should serve as a strong incentive to search for diagnostic
evidence and/or introduce anti-T. gondii treatment.

Serology Optimizes the Use of PCR for the Follow-up and Diagnosis of Patients
at Risk

If toxoplasmosis follow-up of immunocompromised patients is mainly based on PCR, serology re-
mains a complementary and interesting tool as well. In a European multicentric study on toxoplas-
mosis in recipients, PCR was found to be the most helpful diagnostic tool in 77 cases (89%), but
serology allowed the diagnosis of toxoplasmosis in 28 cases out of 87 reported cases (32%) [44].

During the follow-up by PCR and serological tests of 70 allo-HSCT recipients at risk for toxoplas-
moasis, detection of anti-T. gondii IgM was the only biological marker in two out of four patients who
exhibited acute or reactivated toxoplasmosis [48]. Increased IgG titers and/or a reappearance of
IgM can also orient towards serological reactivation and prompt performing 7. gondi PCR to detect
parasitemia and discussing pre-emptive treatment prescription in order to avoid the development
of T. gondii disease. In AIDS patients, high IgG anti-T. gondii titers and a positive PCR detection of
T. gondii DNA in blood samples were significantly associated with cerebral toxoplasmosis [59).

Although PCR was found to contribute better than serology to the diagnosis of atypical
retinochoroiditis in HIV and not HIV immunocompromised patients [60,61], immunoblotting
applied to paired agueous humor—serum samples can help in recognizing an intraocular synthesis
of IgG and IgA [36,62,63], which sustains the recommendation to use both molecular and
serological approaches [64] Furthermore, Meira et al. proposed the use of immunoblotting to
maximize the sensitivity of the diagnostic work-up on CSF for cerebral toxoplasmosis [65].
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Serology Has Several Practical Advantages

Besides its technical performances, serology has the advantages of being cheap and not requiring
sophisticated technical facilities, which is particularly relevant in settings where medical
resources are scarcer (these are often located in areas of high T. gondii prevalence [5]) and
of high frequency of HIV co-infections [66]. It can be automatized for large-scale testing or per-
formed on filter paper.

Serological Diagnosis Has Limitations and Pitfalls That Should Not Be Overlooked
A large variety of assays are available on the market for the detection of specific anti-Toxoplasma
IgG and IgM. They rely on different types of antigens and principles, including enzyme-linked
immunosorbence, chemiluminescence, hemagglutination, indirect fluorescence, immunosorbent
agglutination, and immunoblotting. Their performances are highly variable due to the absence of
standardization that forbids comparing tests results across assays.

Attention should also be paid to the possibility for T. gondii specific IgM and low avidity IgG to
persist in the chronic phase of infection, which might make it difficult to distinguish between
acute and chronic infection [67]. Passive transfer of IgG in the context of blood transfusion
might distort IgG test results and lead to the wrong conclusion of a past infection [68]. Con-
versely, IgG test levels can drop below cut-off values in the long term, with the risk of the
wrong conclusion of the absence of infection and overlooking the risk of reactivation. An
impaired antibody response in the context of immunosuppression also modifies the antibody
kinetics and increases the proportion of low or doubtful IgG titers and their decrease below
detectable levels.

Good Practice Rules Are Required to Maximize the Yield of Serology

Good practice rules need to be strictly followed, regardless of the techniques used. First, subse-
quent tests for a given patient need to be performed at the same laboratory, using the same test,
in order to be able to compare test results and identify any significant increase in IgG titers.
Second, all tests should be performed by biologists trained to recognize nonspecific or persistent
IgM [69] or passive transfer of IgG [68] and knowledgeable of additional tests to be performed in
case of doubtful IgG titers (e.g., LDBIO-TOXO Il IgG immunoblot, Lyon, France) [70]. A close col-
laboration between laboratory specialists and clinicians is key in order to help interpret atypical
serological tests results and make decisions on their significance.

Promising New Serological Tests Are to Be Expected

Following the current trend for modernization of tools for the molecular diagnosis of infections,
new tests and approaches have recently been developed in order to increase the robustness,
performances, and friendliness of antibody detection [71]. They include rapid individual finger
prick tests [72] and tests to be performed on oral fluid in order to reduce blood spoliation
[73,74]. Plasmonic gold chip tests have also been developed on blood and saliva, which yield
almost perfect performances in terms of sensibility and specificity, at very low costs [67,75].

Serology Is Also a Valuable Tool for Epidemiological Surveillance and Research
These new tests will be useful for the routine management of patients at risk, but also help in
performing seroprevalence surveys to document the fast changing epidemiology of T. gondii
infection worldwide [5], which results from the industrialization of food production chains and
increasing urbanization. Such changes are likely to impact the management of patients, if fewer
are at risk of reactivation and a large number exposed to a risk of primary infection. New strategies
will have to be defined, especially since the number of immunocompromised patients is likely to
further increase in the future as a consequence of the growing use of immunosuppressive
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therapies, including biological response modifiers, and to larger indications for stem cells and
solid organ transplantations in regards to age of candidates, profiles of donors, and type of
organs.

Serological surveys are also a valuable exploratory tool to investigate the association between
toxoplasmosis and a large range of newly hypothesized consequences of toxoplasmosis
[39,76-79). We might, for example, mention the potential link between toxoplasmosis and cancer.

Concluding Remarks

Toxoplasma reactivation or primary infection in the immunocompromised affects a wide variety of
patients and, without treatment, may have extremely serious consequences. New indications for
transplantation, and the use of biotherapies, further increase the number of patients requiring
specific monitoring to diagnose toxoplasmosis. Reactivation of Toxoplasma cysts present in
the seropositive patient or in the transplanted organ is more frequent than primary infections.
These situations represent major challenges for both the physician and the medical parasitologist
since the clinical presentation of toxoplasmosis is not specific.

Serology has historically proved a great help thanks to its ability to identify the immune status of
patients. The rapid development of molecular biology has generated much interest with its use for
blood or many other samples and its indication is now fully endorsed in several situations, with the
potential risk of overriding serology despite its numerous assets. We wish to highlight the impor-
tance of using serological tools as a complement to PCR for their great value at lower cost, while
abiding by best practice rules and working towards the development of simple and even better
performing tests (see Outstanding Questions).
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Outstanding Questions

Is it worth performing both serological
and molecular tests to diagnose
toxoplasmosis in immunocompromised
patients?

Can serology for toxoplasmosis
be interpreted even in presence of
dysimmunity?

Shouid specific cut-offs be used for IgG
testing in immunocompromised patients
in order to increase sensitivity?

What is the value of a serologic
rebound in an immunocompromised
patient?

Are infections due to cocysts or cysts
more prone to reactivation?

How can you distinguish a primary
infection from a reactivation on a
single serum sample?

How can serclogy be used as an effective
prognosis marker of taxoplasmosis?
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Conséquences
« nouvelles » de |la
toxoplasmose
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La toxoplasmose chronique, établie par la persistance de kystes dans les tissus de I’hdte, apres primo-
infection, a longtemps été considérée comme bénigne chez I'immunocompétent. Elle fait suite a une
phase aigué qui est asymptomatique dans 90 % des cas [75]. Dans les 10 % restants, I'infection est le
plus souvent bénigne, souvent confondue avec une mononucléose infectieuse car elle entraine un
syndrome mononucléosique sur la numération formule sanguine. Les signes cliniques principaux sont
une altération de I'état général, une fievre et des adénopathies cervicales pouvant persister plusieurs
semaines. Trés rarement, on rapporte des cas de myocardite, de polymyosite, de pneumopathie,
d’hépatite ou d’encéphalite, mais ceux-ci sont probablement liés a des souches d’un génotype
particulier. En effet, comme mentionné précédemment, certaines souches atypiques ainsi que les
souches de type | sont particulierement virulentes et sont capables de conduire au déces [119]. De
plus, ces souches sont capables d’induire des lésions de rétinochoroidite, dans le cadre d’une infection

aigué [120]. Il s’agit de Iésions focales avec une forte réaction inflammatoire du vitré.

Apres cette phase aigué et I'enkystement du parasite, I'infection est considérée comme n’ayant aucun
effet sur I’h6te. Or une littérature abondante depuis quelques années amene a revoir ce dogme et a
envisager que la toxoplasmose chronique puisse avoir chez I’'Homme des conséquences jusque la
insoupconnées. Ces conséquences seraient d’ordre comportemental ou neuropsychiatrique. Cette

question suscite actuellement un grand débat et une littérature abondante.

Nous présenterons successivement : 1) les modifications du comportement observées chez I’animal,
2) la littérature abondante concernant les arguments anatomiques et biochimiques pouvant sous-
tendre ces modifications, 3) les nombreuses publications que les deux points précédents ont généré
chez 'Homme, dont nous soulignerons les limites, puis 4) les raisons qui nous ont amenés a faire le
choix de I’étude du rythme veille/sommeil pour une meilleure compréhension des conséquences de la
toxoplasmose chronique, grace a un modele murin de toxoplasmose chronique, et enfin 5) nos travaux

et les avancées qu’ils ont permis.
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Modifications comportementales chez I'animal

La plupart des études ont porté sur le rat et la souris qui sont de bons modeles car leur SNC et leur
systeme immunitaire sont trés semblables, structurellement et neurochimiquement parlant, a celui de
I'Homme. Il s’agit également de proies classiques du chat, ce qui en fait des candidats de choix dans la
recherche d’'une modification de comportement induite par 'infection par T. gondii dans le but de
faciliter la survie du parasite par une prédation facilitée des proies contaminées. Barber et Dingemanse
suggerent ainsi que le parasitisme pourrait jouer un réle important dans la détermination des
comportements animaux. La personnalité animale serait donc influencée par deux facteurs [121]. La
transmission d’un parasite dépendant du comportement de I'hGte assure une sélection de ces
comportements a risque. Dans un deuxieme temps, le parasite peut induire des modifications
comportementales évolutives dans certains contextes endémiques. C’est ce que formule Dawkins avec
son concept de phénotype étendu : le comportement d’un animal va tendre a faire perdurer les genes
a l'origine de ce comportement, que ces génes appartiennent ou non a I’'animal en question [122].
C’est ce concept qui est a la base de la théorie de la manipulation par T. gondii : le comportement
altéré de I'hote intermédiaire tendrait donc a faire perdurer les genes du parasite, ce qui se décline
dans notre cas a augmenter les possibilités de prédation des hotes intermédiaires par les hotes
définitifs, les Felidae. Ceci serait rendu possible par des altérations directes des capacités physiques,
ou bien par des altérations des perceptions sensorielles [123]. Alors que de véritables études de
prédation ne sont pas réalisables du fait de considérations éthiques, il faut garder a I'esprit qu’aucune
des modifications comportementales observées chez les animaux n’a fait la preuve de son impact sur
la transmission du parasite de maniere scientifique. Ce phénomene a également été décrit pour

plusieurs espéces parasitaires.

L'un des comportements fondateurs de la théorie de la manipulation fut la découverte chez le rongeur
infecté de la diminution de son aversion innée pour I'odeur de I'urine du chat, et sa transformation en

attraction [124]. Cette attraction semble particulierement spécifique des félins, puisque cette
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différence entre infectés et non infectés ne s’exprime pas pour d’autres animaux non prédateurs, ou
d’autres prédateurs qui ne sont pas hote définitif pour le parasite [124]—-[128]. Une étude réalisée chez
le chimpanzé, a pu reproduire cette attraction pour 'urine de léopard qui est spécifiquement le seul
prédateur du chimpanzé. De maniere frappante, il n’y avait pas de différence significative entre
chimpanzé infectés et non infectés, lorsqu’ils étaient mis en présence d’une odeur d’urine d’autres
hotes définitifs potentiels qui ne sont pas rencontrés dans leur écosystéme (tigre ou lion) [129]. De
plus, les rongeurs infectés semblent privilégier I'odeur de félins sauvages (guépards ou pumas), plutot
que celle de félins domestiques dans un test a choix double [130]. En revanche, une étude chez la
souris a conclu a une attraction non spécifique, valable pour tous les prédateurs, sans spécificité pour
les félins [131], alors qu’une autre étude sur deux lignées de souris ne retrouve aucune différence
significative entre infectés et non infectés [132]. Ceci laisse a penser que les modifications observées
sont dépendantes des modéles de rongeurs utilisés. Les modifications semblent également dépendre
de la force du stimulus, en suivant une relation en U inversé, les modifications sont donc observées
pour des doses intermédiaires [133]. Dans le méme ordre d’idée, il a été montré que cette attraction
était dépendante de la souche de T. gondii infectante. Ainsi, la souche de référence Prugniaud (type Il)
entralnait une augmentation de l'attraction pour l'urine de chat a deux et sept mois post infection,
alors que celle-ci n’était présente qu’a deux mois avec la souche ME49, également de type Il [126].
Cette « attraction fatale », puisqu’elle conduit directement dans les griffes de leur prédateur, est
pourtant retrouvée pour les souches de type |, Il et lll par d’autres auteurs [134]. De plus, I'effet
persiste dans le temps, méme apres clairance du parasite comme cela a été confirmé par des
techniques de biologie moléculaire sur le cerveau [134]. Enfin, I'effet serait indépendant de la charge
parasitaire ou de I'état d’inflammation. Cette derniére conclusion a par ailleurs été mise a mal par les
conclusions d’'une autre équipe qui retrouvaient une corrélation entre la charge parasitaire,
I'inflammation et les effets observés sur le comportement [131]. Enfin, le traitement de rats par des

anti-toxoplasmiques (pyriméthamine-dapsone par exemple), 14 jours aprés leur infection, entrainait
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la suppression des modifications observées chez les animaux infectés [125], [135]. Dans le méme ordre
d’idée, un traitement par d’autres molécules ayant montré une activité anti-parasitaire (telles que
I’halopéridol ou I'acide valproique) conduisait a une diminution du nombre de kystes cérébraux mais
également a une diminution de I'attraction pour I'odeur du prédateur [125], [136]. Un mécanisme pour
cette altération comportementale a été proposé en 2014. Une modulation épigénétique conduirait a
I’hypométhylation du promoteur du gene de I'arginine-vasopressine au niveau de I'amygdale,
impliquée dans les phénomenes émotionnels comme I'attraction sexuelle, la peur ou I'anxiété. Ceci
conduirait donc a une hyper-expression de ce peptide et a I'augmentation de 'activité des neurones

vasopressinergiques en réponse a |’exposition a I'odeur d’urine de félin [137].

Bien qu’intéressant d’un point de vue strictement théorique, on peut penser que ces modifications
comportementales ne peuvent a elles seules expliquer la grande distribution et la forte prévalence de

la toxoplasmose.

D’autres modifications comportementales rapportées dans la littérature fournissent des éléments
complémentaires. Les premieres études des années 1980 sur des souris infectées par T. gondii
rapportent principalement une augmentation de l'activité associée a une baisse de réponse a un
nouveau stimulus [138], [139]. Plusieurs études ont confirmé ces résultats chez des souris infectées
congénitalement et en post natal : elles étaient plus actives que les contréles, mais surtout elles
avaient tendance a rester préférentiellement dans les zones les moins exposées [131], [140], [141]. En
revanche, certaines équipes travaillant sur des modéles murins ont mis en évidence une diminution
générale de I'activité associée a une augmentation des temps de réaction [142], [143]. Gatkowska a
confirmé également ces résultats de diminution de I'activité exploratoire associée a une diminution du
« grooming » et une réduction du temps passé dans les zones exposées [144]. Ces modifications de
I'activité chez les souris semblent ainsi liées a des différences d’interaction entre I'animal et son
environnement, ainsi qu’avec les stimuli nouveaux qu’il rencontre. Des enregistrements vidéos de la

démarche des souris ont également mis en évidence des modifications de la locomotion [145], [146].
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Des études sur le rat retrouvent également une augmentation de I'impulsivité [147], une diminution
de I'agressivité associée a une augmentation des comportements sociaux [145] ou a une augmentation
de I'aversion pour I'effort, semblant suggérer que les mécanismes sont plus complexes qu’une simple
diminution de la peur [147]. A l'inverse, I'équipe de Vyas n’avait observé aucune autre modification
comportementale que I'attraction pour l'urine, que ce soit au niveau de la néophobie, des processus
mémoire et d’apprentissage ou bien encore de I'anxiété [128]. Chez les souris, I'augmentation de
I"anxiété semble étre quasi constante [142], [148], [149], a I'exception de deux études qui retrouvaient
une diminution ou une absence d’effet [131], [150]. Par ailleurs, la mémoire spatiale peut étre

impactée, de méme que la sensibilité olfactive [148] ou la reconnaissance sociale a court terme [149].

Dées 1978, Piekarski rapportait que rats et souris infectés par T. gondii présentaient une diminution
significative de leur capacité d’apprentissage, particulierement importante chez les souris [151], [152],
ce qui, associé a une mémoire a court terme altérée [153], conduit a une capacité altérée a reconnaitre
un stimulus nouveau: on parle de diminution de la néophilie, responsable probablement d’une

augmentation de la prise de risque et donc de la prédation [148], [154], [155].

Bien que moins affectés physiquement par la présence du parasite, - comme l'indiquent des charges
parasitaires cérébrales plus faibles-, les modeles d’infection chez le rat révelent en général moins de
différences comportementales. Les rats infectés exhibaient néanmoins des capacités mémorielles
d’apprentissage diminuées a I'épreuve du Morris Water Maze [156], ainsi qu’une anxiété diminuée et
une augmentation des comportements sociaux [157], [158]. Ce déficit mémoriel a par la suite été
confirmé a I'aide de test de conditionnement a la peur. Ce test conduisait a une immobilisation réduite
des rats infectés face a un stimulus, indicateur d’une altération de la capacité a consolider les
phénomeénes de peur [159]. Normalement, un rat est capable d’apprendre de ses peurs : ainsi, mis en
présence d’un collier porté par un chat, ils présentent la méme aversion pour un collier identique mais
qui n’a pas été porté par un chat. Un rat infecté présente des processus mémoriels de la peur ne lui

permettant pas de reconnaitre le collier comme associé au chat [133]. Les réactions de rats sauvages

91



ou de lignées de rats de laboratoire, face a des nouveaux stimuli furent testées, ainsi que leur
propension a étre capturé dans des pieges. Les rats, animaux néophobiques par nature, a l'inverse des
souris, exprimaient une altération des phénomenes de peur conditionnée, une diminution significative
de la néophobie apres infection, traduite par une augmentation de leur capture dans des pieges [160]—
[162], et ce, sans altération du comportement social ou reproducteur. Ce qui est extrémement
intéressant était que cette diminution de néophobie, associée a une hyperactivité, ne se retrouve donc
pas chez les animaux contrdles sains, mais ne se retrouvait pas non plus chez les rats infectés par
d’autres micro-organismes (parasite, bactérie ou virus) qui ne nécessitaient pas de deuxiéme hote pour
accomplir leur cycle [160]. En effet, pour ces derniers, augmenter la fréquence de capture, et donc par
extension la prédation, est synonyme d’échec dans I'accomplissement de sa multiplication. Le siége de
ces processus de peur et de prise de décision est I'amygdale, ce qui tendrait a penser que cette

structure est une cible potentielle pour le parasite.

De la disparité de ces résultats, il ressort que les modifications comportementales observées semblent
dépendre de plusieurs facteurs, dont la nature de I’'h6te, la nature de la souche de T. gondii, mais
également I'age, le sexe ou bien encore la voie d’infection [163], [164]. Ainsi, des différences sont
rapportées entre souches de type Il et souches de type Il : I'activité, I’aversion pour I'urine de chat et

la mémoire a long terme sont plus fortement diminuées avec des souches de type Il [163].

Ces descriptions de comportement chez I'animal aménent a rechercher les arguments qui pourraient

les expliquer.

Arguments en faveur d’une modification du fonctionnement cérébral
dans la toxoplasmose chronique

Ces arguments sont de trois ordres : un tropisme de T. gondii pour le SNC, des modifications de la

neurotransmission et les effets déléteres de I'inflammation chronique.
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Localisation du parasite dans le SNC
Comme nous l'avons vu, la forme tachyzoite de T. gondii posséde un tropisme pour certains tissus,

dont le tissu nerveux, et plus particulierement le SNC.

La question du tropisme préférentiel de T. gondii pour certaines zones cérébrales est centrale
mais encore non complétement résolue. Une premiére étude en 2007 sur des rats avait montré une
densité importante de kystes dans I'amygdale, bien que ceux-ci soient retrouvés dans I’'ensemble des
structures cérébrales [128]. La méme année, une autre équipe démontra un tropisme particulier pour
le cortex préfrontal, le nucleus accumbens et I’hypothalamus chez des rats infectés par la souche RH,
de type | [157]. Une autre étude, réalisée sur coupes de cerveaux de souris, constatait une répartition
aléatoire des kystes, mais avec |la encore, une densité plus importante de kystes dans certaines régions
comme le bulbe olfactif, I'hippocampe ou I'amygdale. En revanche, d’autres structures semblaient étre
moins densément infectées, comme le cervelet, les noyaux du pont ou le putamen caudé [165].
L'utilisation d’un marquage bioluminescent spécifique du stade bradyzoite a permis de mettre en
évidence une luminescence plus importante au niveau du cortex, du colliculus, du cervelet et du bulbe
olfactif chez la souris [166]. Un marquage histologique a mis en évidence une diminution du nombre
de kystes avec le temps, mais a également montré leur persistance marquée dans certaines structures
comme I’hypothalamus, I'amygdale, le bulbe olfactif, le cervelet et le tronc cérébral [127]. Une autre
étude retrouvait une densité plus importante de kystes dans I"hippocampe, I’"hypothalamus latéral, la
zona incerta, et le cortex somato-senseur [146]. Chez le rat, le tropisme était variable selon la souche
de T. gondii utilisée, mais restait marqué pour les hémisphéres cérébraux, le ganglion basal, le cervelet,
le cortex, le tronc cérébral et le thalamus. Les auteurs rapportent par ailleurs que I’hypothalamus et
I’"hippocampe semblaient moins touchés [167]. Enfin, une étude récente objective plutdt un tropisme
pour le cortex et le striatum [142]. Il est intéressant de constater que plusieurs structures sont
retrouvées de facon concordante dans ces différentes études. C'est le cas du cortex, de 'amygdale, de

I’hippocampe et du bulbe olfactif par exemple, le cortex semblant étre le plus touché [159], [168]. A
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noter qu’au contraire, de nombreuses études utilisant le méme genre de marquage ne retrouvent pas
de tropisme particulier, avec une variabilité tres grande entre les individus, sans toutefois que les
localisations ne semblent dépendantes du hasard [144], [156], [162]. Enfin, une étude sur cerveaux
humains apres autopsie qui reposait sur la PCR, a priori plus sensible que la microscopie, n’a pas
retrouvé de distribution particuliere des kystes [169]. Il est a noter que bien que la distribution soit
aléatoire, la localisation dans les structures cérébrales jouerait bien un role dans I'apparition des

modifications comportementales évoquées précédemment chez les rats [170].

Une autre question essentielle est celle du type cellulaire infecté, en raison d’effets particuliers
possibles sur la transmission des influx nerveux, par altération directe de la cellule ou par le biais des
effecteurs sécrétés par le parasite. Il est actuellement admis que le neurone est la cible principale du
parasite [171], [172], du fait de la non-expression des molécules du CMH | qui empécherait la
reconnaissance des neurones infectés par les lymphocytes T CDg [168]. Les astrocytes et les cellules
gliales sont également infectées, comme I'attestent la description d’antigénes parasitaires dans leur
cytoplasme [127], mais avec la possibilité de se débarraser du parasite par I'intermédiaire de GTPases
dépendant de I'IFN-y [173]. Le parasite injecterait des protéines effectrices dans de nombreuses

cellules nerveuses sans pour autant toutes les infecter [171].

Certaines observations sont également en faveur d’une altération physique du SNC. Ainsi une infection
chronique par T. gondii entraine une dilatation ventriculaire associé a une diminution du poids du
cerveau dans sa globalité qui est corrélée avec les anomalies du comportement spatial chez la souris

et le rat [174].

Modification du métabolisme des neurotransmetteurs

La neurotransmission peut également étre modifiée par le parasite au niveau de la synthése, du
catabolisme des différents neurotransmetteurs ou bien de |'expression des différents récepteurs
synaptiques impliqués dans les circuits neuronaux. Les données disponibles concernent plus
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particulierement les modifications du métabolisme de la dopamine, du glutamate, du GABA, de la

sérotonine (5HT), de I'adrénaline et de la noradrénaline.

Les catécholamines se divisent en trois neurotransmetteurs : I'adrénaline ou épinéphrine (Ad), la

noradrénaline ou norépinéphrine (NA) et la dopamine (DA).
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Figure 9 : Métabolisme de la dopamine

Elles sont caractérisées par un noyau catéchol, soit un noyau benzéne avec deux groupements
hydroxyles substitués adjacents. Elles sont toutes synthétisées a partir d’un précurseur commun, la L-
Tyrosine. Acide aminé fourni par I'alimentation, il est capté par les neurones catécholaminergiques. La
premiere étape de la synthése est I’hydroxylation de la tyrosine en L-DOPA par la Tyrosine Hydroxylase
(TH) : c’est I'étape limitante (du fait de son activité enzymatique faible), et elle est sujette a un
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rétrocontréle négatif par les produits de synthése terminaux que sont I'Ad et la NA [175]. La
stimulation des neurones augmente I'activité de la TH, aprés sa phosphorylation par des protéines
kinases dépendantes de I’AMP cyclique. La deuxieme étape est la décarboxylation de la L-DOPA en DA,
par la DDC, enzyme non spécifique des neurones catécholaminergiques. Ensuite, la DA peut subir une
nouvelle étape d’hydroxylation par la DBH, pour donner la NA. Enfin, cette derniére sera transformée
en Ad par la phényléthanolamine N-méthyl transférase. Les étapes de la synthese des catécholamines
se déroulent dans des structures cellulaires différentes. Ainsi la tyrosine est transformée en L-DOPA
puis en DA, dans le neurone, avant d’étre stockée dans des granules, ou elle peut étre transformée en

NA sous l'influence de la DBH.

Les catécholamines présentes dans la fente synaptique sont majoritairement recaptées par les
neurones et les cellules gliales [176]. Elles sont ensuite dégradées par des enzymes spécifiques, les
monoamines oxydases (MAQO) mitochondriales [177], et les catéchol-O-méthyl-transférases (COMT)
situées dans la fente synaptique et dans le cytoplasme des cellules [178]. La DA est désaminée par les
MAO, puis oxydée par I'aldéhyde déshydrogénase pour donner 'acide dihydroxyphénylacétique. De
son coté, la COMT transforme la DA en 3-méthoxytyramine, et le DOPAC en acide homovanillique.
L'action de la COMT sur I'Ad et la NA conduit respectivement a la métanéphrine et a la
normétanéphrine. Ces deux métabolites sont transformés en acide vanillyl-mandélique sous I'action

de la MAO.

Les modifications de la transmission dopaminergique sont celles qui ont le plus interpellé. La DA est
impliquée dans le contréle moteur, I'attention, le plaisir et la motivation, le sommeil, la mémoire et |a
cognition. Plusieurs équipe ont ainsi retrouvé des taux de DA augmentés que ce soit chez des souris
infectées chroniquement [142], [179], dans un modele d’infection pré-conceptionnelle chez le
nouveau-né a 14 et 63 jours de vie [180], ou encore dans certaines régions cérébrales en cas d’infection
aigué [181]. Ces résultats ont été confimés in vitro dans des modeéles d’infection cellulaires [182], [183].

La DA stimulerait également la croissance parasitaire et augmenterait donc la destruction cellulaire
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[184]. Ces observations initiales furent étayées par la découverte de la présence dans le génome
parasitaire, de deux copies d’'un géne ayant une forte homologie pour la TH, enzyme clé de la synthése
de la DA. Ces genes baptisés AAH1 et AAH2 (aromatic amino acid hydroxylase) possédent une activité
phénylalanine hydroxylase mais également TH avec une affinité plus forte et donc un biais vers la
synthése de L-DOPA [185]. L'expression de AAH1 est constitutive, alors que celle de AAH2, protéine
sécrétée [186] serait inductible et exprimée principalement lors du stade bradyzoite. Ce concept a
malheureusement été battu en breche par des études de délétion du gene AAH2, mettant en évidence
I"absence d’'impact de cette délétion sur la croissance parasitaire, mais aussi sur les concentrations en
DA dans le cerveau, que ce soit in vivo ou in vitro [187]. Parallélement, la délétion de AAH2 ne modifie
pas les altérations comportementales observées [155], [188], ni les phénomeénes inflammatoires [188].
Ceci tendrait a faire penser que les altérations dopaminergiques sont plus subtiles et ne peuvent
s’observer qu’a un niveau local dans certaines zones spécifiques. Quoi qu’il en soit, les différences
observées sont possiblement dues a des différences dans la conception expérimentale des études

[189].

Concernant la localisation des enzymes impliquées dans le métabolisme de la DA, les études
rapportent une colocalisation de la TH et de la DA au sein des kystes [183]. Elles indiquent également
une coordination spatiale au sein de la vésicule parasitophore et dans le cytoplasme des cellules
dopaminergiques, entre la TH parasitaire et la DOPA décarboxylase (DDC) de I'hGte. Cette derniére
enzyme est responsable de la transformation de la L-DOPA en DA, et permet donc au parasite de
participer a la synthese de DA [190]. Par ailleurs, I'activité TH endogene de I'h6te ne serait pas
augmentée, de méme que le transport de la DA. C’est donc bien la composante parasitaire qui

participerait a I'augmentation de DA dans le cerveau.

Le role des enzymes catabolisant la dégradation de la DA a également été étudié. Ainsi, les métabolites
de la DA, mais pas le taux de DA, sont augmentés principalement dans le cortex cérébral [159]. Il existe

un rétrocontrole négatif sur I'expression génique des récepteurs D1 a la DA mais également des MAO,
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qui dégradent la DA [182], ainsi que sur I'expression de la DBH participant ainsi a I'augmentation

concomitante de la DA [145].

L’effet probable de la DA sur les altérations comportementales a été confirmé par |'utilisation d’un
inhibiteur de la recapture de la DA dans un modeéle murin. Les données expérimentales montrent une
altération comportementale chez les souris traitées, soulignant ainsi I'implication du systéme
dopaminergique [191]. De fagon similaire, le traitement expérimental de souris infectées par des
médicaments anti-psychotiques connus pour étre des antagonistes dopaminergiques tels que
I’halopéridol permet de diminuer les altérations comportementales observées chez les souris avant
traitement [136]. Ces effets pourraient étre dus aux propriétés anti-dopaminergiques de ces
molécules, mais il se peut que ces molécules possédent également un certain degré d’activité anti-

parasitaire directe [192].

L'un des mécanismes proposés a I'heure actuelle consisterait en I’altération de I'expression des micro-
ARN132, petits ARN non-codants permettant de réguler I'expression génique. Ainsi, les trois
génogroupes parasitaires exercent un rétrocontrole positif sur les micro-ARN132 en phase aigué, et un
rétrocontréle négatif en phase chronique [182], [193]. Bien que les modifications observées ne soient
pas identiques selon les structures cérébrales, selon le sexe ou selon la phase de l'infection, une
analyse transcriptomique poussée montre que la voie significativement impactée par ces
modifications correspond a la voie de transduction du signal dopaminergique (récepteurs D1, DARPP-

32) [182].

Le glutamate est un acide aminé, neurotransmetteur excitateur. Plusieurs arguments existent en
faveur d’un effet de T. gondii sur la transmission glutamatergique a la phase chronique de I'infection.
En effet, des taux extracellulaires élevés ont été mis en évidence dans le cerveau antérieur [194],
attribués a une diminution de la recapture par les transporteurs astrocytaires du glutamate (GLT-1). La

présence d’auto-anticorps dirigés contre les récepteurs glutamatergiques NMDAR a également été
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décrite, responsable d’une diminution de la transmission glutamatergique et des taux de récepteurs
NMDA dans le cortex et I"hippocampe [148]. Ces anticorps qui sont spécifiques de la phase de
conversion en kystes, semblent étre au moins partiellement responsables des altérations
comportementales observées [195]. En effet, le blocage des récepteurs NMDAR de I'amygdale
entraine une absence de peur innée pour le chat chez des rongeurs non parasités, sur le modele de ce
qui est observé chez les rongeurs infectés [196]. Un traitement antitoxoplasmique a base de
sulfadiazine serait capable de partiellement corriger la sous-expression des récepteurs NMDAR [197].
Le GABA est un neurotransmetteur inhibiteur qui joue un réle majeur dans la prévention des crises
comitiales. Dans un modeéle murin d’infection avec une souche de type Il, Brooks a pu observer que la
survenue de crises comitiales spontanées étaient concomitantes d’une altération de la répartition
cellulaire de I'acide glutamique décarboxylase-67 (GAD67), une enzyme clé catalysant la synthese du
GABA [198]. L'IFN-y, cytokine clé de la réponse immunitaire au parasite, régule par ailleurs la
transmission GABAergique controlant ainsi le comportement social chez la souris. On peut supposer
que l'altération de GAD67 par le parasite peut donc étre responsable de la modification des
comportements sociaux de la souris, ceux-ci ne pouvant étre régulés correctement par I'intermédiaire
de I'IFN-y.

La sérotonine est impliquée dans les mécanismes de I'humeur, notamment dans la régulation des
comportements, I'humeur, I'anxiété ou encore |'apprentissage. Elle serait également impliquée dans
la motivation et la prise de décision. Des taux anormalement bas sont retrouvés dans les cas de
dépression. Elle est considérée comme antagoniste a la DA. En phase aigué d’une infection a T. gondii,
les taux de 5HT semblent augmenter, particulierement chez I’'homme [181], mais des taux réduits sont
retrouvés a la phase chronique [142], [199]. Ces modifications pourraient étre spécifiques de certaines
régions cérébrales, comme par exemple I'amygdale [159]. Tout comme la 5HT, les taux de NA sont
diminués en réponse a l'infection parasitaire [142], [145], [159], [179], alors que ceux de I’'Ad

augmentent [142].
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Réaction inflammatoire et neurotransmetteurs

Comme nous l'avons vu, la réaction inflammatoire de I’héte contre le parasite est basée
principalement sur I'IFN-y. Le mécanisme principal par lequel I'lFN-y s’oppose a la croissance
parasitaire est I'activation de I'IDO [39], permettant la dégradation du tryptophane, qui est un acide
aminé essentiel pour le parasite. L'IDO peut également étre stimulée par la nitrite oxyde synthase

inductible (iNOS) [200]. C'est donc un mécanisme de privation des nutriments pour le parasite.
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Figure 10 : Dégradation du tryptophane par la voie des kynurénines, d’aprés Schwarcz et al, Neuropharmacol 2017 [201]

Parallélement, le tryptophane étant le précurseur de la 5HT et de la mélatonine, I'activation de cette
cascade résulte en la diminution de la quantité de ces molécules présentes dans I'organisme hote, ce
qui concorde avec ce qui a été discuté plus haut. De plus, I'infection par T. gondii stimule fortement la
voie des kynurénines via I'activation de la microglie et des astrocytes [202], conduisant a une

augmentation significative des taux d’acide kynurénique (KYN) et d’acide quinolinique (QIN) [203],
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[204]. Le KYN joue un role d’antagoniste aux récepteurs NMDAR, alors que le QIN est excitotoxique
(agonistes des NMDAR) et inducteur de stress oxydatif. Le stress oxydatif, justement, joue un réle
important dans la réponse a l'infection parasitaire par l'intermédiaire des espéeces réactives de
I’oxygeéne et de I'azote [205]. L'infection est par ailleurs corrélée avec I'augmentation significative des

marqueurs de stress oxydatif [206].

Réaction inflammatoire et impact sur la transmission synaptique

La transmission synaptique peut étre touchée via différents mécanismes, dont principalement
I'infection par le parasite, mais aussi la réaction inflammatoire de I'hGte. Il est constaté assez
rapidement apres I'infection (environ sept a 10 jours) une activation gliale suivie d’'un recrutement
massif de lymphocytes T et de monocytes, permettant de maintenir un niveau d’inflammation basal
[168]. On retrouve également une forte composante inflammatoire périvasculaire, particulierement
au niveau leptoméningé, associée a une activation microgliale [174], comme cela se voit également
chez les patients schizophrénes [207]. L'infection parasitaire cause également des dommages
tissulaires, une démyélinisation (avec décompaction et dégénérescence de la myéline) et une
augmentation de |'apoptose neuronale [168], [208]. Il est intéressant de constater que ces dommages
sont faits avant méme la formation des kystes [142]. Cette neurodégénérescence est médiée par les
cellules gliales, CX3CL1 et le complément. Elle touche préférentiellement les neurones GABergiques et
glutamatergiques du cortex préfrontal [209], mais également les neurones sensoriels olfactifs [148].
Ces phénomeénes d’apoptose ont été confirmés par un modele de réactivation toxoplasmique, dans
lequel I'activation microgliale dans le cortex et I'hippocampe participait activement a I'apoptose
neuronale [142], [210]. La méme équipe a co-cultivé des cellules de neuroblastome avec des cellules
de la microglie et des tachyzoites de T. gondii, provoquant ainsi une augmentation significative de
I'apoptose neuronale [210]. Ces dommages neuronaux sont également associés a une dégénérescence
neuronale, a type de rétraction dendritique, constatée dans les neurones de I'amygdale basolatérale

chez le rat [211], de dilatation dendritique [212], de diminution de la densité axonale [147] et de
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démyeélinisation. Ces phénomeénes se traduisent donc par une diminution des synapses, une
modification de la plasticité synaptique et une altération de I'activation neuronale particulierement
dans le cortex profond, I'hippocampe ou I'amygdale, conduisant a une altération de la connectivité
entre les structures cérébrales, et particulierement celles impliquées dans les interactions sociales
[149], [213]. Cette diminution de connectivité est traduite par une diminution de I'expression pré- et
post-synaptique de la synaptophysine et de la PSD95, qui ont un réle dans I'activité des vésicules et
dans la libération des neurotransmetteurs, et également un réle dans I'assemblage des récepteurs
post-synaptiques et dans la régulation de la plasticité synaptique, respectivement [213]. Etrangement,
on constate également une altération morphologique des neurones non infectés (sous la forme d’une
diminution de la complexité dendritique), phénomeéne lié probablement a l'injection d’effecteurs

protéiques dans les neurones.

L'ensemble de cette activation cellulaire va conduire a l'activation de la voie NFkB, stimulant
I’expression de cytokines pro-inflammatoires [142]. Ces phénomeénes inflammatoires vont avoir un
effet direct, entrainant une dysfonction de la microcirculation, une augmentation de la perméabilité
de la BHM et une diminution de I'angiogénese [214]. Il est intéressant de noter que ces mécanismes
sont globaux mais qu’en regardant spécifiquement certaines structures cérébrales, on constate des
différences. Ainsi, 'activation neuronale est altérée au niveau des zones limbiques du cerveau qui sont
impliquées dans les comportements de défense (hypothalamus ventro-médial), alors qu’elle est
significativement augmentée dans les zones limbiques qui sont impliquées dans I'attraction sexuelle

(amygdale) [215], le tout en réponse a un stimulus particulier chez le rat : I'urine de chat.

Ajoutons qu’une étude réalisée chez des rats a également montré une diminution significative des
neurones sous-muqueux entériques. Au niveau du colon proximal des rats infectés, I'infection par T.
gondii entrainait donc une mort neuronale ainsi que des dommages a la muqueuse colique associés a

une hypertrophie de la sous-muqueuse compensatoire [216].
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Génomique et protéomique

Comme nous 'avons vu, T. gondii est capable de modifications épigénétiques conduisant a I’hypo ou
I’hyperméthylation de certains génes [137]. Ainsi, une analyse poussée du méthylome et du
transcriptome de cultures de cellules rétiniennes par une souche de type |, a identifié de nombreux
génes surexprimés/hypométhylés ou réprimés/hyperméthylés, et plus particulierement certains génes

de la voie de transduction du signal dopaminergique médiée par ’AMPc [217].

L’étude du transcriptome de cellules cérébrales issues de cerveaux infectés révele la surexpression de
plus de 930 genes, majoritairement impliqués dans la réponse inflammatoire et I’activation cellulaire
en réponse a I'infection. En revanche, on observe également la répression de 12 genes impliqués dans
les fonctions neuronales, corroborant I’'hypothése d’altération de la transmission synaptique. Ce sont
par exemple des GTPases impliquées dans la transduction cellulaire ou des protéines de transport
vésiculaire [218]. Une autre étude réalisée sur cellules de neuroépithéliome humain, comprenant des
cellules infectées versus non infectées, a objectivé une nouvelle fois des disparités entre souches de
parasite. Ainsi, le type | entraine des altérations dans I'expression des récepteurs de la DA, de la
glutamine, de la 5-HT et de deux neuropeptides (PROK2 et TAC1), le type Ill augmente le niveau

d’expression de la TDO de la voie des kynurénines alors que le type Il n’a aucun effet [219].

Les études de protéomique, quant a elles, retrouvent une augmentation des protéines impliquées dans

les processus inflammatoires (CRP, IL-1B, IFN-y, PAI1, TIMP1 et VCAM1) [208].

Etudes des conséquences de l'infection chronique chez ’'Homme

Tres tot déja, des études ont rapporté une forte prévalence de la toxoplasmose chez les patients

atteints de troubles psychiatriques, 52 % de prévalence versus 25 % chez les contréles [220]. De la
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méme facon, dans une série de 114 cas de toxoplasmose, il était observé une fréquence importante

de troubles psychiatriques (24 sur 114) [221].

Interactions entre toxoplasmose les pathologies neuro-psychiatriques et neuro-
dégénératives

Plusieurs données de la littérature ont sous-tendu la possibilité d’une interaction. A noter par exemple
I'importance des altérations du systéme dopaminergique liées a I'infection et le fait que ces altérations
sont également retrouvées dans différentes pathologies humaines, dont la maladie de Parkinson [222],
la maladie d’Alzheimer [223], le syndrome de Tourette [224] ou la schizophrénie [225]. L’altération des
miARN132, mécanisme impliqué dans la modification de la neurotransmission par T. gondii, semble
également jouer un role dans I'étiopathogénie des troubles neurologiques, tels que la schizophrénie,
la dépression, et les maladies de Parkinson et d’Alzheimer [226]. Si I'on s’intéresse aux modifications
de la transmission glutamatergique, la présence d’auto-anticorps dirigés contre les récepteurs NMDAR
est responsable de la dysfonction glutamatergique observée dans les cas de schizophrénie [227]. De
méme, |'association auto-anticorps et infection par T. gondii est corrélée a des altérations cognitives
plus marquées chez les patients schizophrenes. La diminution du tonus inhibiteur GABAergique est
constatée dans la dépression majeure et I'épilepsie [228], [229], alors qu’un phénotype dépressif est
également retrouvé dans les infections chroniques par T. gondii [199]. La sérotonine, dont les taux sont
diminués dans l'infection par T. gondii, joue un réle majeur dans la genése de la dépression [230].
L’augmentation des métabolites KYN et QIN de la voie des kynurénines, voie stimulée par I'lFN-y en
réponse a l'infection, est associée avec la schizophrénie, la dépression et certaines pathologies
neurodégénératives [231], [232]. Similairement, les transcrits du gene de la TDO, enzyme clé de la voie
des kynurénines, sont augmentés dans la toxoplasmose chronique, comme observé dans le cerveau
de patients schizophrénes [219], [233]. La plupart des cytokines pro-inflammatoires retrouvées dans
I'infection toxoplasmique sont également retrouvées en quantités élevées dans le sérum, le LCR, mais

également le cerveau de patients schizophrenes [208]. De la méme fagon, le stress oxydatif mis en
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route en réponse a linfection toxoplasmique semble jouer un roéle dans les troubles
neuropsychiatriques [206]. Il est a noter, que les troubles comportementaux observés chez des souris
infectées en post-natal, sont semblables a ceux observés chez des souris ayant recu du MK801 (servant

de modele de la schizophrénie) [151].

Par ailleurs, les modifications épigénétiques a type d’hypométhylation observées dans la toxoplasmose

chronique [137] sont des mécanismes retrouvés également dans les cas de schizophrénie [234].

Toutes ces observations soulignent des liens potentiels entre ces troubles et la toxoplasmose, sans

pour autant présager de leur causalité ou de leur temporalité.

Résumé des données publiées chez 'Homme
C'est I'association avec les troubles psychiatriques qui a été la plus étudiée. Un lien a aussi été
recherché avec des pathologies neurologiques ou neurodégénératives, et également avec des troubles

du comportement ou de la personnalité.

Avant de présenter les conclusions des principales études, il est important de souligner qu’il s’agissait
essentiellement d’enquétes de séroprévalence réalisées aupres de patients et de sujets considérés
comme sains. Or, ces études sont caractérisées par des limitations intrinseques qui tiennent a la
difficulté de déterminer le temps écoulé depuis I'infection en cas de sérologie positive en I1gG, méme
si des IgM sont également détectées. La possibilité pour les IgM anti-toxoplasmiques d’étre dépistées
pendant plusieurs années est en effet bien connue. [235]. Ces études de séroprévalence ne permettent
donc pas d’établir clairement la date de I'infection par rapport au début des troubles étudiés, ni si
I'infection a eu lieu avant ou aprés la naissance. Or, il est probable que certaines étapes de la
maturation cérébrale sont associées a une plus grande vulnérabilité et qu’une infection pré-natale
puisse atteindre un individu différemment d’une infection acquise pendant I’enfance, I'adolescence

ou plus tard dans la vie de I’hote [236]. Par ailleurs, I'origine géographique de la population étudiée
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est tres variable selon les études, impliquant ainsi un grand degré de variabilité en terme de virulence
des souches de T. gondii, mais également de séroprévalence [237]. De plus, 'hétérogénéité des tests
utilisés et la variabilité de leurs performances analytiques influencent incontestablement les taux de

prévalence et donc |'évaluation de I'association entre la séropositivité et la pathologie étudiée.

Par ailleurs, la classification en « malade » ou « non malade » repose sur des caractéristiques cliniques
particulierement complexes en psychiatrie, pouvant correspondre a plusieurs entités ou dimensions
intriquées. Plusieurs systémes de classification existent en psychiatrie dont |'International
Classification of Diseases ; Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, dont les habitudes
d’utilisation varient en fonction des pays. De plus, les études sont souvent trés hétérogenes en ce qui
concerne la population d’étude et les méthodes d’évaluation. Elles manquent également souvent de
puissance, et de validité du fait notamment de I'absence de prise en compte de facteurs de confusion
potentiels tels le sexe, I’age ou I'existence de pathologies psychiatriques sous-jacentes. Le manque
d’information concernant les habitudes alimentaires ou bien les traitements habituels constitue un
autre biais important. Ainsi, il a été montré que les psychotropes avaient une activité anti-parasitaire
propre. Leweke, dés 2004, pensait que la diminution du taux d’anticorps anti-T. gondii était due a une
inhibition de la réplication parasitaire par ces molécules [238]. Il a été montré que certaines molécules
inhibaient la croissance parasitaire sur culture cellulaire de fibroblastes. Les molécules les plus actives
étaient I'halopéridol et I'acide valproique, ce dernier démontrant une synergie avec I’halopéridol, la
rispéridone et le triméthoprime. En revanche, la rispéridone et la fluphénazine n’ont montré aucune
activité anti-parasitaire [192]. Une autre étude réalisée également avec une souche de type |, montrait
un effet de la fluphénazine, de la thioridazine et de la trifluoroperazine. A I'inverse, I’"halopéridol et la
clozapine n’avaient aucun effet [239]. Face a ces résultats divergents, une équipe francaise a démontré
un impact de ces molécules, particulierement I'acide valproique, chez les patients atteint de troubles
bipolaires. Ces derniers ont en effet plus d’épisodes dépressifs s’ils sont traités avec un médicament
n’ayant pas d’activité anti-parasitaire [240]. L’étude sur une cohorte de 250 patients schizophrénes,
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dont pres des trois quarts étaient également T. gondii+, retrouve un effet des médicaments
psychotropes a activité anti-T. gondii. Ces derniers sont donc associés a une diminution des symptomes
dépressifs et de la CRP [241]. D’autres équipes ont voulu également tester I'effet de molécules
antitoxoplasmiques connues sur les troubles psychiatriques. Au moins quatre études contrdlées
randomisées ont été conduites sans retrouver le moindre effet, avec I'azythromycine [242], le
triméthoprime [243], I'artémisinine [244] ou I'artheméter [245]. Malheureusement, les résultats de
ces études sont sujets a caution, car, soit les molécules utilisées ne sont pas actives sur les kystes, soit

elles étaient utilisées a des doses trop faibles [246].

D’autres biais pourraient étre dus aux fondements de I'éthique, au consentement. Ainsi, dans le cas
d’études faisant intervenir des patients T. gondii+ et particulierement dans le cas de patients
schizophrénes T. gondii+, ils seraient moins enclins a signer le consentement a la recherche, car plus
suspicieux, comme le laissent penser les études sur les modifications de la personnalité humaine. Dans
le méme ordre d’idée, on peut légitimement penser que les patients schizophrenes et séropositifs
seront plus difficiles a inclure dans les études car, comme nous l'avons vu, ils présentent une

symptomatologie plus sévere.

Enfin, il est possible que I'infection par T. gondii ne soit pas suffisante par elle-méme pour causer la
pathologie étudiée. Différentes pathologies, considérées longtemps comme génétiques, ont depuis
été reclassées car les études sur la génomique humaine ne permettaient pas d’expliquer leur survenue.
Ainsi de nombreuses maladies sont maintenant considérées comme plurifactorielles, faisant a la fois
intervenir des facteurs génétiques mais également des facteurs environnementaux, socio-
économiques etc... [247], [248]. L'essor de I'étude des microbiotes, intestinaux en particulier, met en
évidence un dialogue entre le tractus digestif et le cerveau, influant ainsi sur les capacités cognitives
et comportementales des individus. Faisant écho a la surestimation du réle des facteurs génétiques
[249], I'un des facteurs les moins bien connus dans le développement de troubles neurologiques ou

neuropsychiatriques, est sans aucun doute I’étiologie infectieuse. Tres t6t, un lien entre infection du
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SNC et altération du fonctionnement cérébral était suspecté. Menninger avait déja théorisé en 1994,
une étiologie virale au développement des encéphalites et de la schizophrénie [250]. Plusieurs études
ont confirmé par la suite I'implication de différents virus ou bactéries : VIH avec la psychose [251],
bornavirus et désordre schizo-affectif/manie [252], leptospirose et psychose [253] ou streptocoque et

trouble obsessionnel compulsif [254].

Schizophrénie
La schizophrénie est une psychose caractérisée par une division de la personnalité et une perte de
contact avec la réalité. Plusieurs arguments épidémiologiques ont été mis en avant pour évoquer un
lien entre toxoplasmose et schizophrénie, dont un age semblable de début des signes cliniques. On
constate de plus une prédominance masculine dans les deux pathologies, ainsi qu’une corrélation
géographique lorsque I'on compare les taux de prévalence des deux affections. Ainsi, par exemple, en
Papouasie-Nouvelle-Guinée ou il n’y a que trés peu de félins, la prévalence de la toxoplasmose est de
I'ordre de 2 %, et la prévalence de la schizophrénie la plus basse du monde [255]. Cependant, I'inverse
n‘est pas vrai dans les régions de plus forte prévalence. L'argument le plus solide est d’ordre
anatomique et provient de la mise en évidence par IRM chez les patients schizophrénes infectés par T.
gondii de différences de morphologie cérébrale et plus particulierement d’une diminution de la densité
de matiere grise dans certaines zones [256]. Cette observation est mise en avant pour évoquer un

possible réle de T. gondii dans la genése de la schizophrénie.

L’ensemble des études sur la schizophrénie est résumé dans I'annexe 1. La plupart sont des études
cas-témoins rétrospectives basées sur des analyses sérologiques, et sont donc exposées a toutes les
difficultés mentionnées précédemment. A noter toutefois, une étude portant sur une cohorte de
femmes enceintes danoises, bien conduite sur le plan méthodologique, qui retrouvait une association
entre schizophrénie et infection, mais sans atteindre la significativité [257]. Peu d’études concluent a
I"'absence d’association entre schizophrénie et toxoplasmose chronique [236], [258]-[260]. Celles qui

évoquent une association positive rapportent des OR allant de 1,9 a 4,7 [261]-[267]. Plusieurs méta-
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analyses ont été publiées sur le sujet, et ont conclu a une association entre toxoplasmose et
schizophrénie avec des OR allant jusqu’a 2,73 [268]—[270], soit bien supérieurs a ceux décrits pour les
autres facteurs, génétiques ou environnementaux, dans le réle est évoqué dans la genése de la maladie

[271].
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Suicide attempts P——
Schizophrenia P 4 ——
Rheumatoid arthritis
Parkinson's disease
Obsessive-compulsive disorder
Major depression
Epilepsy
Cryptogenic epilepsy
Convulsive epilepsy
Bipolar disorder "__._
Alzheimer's disease '__°._'_
Addiction disorder ——
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Odds ratio (95% CI)
Trends in Parasitology

Figure 11 : Graphique résumant les résultats d’association entre toxoplasmose et pathologies
comportementales et neuropsychiatriques, d’aprés Milne et al, Trends Parasitol 2020 [272]
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Study name Year Statistics for each study 0Odds ratio and 95% CI
Odds Lower Upper

ratio limit limit p-Value
Khademvatan (65) 2014 0.57 0.32 1.02 0.05824 O
Hinze-Selch sch2 (42) 2007 0.65 0.31 1.36  0.25247 O
Xiao sch (84) 2010 0.69 0.45 1.05  0.08241 —O—
Tanyuksel (81) 2010 0.80 0.33 1.93  0.62025 O
Hammer sch (unpub.) 2014 0.82 0.68 0.99  0.04266 =0
Dogruman fep (58) 2009 1.00 0.11 8.73  1.00000 O
Li (68) 2013 1.04 0.97 112 0.28497 \6
Emelia (60) 2012 1.16 0.72 1.88  0.53887 —_ O
Saraei-Sahnesaraei (79) 2009 1.20 0.70 2.04 0.51086 O
Niebuhr (74) 2008 1.22 0.65 2.27  0.53949 O
Pearce (76) 2013 1.24 0.60 2.57 0.56883 O
Horacek (63) 2011 1.24 0.50 3.08 0.64204 O
Hamdani sch (33) 2013 1.25 0.73 2,12 0.41559 O
Xiao (44) 2009 1.28 0.83 1.97  0.25916 —1—O0—
Barme (50) 2012 1.38 1.02 1.87  0.03565 —O—
Pedersen (78) 2012 1.39 0.88 222 0.16079 00—~
Ahmad (46) 2010 1.64 0.87 3.10  0.12649 )
Torrey sch (unpub.) 2005 1.70 0.61 4.77  0.31288 O
Mortensen (71) 2007 1.79 1.01 3.16  0.04481 O
Brown (52) 2005 1.84 0.90 3.75  0.09576
Yuksel (86) 2010 1.86 1.25 2.76  0.00214 —O0—
Hinze-Selch sch (42) 2007 1.89 1.22 2.93  0.00409
Nascimento (73) 2012 1.97 0.92 4.22  0.08055 1
Blomstrom (51) 2013 2.00 0.88 4.57  0.10022 —
Gallo (unpub.) 2003 2.30 1.36 3.88 0.00185 —tO0—
Dickerson (57) 2014 2.42 1.06 5.53  0.03598 O
Krause (66) 2010 2.53 0.80 7.98  0.11424 O
Alvarado-Esquivel sch (48) 2006 2.70 0.99 7.35  0.05225 O
Leweke 67) 2004 2.72 1.41 5.27  0.00298 O
Zhou sch (87) 2014 2.82 2.23 3.58  0.00000 —O—
El Sayed sch (59) 2012 3.05 1.03 9.02  0.04372 .8
Park (75) 2012 3.22 1.04 9.97  0.04262 O
Harmidinejat sch (62) 2010 3.24 1.55 6.79  0.00185 O
Wang (83) 2006 3.40 1.78 6.47  0.00020 ©,
Alipour (47) 2011 3.56 1.70 7.47  0.00078 O
Liu (69) 2011 3.92 2.14 7.17  0.00001 —_—
Dogruman (58) 2009 4.12 2.03 8.38  0.00009 O
Tamer (80) 2008 4.27 1.37 13.28  0.01224 O
Alvarado-Esquivel (49) 2011 4.44 1.64 11.99  0.00329 O
Alvarado-Esquivel fep (49) 2011 4.44 0.44  44.44  0.20497 O
Tedla sch (82) 2011 4.70 1.48 14.91  0.00861 G
Yolken (85) 2001 5.82 149 2272 0.01128 O
Cetinkaya sch (55) 2007 6.88 3.13 15.11  0.00000 —0—

1.81 1.52 2.17  0.00000 >
0.1 0.2 0.5 1 2 5 10
Favours Controls Favours Cases

Figure 12 : Diagramme résumant les associations entre toxoplasmose et schizophrénie, d’aprés Sutterland et al,
Acta Psychiatr Scand 2015
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Figure 13 : Diagramme résumant les associations entre toxoplasmose et schizophrénie, d’apres Monroe et al,
Schizophr Bull 2015 [269]

Au-dela d’une simple association statistique, d’autres études ont mis en évidence certaines
caractéristiques spécifiques de la schizophrénie chez des sujets atteints de toxoplasmose chronique.
Ainsi, une étude rapporte que les patients schizophrénes et séropositifs présentent un début de la
maladie plus précoce que les patients schizophrénes séronégatifs [273]. Flegr retrouve un début de
deux a trois ans plus précoce chez les hommes T. gondii+ que chez les femmes infectées [274]. De plus,
les patients schizophrénes infectés chroniquement par le parasite présenteraient une
symptomatologie plus sévere que les controéles, que ce soit chez des jeunes a haut risque [275] ou dans
une population générale de schizophrénes [273]. Linfection par T. gondii est associée a une

symptomatologie hallucinatoire marquée, avec alogie et symptémes extra-pyramidaux [241], mais
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également avec un nombre plus grand de symptémes [260]. Des scores cliniques élevés, - cognitifs
principalement - ont été rapportés comme étant plus spécifiqguement associés a une infection
toxoplasmique [241], [265]. La comparaison des scores de patients infectés versus non infectés a
révélé chez les patients T. gondii+ des scores plus bas pour I'échelle de symptémes négatifs, mais plus
élevés pour les symptoémes positifs ou pour I'excitation [265]. Des hospitalisations plus longues et une
évolution moins favorable de la maladie ont également été rapportées [273]. Sur un échantillon de 94
patients, ceux qui étaient séropositifs pour T. gondii avaient 15 fois plus de risques de présenter une
forme continue de la maladie, et de nécessiter un traitement par électrochocs [276]. Certains auteurs

ne rapportent cette symptomatologie plus sévere que dans la population masculine [277].

L'analyse du lien entre titres d’anticorps et schizophrénie a conduit certains auteurs a suggérer que les
patients schizophrénes auraient des titres plus élevés que les contréles séropositifs [268], [277], [278],
alors que d’autres retrouvent une relation inversement proportionnelle entre titre en anticorps et
sévérité des symptoémes [273]. Des anticorps anti-T. gondii ont été retrouvés jusqu’a trois ans avant
le début des symptomes cliniques [266], [268], mais il semble toutefois que leur apparition soit
associée a la survenue de la symptomatologie. En effet Yolken et al. retrouvent un risque d’exposition
au parasite 2,44 fois plus grand chez les patients ayant une histoire de la maladie récente, de moins de
deux ans. A l'inverse, il n’y a pas d’association pour les patients présentant une histoire de la maladie
plus ancienne [255]. Une enquéte prospective par questionnaire sur 277 patients schizophrénes et de
214 contréles sains a permis de suspecter, une différence dans le mode de contamination entre les
deux groupes : les patients schizophrénes se contamineraient via I'ingestion de viande alors que chez
les contrdles la contamination serait liée a la présence d’un chat [278]. Ceci semble toutefois en
contradiction avec ce que I'on retrouve classiquement dans la littérature, puisque la présence de chats

entre la naissance et 13 ans, est considérée comme un facteur de risque de schizophrénie [279].
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Troubles de I'humeur et dépression
Plusieurs études rétrospectives ont conclu a I’'absence d’association entre toxoplasmose et dépression,
dans des populations de taille variable, constituées d’adultes bien portants, de femmes enceintes ou
des populations particulieres, telles que les latino-américains [258], [280]-[284]. C'était notamment le
cas dans une étude portant sur 5000 sujets suivis pendant 11 années [285]. En revanche, des
associations statistiquement significatives avec certains troubles de I'humeur ont été décrites dans
certaines populations et pour certains troubles de I'humeur comme le syndrome dysphorique
prémenstruel [286], la dépression prénatale [287], les troubles mixtes, associant anxiété et dépression
avec un OR de 7 (Clgs = 2.83-17.67) [288], les troubles anxieux généralisés ou les symptdmes dépressifs

[283], [289], [290].

Des études ont suggéré une association possible entre la séro-intensité et I'anxiété généralisée, les
troubles paniques [291], la dépression [278], ou les troubles dysphoriques et 'anhédonie [292]. Une
étude danoise suggere un impact de I'infection chronique sur la sévérité des symptomes dépressifs
[204]. Une étude écologique réalisée dans 88 pays dont 29 pays européens retrouvait une association
entre les taux de toxoplasmose et d’anxiété (p=0,02) rapportés dans les pays Européens alors qu’il n’y
en avait pas pour la dépression [274]. En 2020, cette méme équipe retrouve un OR de 1,48 (Clgs = 1,17-
1,86) pour les troubles anxieux, parmi plus de 6 000 sujets ayant répondu a un questionnaire en ligne
[267]. Enfin, trois méta-analyses n’ont retrouvé aucune association entre dépression et séropositivité

[268], [293], [294] (Figure 11, Annexe 2).
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Figure 14 : Diagramme résumant les associations entre toxoplasmose et dépression, d’apres Wang et al, Sci Rep
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Figure 15 : Diagramme résumant les associations entre toxoplasmose et dépression, d’aprés Nayeri-Chegeni et

al, PLoS ONE 2019 [293]

Troubles obsessionnels compulsifs (TOC)

Bien que des personnes présentant des rituels de lavage, de propreté ou de vérification ne semblent

pas étre a risque de contracter une zoonose comme la toxoplasmose, 'association entre les TOC et
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I'infection toxoplasmique a également été investiguée. Les résultats sont contradictoires [295]-[297].

Une étude écologique retrouvait une association forte entre la fréquence rapportée des TOC et la

prévalence de la toxoplasmose, plus particulierement en Europe [274]. Cette méme équipe retrouve

un OR de 1,86 (Clss = 1,28-2,66) a partir de plus de 6 000 réponses a un questionnaire en ligne [267].

Enfin, deux méta-analyses incluant respectivement 12 et 50 études, pour un total de prés de 10 000 et

12 000 sujets, retrouvent bien cette association entre TOC et séropositivité, avec un OR de 1,96 (Clss =

1,32-2,90) [298] et 3,4 respectivement (Clss = 1,73-6,68) [268] (Figure 11, Annexe 3).
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Figure 16 : Diagramme résumant les associations entre toxoplasmose et TOC, d’aprés Nayeri-Chegeni et al,

PLoS Negl Trop Dis 2019 [298]

Troubles bipolaires

Le trouble bipolaire alterne des épisodes maniaques ou hypomaniaques (agitation, élévation de

I'humeur, idées de grandeur) et des épisodes dépressifs avec des moments de rémission. Son

association avec la toxoplasmose a été investiguée a partir d’études de séroprévalence, principalement



rétrospectives, ou cas-témoins (Annexe 4). L'une des premieres remonte a 1980 et retrouvait, parmi
270 sujets dont 50 malades, une séroprévalence de 66 % chez des malades avec des taux d’anticorps
significativement plus élevés que les controles [299]. Plusieurs études ont par la suite rapporté des OR,
allant de 1,52 jusqu’a 3 [206], [261], [262], [280], [300]. Une métanalyse, incluant 50 études, soit
12 000 malades et 71 000 contrdles, concluait, aprés contréle des biais, a une association significative
entre troubles bipolaires et toxoplasmose (OR = 1,52, Clss = 1,06-2,18) ; p = 0.002) [268]. Une autre qui
n’incluait que huit études objectivait une association avec un OR de 1,26 (Clss = 1,08-1,47). [301].
D’autres études ne rapportaient qu’une association tres spécifique, portant uniquement sur un sous-
type particulier de la maladie [302], la présence d’IgM anti-T. gondii et de manies, ou la présence d’lIgG
dans un contexte de troubles psychotiques a début récent [303]. Une étude réalisée en 2020 aupres
de 760 patients, 144 proches au premier degré et 132 contréles sains a été intégrée a une méta-analyse
incluant 13 articles supplémentaires, pour un total de de prés de 7 500 sujets. Les auteurs ne
retrouvaient une association entre toxoplasmose et troubles bipolaires qu’en supprimant trois études
aberrantes. En revanche, cette association semblait étre particulierement significative pour certaines
tranches d’age, plus particulierement en dessous de 40 ans [304]. D’autres études ne retrouvaient
aucun lien significatif, aprés comparaison de la prévalence de la toxoplasmose dans 88 pays dont 29
européens avec celle de différentes pathologies [274], aprés I'analyse de 6 000 réponses a un

guestionnaire en ligne [267] ou dans une méta-analyse portant sur 23 études (Figure 11) [305].
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Study name Year Statistics for each study Odds ratio and 95% CI

Odds Lower Upper
ratio limit limit p-Value

Hammer bip (unpub.) 2014 0.43 0.24 0.77 0.00482 | —O0—
Xiao bip (84) 2010 0.80 0.31 2.03 0.63692 O
Khademvatan (64) 2013 1.28 0.78 2.12  0.32941 — &=t
Mortensen (72) 2011 1.36 0.76 2.45 0.29920 =)=
Brown (53) 2013 1.58 0.71 3.52 0.26271 O
Alvarado-Esquivel bip (48) 2006 2.05 0.23 18.64 0.52391
Zhou bip (87) 2014 2:11 1.48 3.00 0.00003 —6—
Hamdani bip (33) 2013 2.29 1.38 3.78 0.00128 —(O0—
Pearce bip (77) 2012 2.40 1.20 4.80 0.01330 —O0—
Torrey bip (unpub.) 2005 2.85 0.57 1433 0.20319 O
Tedla bip (82) 2011 3.00 1.07 8.39 0.03625 O
1.52 1.06 2.18 0.02449 | Q
0.1 02 05 1 2 5 10
Favours Controls Favours Cases

Figure 17 : Diagramme résumant les associations entre toxoplasmose et troubles bipolaires, d’aprés Sutterland

et al, Acta Psychiatr Scand 2015 [268]

Bipolar Disorder Control Risk Ratio Risk Ratio
Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Rand 95% Cl M-H, Random, 95% CI
Hamdani 2013 80 104 41 85 16.0% 1.59 [1.25, 2.04] =——
Hamdani 2015 37 42 19 36 121% 1.67 [1.20, 2.32] —_—
Hinze-Selch 2010 40 a7 86 214 142% 1.14 [0.86, 1.51] =
Khademvatan 2013 37 117 53 200 11.2% 1.19[0.84,1.70] =re
Mortensen 2011 33 127 26 127 8.1% 1.27 [0.81, 1.99] e
Pearce 2012 17 109 1194 7331 8.4% 0.96 [0.62,1.49] —
Stich 2015 21 40 10 26 5.8% 1.36 [0.77, 2.41] 7
Tedla 2011 163 145 | 62 71 242% 1.09 [0.99, 1.20] el
Total (95% CI) 797 8090 100.0% 1.26 [1.08, 1.47] <>
Total events 428 1491
Heterogeneity; Tau®= 0.02; Chi*=15.58, df= 7 (P = 0.03); F= 55% 052 015 é é

Test for overall effect: 2= 2.92 (P = 0.004) Favours [control] Favours [experimental]

Figure 18 : Diagramme résumant les associations entre toxoplasmose et troubles bipolaires, d’aprés de Barros
et al, J Affect Disord 2017
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Study name Statistics for each study Odds ratio and 95% ClI

Odds Lower  Upper

ratio limit limit p-Value
Abdollahian 1,709 1,018 2,871 0,043
Avramopoulos 0,531 0,364 0,776 0,001
Chen 2,281 1,341 3,879 0,002
Gerber 2923 0,302 28,286 0,354
Hamdani 2,102 1,295 3,413 0,003
Hinze-Selch 1,327 0,803 2,191 0,270
Khadamavetan 1,283 0,778 2,116 0,329
Snijders 0,992 0,676 1,457 0,968
Tanaka 1,213 0,358 4113 0,756
Tedla 2,958 1,092 8,010 0,033
Xiao 0,796 0,313 2,022 0,632
OVERALL 1,345 0,953 1,898 0,092

0,01 0,1 1 10 100

Favours HC Favours BD

Figure 19 : Diagramme résumant les associations entre toxoplasmose et troubles bipolaires, d’aprés Snijders et
al, Transl Psychiatry 2019 [304]

Autres psychoses

Le développement de troubles chez I'enfant selon le statut sérologique de la mere pendant la
grossesse a été étudié dans deux études, qui ont révélé un risque de psychose affective avec un OR de

5,24 (Clss = 1,67-16,5) [306], de psychose non affective [307] ou de trouble de la personnalité [308].

Tentatives de suicide et comportement suicidaire

Une étude écologique portant sur 20 pays européens a conclu a une corrélation entre les taux de
suicide et la prévalence de la toxoplasmose [309], mais une autre étude portant sur 88 pays dont 29
européens concluait a une association négative significative, plus particulierement dans les pays non
européens [274]. Plusieurs études de séroprévalence ont fourni des résultats contradictoires dans la
population générale [310], dans une population adolescente [311], ou chez des patients présentant

des troubles chroniques de I’'humeur [312]. Une étude de séroprévalence aupres de 155 patients ayant
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fait une tentative de suicide, et de 135 contrdles sains concluait a une association significative entre
infection et tentative de suicide, et rapportait des scores psychiatriques plus élevés chez les infectés
ayant fait une tentative de suicide que chez les non infectés ayant également fait une tentative [313].
Une méta-analyse publiée en 2019 retrouve, aprés ajustement, une association significative entre
séropositivité et tentative de suicide, association encore plus significative aprés exclusion des patients
schizophrénes (Annexe 5). D’apres cette étude, la fraction attribuable a T. gondii dans le passage a

I'acte suicidaire, représenterait prés de 10 % [314].

Toxoplasmosis and Suicide Attempts

Study name Time point Statistics for each study Odds ratio and 95% Cl

Odds Lower Upper

ratio  limit limit p-Value
Sutterand 2015 0,311 0,072 1,342 0,1173 - =
Ansari-Lari 2017 0,403 0,158 1,032 10,0582 -
Alvarado-Esquivel 2013 0,550 0,203 1,488 0,2388 -
Okusaga_>45 2011 0,790 0,527 1,184 10,2533 —H
Burgdorf 2019 1130 0,939 1,359 0,1946 L
Fond_SZ 2015 1416 0631 3177 0,3988 -
Okusaga_<45 2011 1570 1,033 2,387 0,0348 —
Pedersen_TS 2012 1605 0985 2615 00574 ——
Ading 2009 1620 0,720 3,647 0,2440 -
Yagmur 2010 1,787 1,177 2,714 0,0065
Samojlowicz 2013 1816 0846 3,89 0,1256 =
Fond_BD 2015 2,029 0876 4,698 0,0986 -
Pedersen_CS 2012 2,050 0,794 5,293 0,1380
Bak 2017 2,488 1,064 5819 0,0355 o
Sugden 2016 2,601 0,965 7,012 0,0589 =
Zhang 2012 2,750 0,966 7,830 0,0581 =
Coryell 2016 5933 0775 45398 0,0863 -

1389 1,099 1,756 0,0059 L 2

0,1 0,2 05 1 2 5 10

Fav ours Seronegatives Favours Seroposifives

Figure 20 : Diagramme résumant les associations entre toxoplasmose et tentatives de suicide, d’aprés
Sutterland et al, Psychol Med 2019 [314]
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Troubles cognitifs
La toxoplasmose chronique participerait aussi au déclin cognitif selon les conclusions de deux études
comprenant plus de 1 000 participants [315] et une cohorte de patients VIH+, particulierement si le

taux de CD, est élevé [316].

Troubles du comportement
Des troubles du comportement ont été décrits chez 'Homme, et présentés comme pouvant étre le
pendant de ceux observés chez I'animal, selon I'argument qu’il est peu probable que le parasite puisse
éliciter des modifications de maniére sélective selon son hoéte, certains auteurs allant jusqu’a penser
qu’ils pourraient altérer la personnalité humaine agrégée au niveau d’une population [317]. On a ainsi
décrit une « attraction » pour I'odeur d’urine de chat chez 34 étudiants séropositifs pour T. gondii, qui
qualifiaient 'odeur de I'urine de chat comme plus plaisante (p<0.005) que les controles masculins non
infectés [318]. Une autre étude retrouvait les mémes résultats mais chez des femmes [319], [320]. Une
enquéte réalisée chez 290 donneurs de sang a conclu a une diminution significative de la néophilie
chez les donneurs T. gondii+ [321]. De maniere similaire, une diminution du trait de personnalité
portant sur la recherche de nouveauté a été observée dans un échantillon de 857 militaires, et ce, en
corrélation inverse avec le titre d’anticorps anti-T. gondii [322]. Un retard mental et une diminution du
quotien intellectuel ont été décrits dans les années 1970 dans des cohortes de nouveau-nés atteints
de toxoplasmose congénitale par rapport a des enfants sains [323], [324], mais également chez des

adultes ayant une toxoplasmose postnatale [322].

L’étude de I'impact de l'infection toxoplasmique sur le temps de réaction chez ’'Homme a fourni des
résultats contradictoires selon les tests utilisés [325], [326], [327]. Une étude comparant la réponse a
un évenement avec ou sans récompense dans deux groupes de 14 individus séropositifs ou
séronégatifs a conclu chez ceux qui étaient séropositifs a une diminution significative de I'amélioration

du temps de réponse en présence de récompense, amenant les auteurs a suggérer qu'’ils répondraient
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moins bien a la récompense, en raison d’'une moindre sensibilité aux modulations du systéeme

dopaminergique qui sont mises en ceuvre dans ces processus [328].

Une association positive entre séropositivité a T. gondii et agressivité ou impulsivité a été rapportée
dans plusieurs populations [329], dont des adultes présentant ou non des troubles psychiatriques
violents [292], [330], [331]. Au contraire, une étude de 2003 réalisée sur une sous-population de 857

militaires objectivait une impulsivité diminuée chez les patients T. gondii+ [322].

L'association entre toxoplasmose et impulsivité a fait I'objet de plusieurs études avec des résultats
contradictoires. Une méta-analyse regroupant huit études concluait a une association entre
impulsivité et agressivité, avec la séropositivité pour T. gondii [332]. A noter toutefois qu’il s’agissait

d’études de petite taille, qui contrélaient imparfaitement I’'ensemble des biais possibles.

Une augmentation de la prise de risque, - qui serait le pendant de la néophobie et de I'anxiété
diminuées chez le rongeur - , a également été rapportée chez des étudiants et des professionnels,
notamment dans le cadre de I'entreprenariat et de la finance, ou aprés analyse des données de
prévalence et de performances mondiales des entreprises (Global Entrepreneurship Monitor)[333]. A
I'inverse, une petite étude cas-controle réalisée sur 79 étudiants ne retrouvait pas d’association entre
séropositivité et prise de risque financier [334]. La présence d’ADN parasitaire dans les coupes de
cerveaux lors d’autopsie a été décrite comme associée a un comportement a risque ayant conduit a la
mort [169]. En revanche, une autre étude rétrospective sur 837 adultes n’objectivait pas d’association

entre T. gondii et le développement de comportements violents [258].

Ce lien entre prise de risque et infection latente a également été investigué pour sa contribution a la
survenue d’accidents de la route (Annexe 6). Une méta-analyse, publiée en 2018, a conclu a une
association significative entre séropositivité pour T. gondii et accidents de la route avec un OR de 1,94
(Clos = 1,34-2,79) [335]. Une étude rétrospective danoise portant sur pres de 82 000 individus concluait
a une tres faible association entre accidents de la route et séropositivité avec un OR de 1,11 (Clss =
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1,00-1,23) [310]. Une seconde méta-analyse confirme cette association avec un OR de l'ordre de 1,69
(Cles = 1,20-2,38), I'association étant d’autant plus significative que les titres en anticorps sont élevés

[314]. D’apres cette étude, la fraction attribuable a T. gondii dans les accidents représenterait environ

17 %.
Toxoplasmosis and Traffic Accidents

Study name Time point Statistics for each study Odds ratio and 95% CI

Odds Lower Upper

ratio  limit limit p-Value
Alvarado-Esquivel 2015 0546 0,193 1,546 0,2542
Galvan-Ramirez 2013 0891 0565 1408 06219
Burgdorf 2019 1,110 1,000 1,231 0,0481
Flegr2 2009 1,142 0,739 1,764 0,5508
Shotar 2016 1,333 0279 6382 0,7188 O
Sanpjlowicz 2013 1,541 0,730 3253 0,2570 L
Sugden 2016 1586 1,081 232 00183 -
Stepanova 2016 2371 1,386 4,053 0,0016 —l—
Flegr 2002 2840 1,889 4270 0,0000 —l—
Kocazeybeck 2009 2,958 1986 4407 0,0000 ——
Yereli 2006 5070 278 9219 0,0000

1,691 1,201 2381 0,0026 <o

01 02 05 1 2 5§ 10

Favours Seronegatives Favours Seropositives

Figure 21 : Diagramme résumant les associations entre toxoplasmose et accidents de la route, d’aprés
Sutterland et al, Psychol Med 2019 [314]
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Odds ratio meta-analysis plot [random effects]

Flegr 2002 Czech B e 2.84 (1.85, 4.35)
Yerelh 2006 Turkey B 4.63(2.29.9.97)
Hocazeybek. 2009 Turkey —.— 3.12 (2.15, 4.57)
Fiegr. 2009. Czech (Rh positive) . 0.85 (0.47, 1.48)
Flegr. 2009. Czech (Rh negative) | B 2.43 (0.98, 5.88)
Samaylowicz 2013 Paoland — | B - 1.70 (0.75, 3.90)
Galvan-Ramirez. 2013 Mexico —— 0.92 (0.56, 1.48)
Khademvatan 2014 lran “+——— 1,50 (0.88, 2 56)
Shotar. 2016. Jordan -+ 1.33(0.14, 6.68)
Stepanova. 2017 Russia —— 2.37 (1.34, 4.20)
combined [random] —e— 194(1.34,279)
r 1 ] | 1
0.1 0.2 0.5 1 2 5 10

odds ratio (95% conhdence intervai)

Figure 22 : Diagramme résumant les associations entre toxoplasmose et accidents de la route, d’apres
Gohardehi et al, Exp Parasitol 2018 [335]

D’autres modifications ont été rapportées au niveau de la cognition et de la personnalité. Des études
réalisées chez des personnes agées non démentes ont ainsi suggéré une association entre
toxoplasmose latente et déficit mémoriel [336], [337], touchant plus particulierement la mémoire de
travail [338]. Une étude cas-controle incluant plus de 400 sujets, dont des cas présentant des troubles
bipolaires ou une schizophrénie, s’est intéressée a I'impact de T. gondii sur la cognition, mais
également a celui des Herpesviridae. Elle retrouve un effet cumulatif de T. gondii avec I'infection par

des Herpesviridae sur les troubles mémoriels [339].

Flegr et ses colléegues ont également comparé, par questionnaires, les profils de personnalité de sujets
identifiés ensuite comme ayant une sérologie positive ou négative. Les males dont la sérologie était
positive exprimaient un « superego » diminué et une « protension » augmentée, et étaient plus

suspicieux, jaloux et dogmatiques [340]. Une corrélation entre I'intensité du changement et le titre en
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anticorps laissait supposer aux auteurs que le changement de personnalité était la conséquence de
I'infection et non l'inverse. Les femmes infectées présentaient, a I'inverse, des scores de « superego »
et d’'« affectothymie » augmentés par rapport aux contréles, correspondant ainsi a des personnalités
cordiales, portées sur le self control et le relationnel, tout en respectant les régles et possédant
également une forte conscienciosité [341]. L'effet de I'infection serait donc genre-dépendant, ce qui
supposerait un effet protecteur des oestrogénes [342]. L’hypothese de cette équipe serait que ces
changements induits tendraient a pousser les males a rencontrer les prédateurs, alors que les femelles
auraient tendance a rester au foyer pour procréer, favorisant ainsi la transmission du parasite de
maniere verticale, comme c’est le cas chez les rongeurs. Au final, ces études suggerent que I'infection
chronique par le parasite pourrait bien exercer une influence sur le comportement humain, mais ces

modifications, ainsi que leurs mécanismes d’acquisition, doivent encore étre élucidés.

Pathologies neurodégénératives

La maladie de Parkinson

A I'exception d’une étude de séroprévalence portant sur 92 individus qui retrouvait une différence
significative entre infectés (42 %) et non-infectés (22 %) [343], les enquétes et méta-analyses publiées
depuis, concluaient a I'absence d’association entre statut infectieux et Maladie de Parkinson [344]—

[348] (Figure 11, Annexe 7).
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Study %
Sudy %
D OR(95%CI)  Weight
D OR (95% CI) Weight
Fallahi (2017) 0.90 (054, 151) 2554
Alvarado-Esquivel (2017) 084(032,219) 1066
Celik (2010) 1.25(0.56,2.80) 13.92 — TR,
Celik (2013) 0.78(029,2.08) 10.13
El Gendy (2017) 0.87 (0.32,242) 9.57 Avarado-Esquivel {2017) 032(0.02,612) 2873
Mahami Oskouei (2016) 060(0.22,164) 9.74
El Gendy (2017) 7 310(012,7923) 2357
Miman (2010) 253(1.00,636) 1124 ||
Ramezani (2016) 262(0.92,741) 921 Overall (\-squared =0.0%, p =0.442) < > 161(033,778)  100.00
.
L
Overall (I-squared = 20.4%, p = 0.268) <[l 1.09(0.78,1.54) 10000
NOTE: We fre l
NOTE: Weights are from random effects analysis ITE: Wl e i rkion @focts Sl
T T T T
135 1 741 0126 1 792
Study %
1) OR (85% CI) Weight
Fallahi (2017) —;—*— 3.03(1.46,6.28) 7033
) : 059(0.07,5.18) 2087
Overal (ksquared = 49.0%,p = 0.162) :> 187(043,805) 10000
NOTE: Weights are from random effects analysis
T T
0681 14.7

Figure 23 : Diagramme résumant les associations entre toxoplasmose et maladie de Parkinson, d’aprés Bayani
et al, Acta Trop 2019 [345]

Study Year OR (95% CI) Weight %
Alvarado-Esquivel 2017 0.54 (0.32,2.19) 10,04
Fallahi 2017 0.90(0.54, 1.50) 3497
Ramezani(a) 2016 2.27 (0.69, 7.50) 6.46
Ramezani(b) 2016 3.05(0.76,12.23) 479
Mahami Oskouei 2014 0.59 (0.21, 1.67) 8.55
Celik 2013 0.78 (0.29, 2.08) 9.55
Celik 2010 1.33 (0,60, 2.96) 1445
Miman 2010 3.26 (1.31,8.08) 11.20
Overall (T-squared = 40.5%, p » 0.108) 1.17 (0.86, 1.58) 100.00
T
NR17

Figure 24 : Diagramme résumant les associations entre toxoplasmose et maladie de Parkinson, d’aprés Zhou et
al, Biomed Res Int 2019 [348]




La maladie d’Alzheimer

Une étude rétrospective réalisé en Afrique sur 1 662 individus, dont 100 étaient atteints de démence,
n’a pas retrouvé d’association. En revanche, deux méta-analyses récentes retrouvaient une association
entre maladie d’Alzheimer et infection a T. gondii. La premiere, sur 11 études, objectivait une
association avec un OR de 1,38 (Clss 0,99-1,92) [345], alors que la deuxiéme, reprenant huit études
pour un total de 3 200 individus, suggérait également une association (OR = 1,53 Clgs 1,07-2,18), mais
avec un risque de biais de publication important, car les résultats en faveur de cette association

provenaient majoritairement de seulement trois études [349] (Figure 11, Annexe 8).

Study %

ID OR (95% Cl) Weight

i \

Kusbeci (2011) L - > 246 (0.89, 6.75) 10.61
i
1
1

Mahami-Oskouei (2016) - - 0.94 (0.49, 1.83) 24.93
1
i

Perry (2016) —— 1.39 (0.80, 2.41) 35.79
i
1

Rashno (2017) . 1.55 (0.84, 2.87) 28.67
1
1

Overall (I-squared = 0.0%, p = 0.448) <> 1.38 (0.99, 1.92) 100.00

NOTE: Weights are from random effects analysis

T T
148 i 6.75

Figure 25 : Diagramme résumant les associations entre toxoplasmose et maladie d’Alzheimer, d’aprés Bayani et
al, Acta Trop 2019 [345]
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Study Events, Events, %

1D OR (95% CI) case control  Weight
Alvarado-Esquivel et al 5 49.85 (2.29, 1082.74) 2/2 16/180  1.30
Kusbeci et al —é—*— 2.46 (0.89, 6.75) 15/34  9/37 10.29
Cong et al —4:— 1.27 (0.47, 3.42) 5/33  55/445 10.61
Cong et al —-.'— 1.42(0.40,5.06)  3/18  55/445 6.93
i
Menati Rashno et al —— 1.55 (0.84, 2.87) 58/87  49/87  21.66
Mahami-Oskouei et al —.-:- 0.94(0.49,1.83)  46/75 47/75  19.74
Zaki et al —é—o— 5.75(0.77,42.80)  2/4 24/162 2.98
Perry et al ) 1.39(0.80,2.41)  43/105 38/114 24.88
'
Flegr and Horaceka ' 2.65(0.17,42.55) 1/2 365/1334 1.60
Overall (I-squared = 18.8%, p = 0.275) @ 1.53(1.07,2.18)  175/360 658/2879 100.00
i
NOTE: Weights are from random effects analysis i
| |

00082 1 1083

Figure 26 : Diagramme résumant les associations entre toxoplasmose et maladie d’Alzheimer, d’apres Nayeri-
Chegeni et al, Microb Pathog 2019 [349]

En conclusion, il semble donc urgent de conduire des études prospectives portant sur un nombre

suffisant de sujets bien caractérisés pour ce qui concerne la toxoplasmose et les affections suspectées.

L’ensemble des pathologies évoquées précédemment étant associé a des troubles du sommeil, nous
avons fait le choix de nous intéresser au cycle veille sommeil dans un modéle murin de toxoplasmose
chronique, pour mieux appréhender de facon globale I'impact de I'infection toxoplasmique sur le

fonctionnement cérébral.
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Intérét de I"étude du cycle éveil/sommeil dans le contexte de la
toxoplasmose chronique

Le choix d’étudier le rythme veille sommeil repose sur plusieurs arguments. Le premier est constitué
par un ensemble d’observations cliniques non publiées a ce jour laissant penser que les patients T.
gondii+, qu’ils soient atteints de toxoplasmose congénitale ou infectés a I'dge adulte, sont susceptibles
de développer des troubles du sommeil. Par ailleurs, le tropisme du parasite pour le SNC lui permet
ainsi de se localiser au niveau de régions cérébrales qui sont également des centres du sommeil. Enfin,
il est admis que le sommeil constitute un index trés sensible des altérations du fonctionnement
cérébral. En effet, les troubles du sommeil précedent fréquemment le développement des symptémes

caractéristiques retrouvés dans les pathologies neurodégénératives.

Rappel sur le cycle veille/sommeil

Le sommeil est défini comme I'état physiologique périodique de I'organisme (notamment du SNC),
pendant lequel la vigilance est suspendue et la réactivité aux stimulations diminuée. Il s’agit d’un
besoin fondamental pour toute espece vivante, particulierement important pour la cognition, le
systeme immunitaire, et la santé en général. On distingue le sommeil lent (SL), profond et réparateur,
et le sommeil paradoxal (SP), caractérisé par le réve [350]. L'éveil (WK pour Waking) est caractérisé
par tout un spectre d’activités et de comportements, associés a une activité motrice volontaire intense,
ainsi qu’a une forte sensibilité aux différents stimuli, qu’ils soient externes ou internes. Le cycle
éveil/sommeil est sous le contrble de différents systéemes cérébraux et implique de nombreux
neurotransmetteurs et neuromodulateurs, eux-mémes sous controle du rythme circadien et de

I’lhoméostasie.
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Neurotransmetteurs impliqués

Le systeme adrénergique

Les neurones adrénergiques sont situés au niveau du bulbe et se subdivisent en deux groupes [351],
qui se trouvent au niveau ventro-latéral de la formation réticulée bulbaire et se projettent vers les
centres spinaux, le locus coeruleus (LC) et I’hypothalamus (Groupe C1), ou se trouvent au niveau du
noyau du faisceau solitaire et se projettent vers le noyau para-giganto-cellulaire latéral du bulbe

(groupe C2).

Le systeme noradrénergique

Les neurones noradrénergiques sont subdivisés en sept sous-groupes situés dans le tronc cérébral
supérieur [351], [352]. Le LC est la principale source de NA et il se projette a travers tout le SNC. Sa
partie rostrale se projette ainsi vers le néocortex, le systéme limbique et I’"hypothalamus. Elle joue un
role important dans I'attention, I’éveil et le rythme circadien. A I'inverse, sa partie caudale se projette
vers le cervelet et la moelle épiniere, participant au systeme nerveux végétatif. Les neurones
noradrénergiques du LC provoquent I’activation corticale de I’éveil, mais ils sont également fortement
stimulés en cas de stress, mais aussi de stimuli extérieurs (nouveauté, menace, récompense) [353]. Les
études ont bien montré que I'utilisation d’agonistes noradrénergiques promouvait I'éveil [354], de
méme que la photo-activation du LC [355]. De méme, I'administration de médicaments inhibant la
libération de NA, la photo-inhibition du LC, ou bien une lésion du LC, entrainent tous une diminution

de I’éveil et favorisent la transition vers le sommeil lent [355], [356].

Le systéeme dopaminergique

Les neurones dopaminergiques participent activement aux mécanismes d’éveil [357]. Il existe sept
groupes de neurones dopaminergiques, issus pour moitié du diencéphale, et pour I'autre part du
mésencéphale [352]. L'ensemble de ces neurones mésencéphaliques individualise deux voies
principales ascendantes [358] : la voie nigrostriée, issue de la substance noire compacte qui se projette

sur le striatum dorsal, et la voie méso-cortico-limbique issue de |'aire tegmentale ventrale (VTA),
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innervant le nucleus accumbens, le tubercule olfactif, le septum et 'amygdale. Les neurones des
groupes diencéphaliques, quant a eux, se projettent vers la zona incerta, I’hypothalamus, le LC, le
noyau réticulé, la moelle épiniere et I’hypophyse. Il existe de plus, un petit groupe de neurones

dopaminergiques situé au niveau de la substance grise périaqueductale ventrale.

Le systeme histaminergique

Les neurones histaminergiques sont situés uniguement au niveau de I’"hypothalamus postérieur, dans
ce que I'on appelle les tubercules mammilaires (TM) [359]. Les TM sont innervés par |'aire pré-optique
du thalamus, le subiculum, le tegmentum dorsal et le cortex préfrontal. Les neurones histaminergiques
se projettent sur le cortex, le thalamus et les autres centres promoteurs de I'éveil, comme le LC ou les
noyaux péribrachiaux cholinergiques [360]. Comme démontré par |'utilisation d’antagonistes H1 ou de
souris Histamine ou H1-R Knock Out, conduisant a une diminution de I'éveil, les neurones
histaminergiques participent a la phase de WK [361]. Des études récentes suggérent que la libération
concomitante de GABA, a partir de ces mémes neurones, pourrait agir de maniére synergique sur

|’activation corticale [362].

Le systeme sérotoninergique

Les neurones sérotoninergiques sont subdivisés en neuf sous-groupes situés au niveau de la medulla
oblongata et du mésencéphale [352]. La majorité de ces sous-groupes est localisée au niveau de la
zone médiane du tronc cérébral, on parle alors des noyaux du raphé, appartenant a la formation
réticulée. La majeure partie de la 5HT du cerveau provient des noyaux du raphé dorsal et médian. lls
recoivent des projections de nombreuses régions cérébrales, et se projettent vers la substance noire
compacte, I'amygdale, I'aire pré-optique latérale, le nucleus accumbens, le thalamus, I’hypothalamus,
le bulbe olfactif, le septum mais également le cortex insulaire et le cortex préfrontal [363], [364]. Ces
neurones sérotoninergiques du raphé dorsal sont excités par les neurones orexinergiques et
histaminergiques de I'hypothalamus et par les neurones adrénergiques. Les premiéres études chez le

chat ont démontré que la 5HT avait un role promoteur du sommeil. En effet, des lésions du raphé ou
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une déplétion de 5HT induisent une insomnie [365]. En revanche, il apparait récemment que le réle de
la 5HT dans le cycle éveil/sommeil ne serait pas aussi évident et pourrait promouvoir I’éveil. Ainsi,
I"activité des neurones sérotoninergiques est intense pendant I’éveil et tend a diminuer pendant le SL
jusqu’a disparaitre lors du SP [366], [367]. Dans le méme ordre d’idée, la photo-activation des neurones
sérotoninergiques augmente significativement la quantité d’éveil et fragmente le SL [368]. Certains
auteurs ont donc émis I’hypothése que I'activation sérotoninergique pendant la phase d’éveil serait
une préparation a I'entrée en SL, par la stimulation de facteurs hypnogénes dans certaines zones
spécifiques du cerveau [369], [370], comme par exemple la région pré-optique. Par ailleurs, ces
différentes substances hypnogéniques sont capables d’exercer un rétrocontréle négatif sur les
neurones sérotoninergiques, qui en association avec la substance P, nécessaire pour supprimer
I'activité de tonus musculaire, vont pouvoir participer au « sleep switch-on » cérébral, permettant la

transition vers le sommeil [370].

L’'ensemble de ces connexions entre neurones n’est pas encore totalement élucidé, mais il est a noter

gue les neurones sérotoninergiques sont également impliqués dans I'"humeur.

Régulation de I'éveil
Moruzzi et Magoun ont démontré en 1949 que la stimulation de la formation réticulée du
mésencéphale entrainait un état d’activation corticale caractéristique d’un état d’éveil [371].
Longtemps considéré comme 'unique systéeme activateur ascendant, il a été montré récemment que
I’éveil dépendait de différents systemes neurochimiques. Au niveau de la région paramédiane du
cerveau, I'ARAS (Ascending Reticular Activating System) se subdivise en deux voies, toutes deux

nécessaires a un éveil normal :

- La voie dorsale se projette au niveau des noyaux médian et intralaminaire du thalamus, apres
activation de deux noyaux, les noyaux pédonculopontin (PPT) et latérodorsal du tegmentum

(LDT), situés au niveau de la jonction ponto-mésencéphalique. Ces noyaux thalamiques vont
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ensuite se projeter vers le cortex cérébral (systeme thalamique diffus). Cette voie est nécessaire
pour I'établissement de la conscience.

- La voie ventrale va innerver I'hypothalamus, le télencéphale basal et le cortex cérébral [372],
[373], via des projections de neurones monoaminergiques : neurones noradrénergiques du LC,
neurones dopaminergiques de la substance grise péri-aqueductale ventrale (vPAG), neurones
sérotoninergiques des noyaux dorsaux et médians du raphé et neurones histaminergiques des

TM.
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Figure 27 : Schéma résumant les voies neuronales promouvant I’éveil, d’aprés Scammel et al, Neuron 2017
[374]

Le télencéphale basal et le tronc cérébral supérieur

Les neurones cholinergiques centraux sont regroupés au sein du télencéphale basal et de la formation
réticulée pontique, faisant ainsi partie de I’ARAS. lls s’étendent du septum médian jusqu’a la substance
innominée de Reichert, en se projetant vers le cortex cérébral, 'amygdale, et I’hippocampe [375]. Au
sein de cet ensemble, on retrouve également des neurones GABAergiques qui se projettent vers
I’hippocampe et les neurones cholinergiques, formant ainsi des sous-circuits a l'intérieur du
télencéphale basal et modulant I'activité des neurones cholinergiques voisins [376]. On retrouve

également des neurones glutamatergiques, et d’autres neurones sécrétant de |'aspartate ou de la
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galanine. La stimulation du télencéphale basal induit une activation corticale caractéristique de I'éveil,
mais également d’autres fonctions corticales comme |'attention ou la mémoire. Il joue un réle essentiel
dans I'éveil, comme démontré par la Iésion de cette zone, qui provoque I'apparition d’ondes lentes
voire d’un coma [377], [378]. L'enregistrement des neurones cholinergiques a montré que ces derniers
étaient actifs pendant I’éveil [379], mais la manipulation sélective des neurones cholinergiques semble
avoir des effets plus modérés sur le cycle éveil/sommeil. Ainsi, I'inhibition ou la Iésion sélective de ces
neurones, entrainent I'apparition d’ondes lentes et diminue le nombre de phases d’éveil, sans pour
autant réduire la durée totale d’éveil [378], [380]. L’activation chimiogénétique, a 'opposé, supprime
les ondes lentes de SL, mais n’a que peu d’effet sur la durée d’éveil [381]. Le télencéphale joue donc
un role dans l'activation corticale globale grace a deux voies: une inhibition du noyau réticulé
thalamique et une désinhibition des neurones thalamiques intra-laminaires [377]. En revanche, il n’est

pas tout a fait clair que ces neurones cholinergiques soient essentiels a la genése des états d’éveil.

Al'inverse, les neurones GABAergiques du télencéphale basal participent a la genése des états d’éveil.
Leur stimulation augmente significativement la durée d’éveil, alors que leur inhibition augmente la
durée de SL [381]. lls stimulent donc I'activation corticale par inhibition des interneurones inhibiteurs
et pourraient également avoir d’autres effets, en se projetant vers les noyaux centraux du thalamus
ou d’autres structures sous-corticales. Il est important de garder a I'esprit que les neurones
GABAergiques sont tres hétérogénes d’un point de vue anatomique et fonctionnel. On observe donc
des réponses différentes en fonction de la stimulation spécifique d’un sous-type de neurones [382].
Les neurones glutamatergiques semblent donc stimuler I'activation corticale, malgré des résultats

contradictoires [381], [382].

Le noyau tegmental pédonculo-pontin et le noyau latéro-dorsal de Castaldi

Ces deux noyaux sont situés a la jonction entre la formation réticulée mésencéphalique et pontique.
Ce systeme, constitué de neurones cholinergiques, est impliqué dans la désynchronisation corticale de

I'éveil mais aussi du SP [383]. Ces neurones se projettent principalement sur le thalamus, le
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télencéphale basal et, dans une moindre mesure, sur I'hypothalamus postérieur et I'aire préoptique
latérale [384]—[392]. IlIs n’innervent que trés peu le cortex. L'acétylcholine contribuerait donc a
I'activation corticale de deux fagons : une action muscarinique inhibant les neurones réticulés du
thalamus [393], et une action nicotinique excitant les neurones thalamocorticaux [394]. Comme pour
les neurones cholinergiques du télencéphale basal, le role de ces neurones du PPT/LDT reste flou dans
la genése de I'éveil, bien gu’ils aient une action corticale excitatrice. Le PPT/LDT contient également
des neurones glutamatergiques et GABAergiques qui s’associent pour une activité dans les hautes
fréquences [383]. L’activation des neurones glutamatergiques augmente significativement la durée

d’éveil alors que la fonction des neurones GABAergiques est encore inconnue.

La formation réticulée

Elle correspond a une série de noyaux interconnectés, situés le long du tronc cérébral. Ces neurones
bulbo-ponto-mésencéphaliques (noyaux inférieurs dans le bulbe, tegmentum central dans le pont et
tegmentum dorsal dans le mésencéphale) dessinent la voie réticulo-thalamo-corticale. Ces noyaux
n’ont pas de projection directe sur le cortex, mais se projettent densément sur les noyaux du thalamus.
Elle contient majoritairement des neurones a aspartate ou glutamate ayant un effet excitateur rapide

[395].

Le noyau parabrachial

Il joue un role important dans I’éveil car une Iésion de cette région induit un état végétatif irréversible
[396]. Les neurones glutamatergiques présents dans ce noyau sont essentiels a la genése de I'éveil, si
I’on considere qu’ils innervent densément le télencéphale basal. Ainsi, une lésion de cette zone ou
bien une délétion du gene codant pour le transporteur du glutamate entrainent une diminution de

I'éveil [378], [397].

L’hypothalamus

C’est en 1916, que le baron Von Economo a été le premier a attribuer a I'hypothalamus un role majeur
dans la régulation du cycle éveil/sommeil [398]. L'infection de I'hypothalamus a la suite d'une
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encéphalite virale "léthargique" conduisait en effet a un état de somnolence majeure dans la majorité
des cas, une infime partie des patients étant insomniaques. C’'est I'autopsie qui permit de confirmer
que la lésion de I’hypothalamus postérieur (HP) entrainait une hypersomnie, alors que la lésion de
I’hypothalamus antérieur induisait une insomnie. L'HP jouerait donc un réle prépondérant dans la
genese de I'éveil. Cette hypothese a été confirmée par la suite, en montrant que la lésion électrolytique
de I'HP induit une hypersomnie [399]. A I'opposé, une stimulation électrique ou pharmacologique
entraine une activation corticale [360], [400]. En outre, I'injection de muscimol dans I’"HP (agoniste
GABAergique), produit une hypersomnie majeure chez le chat [401]. Précédemment, nous avons vu
que I'HP, avec les TM, constitue I'unique zone de production d’histamine du SNC. Ces neurones
histaminergiques sont innervés par la formation réticulée mésencéphalique et le tegmentum
mésopontique. lls présentent une activité tonique pendant |'éveil, qui tend a diminuer au cours du SL,

pour disparaitre pendant le SP [402].

L’hypothalamus latéral (HL), quant a lui, héberge deux autres types de neurones: les neurones
orexinergiques et les neurones sécrétant le neuropeptide MCH (melanin concentrating hormon).
Répartis dans tout I'HL, les neurones orexinergiques sont essentiels pour la régulation de I'éveil et du
SP. L'orexine est un neurotransmetteur excitateur, participant a la genése des états d’éveil en agissant
sur la plupart des régions citées ci-dessus, ainsi que sur le cortex et le noyau médian du thalamus [403].
C’est pourquoi, I'injection intracérébro-ventriculaire d'orexine chez le rat induit un éveil [404]. De la
méme facgon, la photo-activation des neurones orexinergiques [405] ou leur activation par le systéeme
DREADD [406], produit un éveil exacerbé et supprime le SP. On comprend alors aisément pourquoi la
dysfonction des neurones orexinergiques est a l'origine de la narcolepsie, caractérisée par des
interruptions du maintien de I'éveil [407]. Ce rble est confirmé par un modele de souris perdant leurs
neurones orexinergiques, qui ne sont pas capables de maintenir des phases d’éveil de durée normale
[408]. Les neurones orexinergiques peuvent également sécréter du glutamate et un peptide inhibiteur,

la dynorphine. La co-sécrétion de glutamate participe a I’excitation des neurones cibles de I'orexine. A
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I’heure actuelle, les projections de ces neurones sont nombreuses et il reste encore a définir quelles

sont celles qui permettent de maintenir I’état d’éveil.

Il existe également deux populations de neurones GABAergiques qui sont suspectés de promouvoir
I’éveil. La premiére se situe au niveau du HL et se projette vers le noyau réticulé thalamique [409]. La
deuxieme, elle aussi localisée dans le HL, se projette vers une région promouvant le sommeil, I'aire

préoptique ventrolatérale, mais également vers le LC et les TM [410].

Le systeme thalamo-cortical

Ce n'est pas une structure véritablement responsable de I'éveil, mais elle joue plutét un role de relais
des systemes d'éveil cholinergique et non cholinergique de la formation réticulée [395]. Appartenant
au diencéphale, le thalamus est situé de part et d’autre du troisieme ventricule. Il est entrecoupé par
la lame médullaire interne qui le divise en noyau médial, latéral et antérieur. Chacun des noyaux
thalamiques est subdivisé en différents sous-noyaux, en fonction de leur localisation et de leurs
afférences/efférences notamment corticales, striatales et cérébelleuses. On distingue ainsi : le noyau
antérieur (antérodorsal, antéroventral, antéromédial), le noyau ventral antérieur, le noyau ventral
latéral (antérieur, postérieur, médian), le noyau ventral postérieur (médial, latéral, inférieur), le noyau
latéral dorsal, le noyau latéral postérieur, le noyau dorsomédian (magnocellulaire, parvocellulaire,
paralaminaire), le pulvinar (postérieur, latéral, médian, inférieur), les noyaux intralaminaires
(rostraux : paracentral, central latéral, centro-médian, et caudaux : parafasciculaire, centro-médian),
les noyaux médians (paratenial, paraventriculaire, reuniens), les noyaux postérieurs (supragéniculé,
limitans, posterieur), les corps géniculés médian et latéral et le noyau réticulaire. Cette structure se
divise en trois systemes: un systeme thalamique spécifique qui sert a relayer les informations
sensorielles vers le cortex ; un systeme thalamique non spécifique se projetant vers 'ensemble du
cortex et constitué de noyaux intra-laminaires [411] ; le systéme réticulé thalamique, composé de
neurones GABAergiques se projetant aux niveau des noyaux intra laminaires. Ceux-ci constituent un

relais conduisant a I'activation corticale. lls utilisent des acides aminés excitateurs, aspartate et
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glutamate, comme neurotransmetteurs [391]. Ils sont activés par les neurones cholinergiques du
PPT/LDT [386]. lls recoivent des afférences GABAergiques provenant du systeme réticulé thalamique,
des afférences de type Asp/Glu excitatrices de la formation réticulée mésencéphalique, mais aussi des
afférences noradrénergiques et sérotoninergiques en provenance du LC et des noyaux du raphé dorsal

respectivement.

Régulation du sommeil lent et structures impliquées
Le SL a longtemps été considéré comme un phénomeéne passif, résultant de I'inactivation des systémes
d’éveil. Nous allons voir gqu’il n’en est rien. De maniéere physiologique, des périodes prolongées d’éveil
sont suivies de longues périodes de SL, qui sont induites par des substances appelées somnogenes.
D’apres Krueger et al, les plus importantes sont |'adénosine, la prostaglandine D2 et certaines

cytokines, comme l'interleukine-1 et le TNFa [412].

L'adénosine est sécrétée majoritairement par les astrocytes qui vont également assurer sa régulation
grace a une adénosine kinase [413], [414]. L'adénosine est sécrétée de maniére prolongée pendant les
phases d’éveil dans le télencéphale basal, le cortex et I'hippocampe, avant de diminuer lors du
sommeil. Son action peut étre directement inhibitrice sur les neurones promouvant I'éveil, ou bien
activatrice des neurones promouvant le sommeil [415], [416]. Ainsi, I'utilisation d’agonistes ou
d’inhibiteurs de la dégradation de l'adénosine augmentent le SL [417], alors que I'utilisation
d’antagonistes, comme la caféine, promeuvent I'éveil ou induisent une diminution de la fatigue liée a

la privation de sommeil [418], [419].

Les somnogenes participent également a ce qui est appelé sommeil local, c’est-a-dire 'augmentation

focalisée d’ondes lentes corticales [420].
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Figure 28 : Schéma résumant les voies neuronales promouvant le sommeil lent, d’apres Scammel et al, Neuron
2017 [374]

L’aire préoptique

L'implication de cette zone dans la genese du SL est basée sur les considérations
anatomopathologiques de Von Economo [398]. Il fut donc le premier a proposer que I'aire pré-optique,
située dans I’hypothalamus antérieur, était un centre inducteur de sommeil. Ceci fut confirmé en 1968,
par la lésion de I’hypothalamus antérieur entrainant une insomnie [421]. Il est maintenant établi que
ce sont l'aire préoptique ventro-latéral (VLPO) et le noyau préoptique médian (MnPQO) qui sont a
I’origine de la genése des états de SL [422], [423], leur |ésion produisant des diminutions drastiques de
SL [424]. Les neurones qui les composent, sont de type GABAergiques principalement. lls se projettent
et inhibent les différents centres impliqués dans I'éveil : le télencéphale basal, les TM, le LDT/PPT, le
raphé dorsal, le noyau parabrachial, le LC ou I'hypathalamus latéral orexinergique [425], [426]. Des
études immunohistochimiques ont montré que le VLPO et le MnPO recevaient des afférences des
centres activateurs de I'éveil [427], la plupart des neurotransmetteurs impliqués dans I'éveil possédant
un effet inhibiteur sur les neurones du VLPO [362]. Il est a noter qu’une partie des neurones du VLPO
est activée par I'adénosine, participant a la genese du SL, alors qu’une autre proportion de la

population neuronale est insensible a |'adénosine, mais est en revanche inhibée par les
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neurotransmetteurs impliqués dans I'éveil. Ceci indique donc une consolidation du SL par cette

deuxieme population, une fois que les systemes de I'éveil sont a I'arrét [428].

De plus, le VLPO et le MnPO sont impliqués dans la réponse a la privation de sommeil, par une

augmentation de leur activation [423].

Le télencéphale basal

Bien que considéré comme un centre de I’éveil, le télencéphale basal contient également des neurones
actifs pendant le SL [429]. Ce sont des neurones GABAergiques, innervant le cortex par inhibition
directe des neurones corticaux [430]. Certains d’entre eux sécrétent également de la somatostatine,

capable d’inhiber directement les neurones cholinergiques du télencéphale basal.

La zone parafaciale du tronc cérébral

Cette zone contient des neurones GABAergiques et glycinergiques qui seraient a |'origine de la genése
du SL par inhibition des centres de I'éveil. Leur lésion ou I'inhibition de la transmission GABAergique

est responsable d’une augmentation de la durée d’éveil [431].

Le cortex

Certains neurones corticaux sont particulierement actifs durant le SL: c’est le cas des neurones
produisant la nNOS (neuronal nitric oxide synthase). Leur expression étant corrélée avec la quantité
de SL et I'apparition des ondes lentes, on pense qu’ils sont a I'origine de la synchronisation des ondes
lentes corticales grace a des projections corticales [432]. L'apparition du SL serait donc le résultat de
I'inhibition des systemes exécutifs de |'éveil par les neurones GABAergiques du VLPO, du télencéphale
et du tronc cérébral, mais aussi de la désinhibition de I'oscillateur constitué par le noyau réticulé
thalamique. La pérennisation du SL est permise par 'inhibition des systemes d’éveil, qui, par ricochet

diminue le rétrocontrole qu’ils opérent sur les neurones du VLPO, promoteur du SL.
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Régulation et systemes impliqués dans le sommeil paradoxal
Décrit pour la premiere fois il y a 60 ans [433], [434], le SP est assuré par des structures localisées dans
le pont cérébral inférieur [434], [435]. En effet, a I'aide de transsections, il a été montré que la survenue
périodique de phases de SP, caractérisé par une atonie et |'existence de mouvements oculaires

latéraux, persiste en I'absence des structures rostrales du pont [436].
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Figure 29 : Schéma résumant les voies neuronales promouvant le sommeil paradoxal, d’apres Scammel et al,
Neuron 2017 [374]

Le noyau tegmental pédonculo-pontin et le noyau latéro-dorsal de Castaldi

Longtemps considérés comme des éléments fondamentaux dans la genése du SP, le PPT/LDT assure
plutét un réle modulateur. Les neurones impliqués sont majoritairement cholinergiques, avec une
activité principale en amont des transitions vers le SP ou le WK, d’ou une promotion de la transition
du SL vers le SP aprés photostimulation [437]. Une autre population neuronale du PPT/LDT est
composée de neurones glutamatergiques [383], [438], activés pendant le SP, mais aussi le WK. Les

neurones GABAergiques sont, quant a eux, activés pendant le SP.
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Le subcoeruleus ou noyau sublatéro-dorsal (SLD)

Equivalent au péri-locus coeruleus alpha chez I'Homme, les neurones glutamatergiques du SLD sont
activés lors du SP [439], et leur activation pharmacologique produit I'instauration d’une phase de SP
[440]. Une lésion de cette zone entraine un état semblable au SP, mais sans atonie musculaire, alors
que la lésion du SLD et des zones adjacentes diminue la quantité de SP [441], [442]. Ceci confirme
I'implication du SLD dans I'atonie musculaire et dans la genése du SP, en collaboration avec d’autres
structures voisines. Ainsi, les neurones du SLD sont activés par les neurones cholinergiques du
PPT/LDT, bien que cette innervation ne soit pas essentielle a la genése du PS. Par ailleurs, le mécanisme
permettant la génération de I'atonie musculaire n’est pas encore bien compris : les neurones du SLD
pourraient exciter directement les neurones médullaires, inhibant ainsi les neurones spinaux moteurs
[443], soit ils inhiberaient directement les interneurones spinaux, inhibant par la méme occasion

|’activité des neurones moteurs [442].

Les neurones du pont et la substance grise péri-aqueductale

Plusieurs populations de neurones sont a |'origine de I'inhibition du SP pendant I’éveil. On peut citer
les neurones monoaminergiques du pont et du raphé dorsal par exemple, tres actifs pendant I’éveil et
silencieux pendant le SP. llIs se projettent sur le SLD et inhibent les neurones actifs pendant le SP. De

méme, les autres monoamines, NA et 5HT inhibent également les noyaux du PPT/LDT [444].

Les noyaux de la vPAG et du tegmentum pontique latéral (LPT) sont également impliqués dans la
suppression du SP. Leur Iésion ou inactivation induit une augmentation de SP, liée a leurs projections

GABAergiques vers le SLD [445].

La formation réticulée

La formation réticulée médullaire contient deux populations de neurones glycinergiques et
probablement GABAergiques, fondamentaux pour la genese de I'atonie du SP. Elles sont localisées
dans les noyaux réticulaire ventral gigantocellulaire (GiV) et réticulaire alpha gigantocellulaire (GiA).
Ces neurones activés pendant le SP, se projettent vers les motoneurones craniens et spinaux [440],
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[446]. lls regoivent en outre des afférences en provenance du SLD. La transmission glutamatergique
serait a I'origine de I'atonie musculaire, ayant pour origine le GiV et les afférences venant du SLD [447],
[448]. D’autres neurones médullaires sont impliqués dans la genese du SP, par inhibition des neurones
s’opposant a l'installation du SP, tels que ceux du LC, du raphé dorsal, du vPAG et du LPT. lls sont
localisés dans les noyaux réticulaires paragigantocellulaire dorsal et paragigantocellulaire latéral. Ces
neurones GABAergiques se projettent sur les noyaux du vPAG et du LPT, pour inhiber leur transmission

monoaminergique [449], afin de prolonger le SP ou déclencher la transition vers le SP [450].

Hypothalamus

Plusieurs régions hypothalamiques participent a la génération du PS.

La premiére est située prés du VLPO et comprend des neurones GABAergiques, qui s’activent pendant
le SP [451], innervant le raphé dorsal, le LC mais aussi le vPAG et le LPT. Ces neurones participent a la
genese du SP, en inhibant les centres suppresseurs du SP. Le deuxiéme groupe est réparti dans I'HL et
I’'HP. Il comprend des neurones sécrétant de la MCH. Leur réle reste encore mal connu, malgré la
démonstration d’une activité maximale pendant le SP, et d’'une augmentation de la durée du SP apres
leur activation [452], [453]. De plus, des neurones orexinergiques situés dans I'HL participent
également a ces processus en supprimant le SP [406]. lls se projettent vers les centres suppresseurs
du SP comme le LC, le raphé dorsal, le vVPAG et le LPT. Actifs pendant I'éveil, ces neurones

orexinergiques permettent I’abolition du SP pendant les phases d’éveil.

Mécanismes de controle du PS
En 1975, Hobson et McCarley ont proposé un modeéle de fonctionnement d’ « interaction réciproque »
entre les neurones cholinergiques du pont et les neurones monoaminergiques du tronc cérébral,
promouvant ou s’opposant au SP respectivement [454]. Actuellement, les derniéres études montrent
gue la transmission glutamatergique issue du SLD serait le composant principal de la genese du SP, en
association avec les neurones cholinergiques et monoaminergiques, jouant un réle régulateur. Une

boucle d’inhibition réciproque existe donc entre le SLD et le vPAG/LPT, a I'origine de la suppression du
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SP [442], [450]. Ce systeme est sous-tendu par des interactions avec le systéme cholinergique et de la

MCH, qui 'orientent vers le SP, alors que les monoamines et I'orexine I'orientent vers I'éveil.

Régulation du cycle éveil/sommeil

La transition entre ces différents états est sous le contréle de deux processus opposés : un processus
homéostatique et un processus circadien. Le premier augmente avec |’éveil et décroit lors des phases
de sommeil. Le deuxieme est basé sur I'activité rythmique issue du noyau suprachiasmatique (SCN),
localisé dans I’hypothalamus, centre de I'horloge biologique interne, processus spécifique des
Mammiferes. Leurs effets sont paradoxalement opposés, le processus homéostatique tend vers le
sommeil alors que I’horloge circadienne promeut I'éveil. Le rythme circadien est constamment proche

de 24 heures, indépendamment des stimuli extérieurs.

Sleep Wake Cycle:
Two Process Model

Homeostatic \ 4 ‘ 1 1 ' l |
Sleep Drive

Circadian
Alerting
Signal
(SCN)

Adapted from Kilduff TS, Kushida CA. Sleep Disorders Medicine: Basic Science, Technical Considerations,
and Clinical Aspects. 1999; and Kennaway DJ, Voultsios A. J Clin Endocrinol Metab. 1998;83:1013-1015; Edgar DM, Dement WC. And
Fuller CA. The Journal of Neuroscience. 1993;13(3):1065-1079.

Figure 14 : Régulation du cycle éveil/sommeil
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Situé dans I’hypothalamus ventral, le SCN est composé de neurones tres hétérogenes, majoritairement
GABAergiques, formant un réseau complexe a |'origine du rythme oscillatoire entretenu par le SCN.
Mal connu, le SCN n’en demeure pas un moins un régulateur majeur des autres régions cérébrales,
grace a ses nombreuses connexions anatomiques et ses sécrétions variées (GABA, calrétine,
neurotensine, angiotensine Il, metenképhaline, etc...), a I'origine de la synchronisation avec le cycle
jour-nuit. L’activité de ces neurones est sous-tendue par des phénomenes de transcription, traduction

et modifications post-traductionnelles cycliques de certains génes [455].

La lumiere joue un réle majeur dans la synchronisation de I’'horloge circadienne avec le cycle jour-nuit,

par l'intermédiaire des cellules ganglionnaires a mélanopsine, se projetant directement vers le SCN.

La mélatonine joue également un réle important dans la synchronisation avec le cycle jour-nuit. C'est

une hormone synthétisée par la glande pinéale a partir de tryptophane, tout comme la 5HT.
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Elle est sécrétée la nuit, et ses mécanismes de régulation sont encore mal connus. Les effets circadiens
de la mélatonine sont opposés a ceux de la lumiére, et cette derniere inhibe d’ailleurs la sécrétion de
la mélatonine chez des patients exposés a la lumiere pendant la nuit. Contrairement a ce qui est
convenu, la mélatonine n'a que peu d’effets promoteurs de sommeil, elle est plutét un

chronorégulateur, régulant la transition vers une phase de sommeil [456].

Modalité de I’étude du cycle veille/sommeil

La caractérisation des états de vigilance est souvent réalisée par des mesures électrophysiologiques
permettant leur classification. En effet, s’il est simple de distinguer les états d’éveil et de sommeil sur
la base des activités cognitive et motrice, il est plus difficile de distinguer le sommeil lent et le sommeil

paradoxal.

L’étude du rythme éveil/sommeil repose sur la caractérisation des différents états de vigilance définis

par les caractéristiques polygraphiques de différentes électrodes :

- L’électro-encéphalogramme (EEG) cortical permet de mettre en évidence les ondes lentes de
type & (fréquences comprises entre 0,5 et 4 Hz), les ondes 0 (fréquences comprises entre 6 et
10 Hz) et les ondes q, B, et y.

- L'électro-oculogramme (EOG) permet de mettre en évidence les mouvements oculaires.

- L’électro-myogramme (EMG) permet de mettre en évidence le tonus musculaire au niveau de

la nuque.

Il est a noter que I'EEG est a considérer uniqguement comme un marqueur d’un état de vigilance et
n’est pas toujours corrélé parfaitement a celui-ci. C'est un enregistrement d’une mesure électrique

convertie en signal, dont I'origine n’est pas parfaitement élucidée.

L'actigraphie peut également étre utilisée, mais elle ne permet pas d’identifier I'architecture du

sommeil en détail [457]. Cette architecture est parfaitement représentée par I’hypnogramme,
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diagramme permettant de visualiser les différentes phases de sommeil et de veille pour une espece

donnée.

Eveil (ou waking, WK)

Sur le plan comportemental, I'éveil est caractérisé par tout un spectre d’activités et de
comportements, associés a une activité motrice volontaire intense ainsi qu’a une forte sensibilité aux
différents stimuli, qu’ils soient externes ou internes. Durant ces phases d’éveil, 'EEG retrouve une
activité corticale désynchronisée, de haute fréquence mais de basse amplitude, associée a une activité
synchronisée de I'hippocampe. Parallélement, I'EOG retrouve une activité oculaire intense et 'EMG

montre une activité musculaire tres variable.

Le sommeil lent ou Slow Wave Sleep (SWS) ou NREM (Non Rapid Eye Movement) sleep

Le sommeil se traduit par le début de la perte de conscience et dans les stades les plus profonds une
insensibilité majeure aux stimuli. L'EEG est caractérisé par une activité corticale de haute intensité
mais de basse fréquence (ondes 6). Selon les espéces, on peut également observer des « sharp wave
ripples » [458] ou bien encore des « spindles » [459]. L’activité oculaire se réduit, avec disparition des
mouvements rapides. L'activité musculaire est également diminuée tout en conservant une certaine
tonicité. D’autres processus physiologiques normaux sont également diminués, comme le rythme
cardiaque et la température corporelle. En regle général, le SL fait suite a de longues périodes d’éveil

constituant ainsi un cycle éveil/sommeil.

Le sommeil paradoxal ou REM (Rapid Eye Movement) sleep

Découvert en 1959 par Michel Jouvet lors de ses travaux sur un modele de chat, le sommeil paradoxal
fut appelé ainsi par une activité corticale identique a celle retrouvée lors des phases d’éveil mais
associé a une atonie musculaire [436]. Chez I’'Homme, 'EEG montre donc aussi une activité corticale
de haute fréquence mais de basse amplitude associée a de petites quantités d’ondes 6. Chez les
rongeurs au contraire, I'EEG cortical montre une intense activité 8 provenant de I'hippocampe dorsal.
Dans les conditions physiologiques, cet état de vigilance particulier fait suite a une phase de SL. C'est
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le siege de I'activité onirique, permise par I'atonie musculaire, qui empéche ainsi le passage a |'acte.
D’autres processus physiologiques sont également abolis pendant le SP, tel que la transpiration, la pilo-
érection, les frissons. La température cérébrale augmente, témoin d’une intense activité, alors que les
rythmes cardiaques et respiratoires deviennent irréguliers [460]. On constate également de maniére
phasique des spasmes musculaires au niveau des orteils, des membres, ou bien de la queue et des

moustaches chez les animaux [461].
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Figure 10 : Exemple d’électro-encéphalogrammes chez ’'Homme et chez la souris pour les différents états de vigilance,

d’aprés Tesoriero et al, Brain Res Bull 2019 [462]

Aspects théoriques chez la souris
Chaque lignée de souris posséde un cycle éveil/sommeil avec ses caractéristiques propres, car celui-ci
est dépendant de facteurs génétiques qui sont fortement conservés au sein d’'une méme lignée [463].
En revanche, toutes les souris sont des animaux nocturnes avec un cycle polyphasique, comportant
une période majeure de sommeil durant la journée. En s’intéressant aux différents parametres, on
constate des différences dans la durée totale d’éveil, le début et la durée de la période principale de
sommeil [464], la fragmentation du SL et la fréquence des ondes 6 [465]. La lignée de souris la plus
utilisée pour I'étude du sommeil est la souris C57/BI6. Les souris femelles sont en général exclues, afin
de s’affranchir de possibles variations dues au cycle hormonal. Une des particularités de cette lignée
est qu’elle ne synthétise pas de mélatonine [466], une hormone clé libérée par le noyau

suprachiasmatique de I’hypothalamus, et impliquée dans I’horloge circadienne. Le cycle éveil/sommeil
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peut également varier au cours de la vie de ces rongeurs. L’age affectant la quantité de mélatonine
sécrétée, il est donc important de ne pas utiliser de souris C57/Bl6 pour I'étude de I'impact du

vieillissement sur le sommeil.

Les états de vigilance - particularités chez I'Homme
Chez 'Homme, I’éveil est caractérisé par des ondes de faible amplitude et de haute fréquence, situées
entre 14 et 30 Hz (ondes B), reflétant I'activité motrice et cognitive de I'individu. On peut également

distinguer, a I'intérieur de I’éveil, des phases d’éveil actif, cognitif ou calme.

Le SL est précédé d’une phase de somnolence, caractérisée par des ondes de fréquence comprise entre
8 et 12 Hz (ondes a). Avec l'apparition progressive du SL, ces ondes vont augmenter en amplitude,

alors que leur fréquence va diminuer.

D’apreés la classification de Rechtschaffen et Klaes [467], le sommeil se décompose en sept états : le

WK, leSL 1, 2, 3 et 4, le SP et les périodes de mouvements nocturnes.

- Le premier stade, SL1, correspond a la perte progressive de la conscience, avec des ondes
oscillant a des fréquences comprises entre 4 et 7 Hz (ondes 8). Ce stade correspond a la
transition entre WK et SL. Un taux élevé de SL1 est en faveur d’une fragmentation importante
du sommeil.

- Le SL2 est caractérisé par 'apparition de spindles d’origine corticale, oscillant entre 12 et 17
Hz. Ces spindles sont toujours précédées par une activité propre a 'EEG humain : le complexe

K. Ce sont des ondes lentes d’environ 0,8 Hz, essentielles a la synchronisation du SL.
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Figure 11 : Exemple de spindles et de complexe K, tracé EEG, d’aprés https://raphaelvallat.com/spindles.html

- Le SL3 est défini par I'apparition d’ondes lentes de voltage plus important, ondes &
représentant 20 a 50 % d’une période donnée.

- Le SL4, quant lui, correspond a une phase ou 50 % de I'activité est constituée par ces ondes 6.

- Le SP correspond, comme décrit précédemment, a une activité corticale de haute fréquence
et de faible intensité, comme durant I'éveil, mais cette fois associé a une atonie musculaire et
des mouvements oculaires rapides (REM). Décrit chez I'Homme par Aserinsky, il comporte
également des phénomenes phasiques associés a des contractions musculaires et des
érections péniennes [468]. On peut également voir apparaitre des pointes Ponto-Géniculo-

Occipitales (PGO), de maniére isolée ou par bouffées sporadiques.

Récemment, I'’American Academy of Sleep Medicine (AASM) a publié une nouvelle classification qui
n’est pas tout a fait concordante avec celle de Rechtschaffen. Les modifications sont cependant

mineures : il n’y a plus que trois stades de SL, et le SP est dénommé R.

L’éveil représente chez 'Homme prés des deux tiers du cycle, alors que le sommeil compte pour un
tiers. Ceci représente en moyenne 7h30 de sommeil pour un adulte. Alors que le SL2 représente
environ 50 % du sommeil total, un quart est constitué de SL3 et SL4, et le dernier quart au SP. Le SL1
ne représente en général qu’une petite portion du sommeil total. Il est important de constater qu’une
nuit de sommeil est constituée d’une alternance cyclique de phases de SL et de SP. Chaque phase dure
approximativement 90 a 120 minutes [469]. Chez 'Homme également, les cycles du sommeil se
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modifient au cours de la vie de I'individu. Ainsi, la part du SP diminue de 50 % du sommeil total chez

I’enfant pour atteindre 25 % chez I'adulte.
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Figure 12 : B. Hypnogramme chez ’'Homme et C. pourcentages de temps passé dans chaque état de vigilance

chez ’'Hommme et chez la souris, d’apres Tesoriero et al, Brain Res Bull 2019 [462]

L’ensemble de ces phases sont étroitement intriquées et finement régulées par les différents systemes

cérébraux que nous avons passés en revue.

Les troubles du sommeil

Les troubles du sommeil constituent un ensemble de pathologies tres diverses qui touchent pres de
30 % de la population générale, mais dont seulement 20 % sont correctement pris en charge. L'AASM
a publié en 2014 I'International Classification of Sleep Disorders (ICSD-3) comprenant sept catégories

distinctes [470] :
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- lesinsomnies

- les troubles du sommeil en relation avec un trouble respiratoire
- les hypersomnies d’origine centrale

- les troubles du rythme circadien du sommeil

- les parasomnies

- les troubles des mouvements liés au sommeil

- les autres troubles

Une dichotomie simplificatrice distingue les dyssomnies, caractérisées par des anomalies de la
quantité ou de la qualité du sommeil ou de ses cycles, et les parasomnies, englobant les événements
comportementaux ou physiologiques anormaux survenant au cours du sommeil, mais n’impliquant
pas les mécanismes de sommeil. Les troubles du sommeil sont une cause de trouble de la mémoire et
de la concentration, avec toutes les conséquences que cela peut entrainer, tant au plan professionnel,
gu’au plan personnel. lls sont reconnus comme des facteurs de risque de surmortalité routiére ainsi
que d’augmentation des accidents de travail, et représentent donc un réel co(t, pour I'entreprise et

en santé publique.

Classification et définitions

Les insomnies

Certaines sont caractérisées par des difficultés d’endormissement, d'autres par des réveils
nocturnes ou par une sensation de sommeil non récupérateur. Leur prévalence dans la population
générale varie de 4 a 11 % [471]. Elles peuvent étre ponctuelles, mais pres de 85 % durent au minimum
un an [472]. Les facteurs déclenchants sont trés variés, allant de facteurs cognitifs ou somatiques
internes, jusqu’a des facteurs extérieurs, comme des modifications de I’hygiene de vie, la lumiére, la
température, 'utilisation tardive d'écrans ou la pratique tardive du sport, le stress, ou la prise de
substances médicamenteuses ou psychoactives. De maniere intéressante, il faut noter que prés de la

moitié des cas d’'insomnies sont liés a des pathologies chroniques.
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Les hypersomnies

Elles se caractérisent par un besoin excessif de sommeil et des épisodes de somnolence excessive
durant la journée, malgré une durée de sommeil normale ou élevée. Leur prévalence est extrémement
variable du fait de difficultés dans I’évaluation de I’hypersomnie dans les études publiées. Les
hypersomnies peuvent étre d’origine centrale, liée a un trouble du rythme circadien, a un trouble

respiratoire ou a une autre cause de trouble du sommeil nocturne.

Les troubles du sommeil en relation avec un trouble respiratoire

lls comprennent principalement les différents syndromes d’apnée du sommeil, centrale ou
obstructive. Ils se retrouvent chez 2 a 4 % de la population générale. Avec un sex ratio en faveur de
I’'homme, ils se manifestent par des interruptions répétées et incontrélées de la respiration pendant
le sommeil, caractérisées par des obstructions itératives des voies aériennes supérieures et entrainant
des micro-réveils. lls entrainent une fragmentation du sommeil avec somnolence diurne. Favorisés par
le surpoids, ils sont corrélés au diabéte et aux syndromes métaboliques, et donnent lieu a des

complications vasculaires fréquentes.

Le syndrome des jambes sans repos

Trouble des mouvements liés au sommeil, le syndrome des jambes sans repos (ou maladie de Willis-
Ekbom) se caractérise par le besoin impérieux de bouger les membres inférieurs, associé ou non a des
sensations désagréables dans les membres inférieurs. lls se manifestent avant I'endormissement et le
perturbent, pouvant méme conduire a une fragmentation du sommeil. Sa prévalence est estimée a 10

% [473], et il serait lié a un exces de dopamine [474].

Les parasomnies

Les parasomnies de I’éveil lors d’'une période de SL comprennent les éveils confusionnels, les terreurs
nocturnes ou le somnambulisme. Leur prévalence est de I'ordre de 2 %, avec un pic pendant I'enfance
[475], [476]. Les parasomnies du SP incluent les troubles du comportement en sommeil paradoxal, les

paralysies du sommeil isolées ou récurrentes et les cauchemars. On pense que les parasomnies
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peuvent avoir une composante génétique, mais elles sont le plus souvent favorisées par des éléments

extérieurs, qui vont perturber I'architecture normale du sommeil.

Troubles du sommeil et troubles psychiatriques
De nombreuses études ont montré une association entre troubles mentaux et insomnie. Trente a 60
% des personnes souffrant de troubles mentaux rapportent des insomnies [472], [477]. Des patients
souffrant d’insomnie au long cours, encourent quatre a huit fois plus de risque de développer un
trouble mental que la population générale [478], alors que jusqu’a 80 % des patients présentant une
dépression sévére, sont atteints d’insomnie chronique [472]. Une méta-analyse sur 18 articles
rapporte un risque de démence augmenté significativement, pour les patients atteints d’insomnie ou

de trouble respiratoire du sommeil [479].

Dépression

Il existe une relation inversement proportionnelle entre la sévérité de la dépression et la quantité
suffisante de sommeil [480]. Ainsi, parmi une population de 88 patients adultes atteints de dépression
majeure, plus de 90 % souffraient d’insomnies. Une méta-analyse incluant plus de 570 000 participants
atteints de différents troubles mentaux retrouvait une prévalence de plus 36 % de troubles
ventilatoires du sommeil [481]. Les altérations du cycle éveil/sommeil observées sont une diminution

de la durée de sommeil, associée a une latence d’endormissement plus longue [482].

Troubles bipolaires

Il a été montré que les troubles du sommeil retrouvés chez les patients bipolaires pouvaient étre
retrouvés durant toutes les phases de la pathologie, et méme entre les épisodes pathologiques [483],
[484]. Les principaux troubles documentés pendant les périodes de dépression incluent les insomnies,
les éveils nocturnes, les hypersomnies ainsi qu’une latence d’endormissement plus longue [480], [485].
A I'opposé, pendant les épisodes maniaques, une rupture de I'équilibre du rythme circadien est
associée fréqguemment a des insomnies [486]. Entre 70 et 99 % des patients souffrant de troubles

bipolaires ont également des troubles du sommeil pendant la phase maniaque [487]. Ceux-ci seraient
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liés a un chronotype particulier (routine quotidienne instable, difficulté a ralentir I’activité en phase
nocturne) pouvant dérégler I'horloge circadienne et participer ainsi a I'apparition des troubles du
sommeil. Parallelement, les troubles respiratoires du sommeil sont retrouvés avec une prévalence de

25 % chez les patients bipolaires [481].

Comportement suicidaire

Le comportement suicidaire est souvent lié a des causes psychologiques tel que
le désespoir, accompagné de solitude ou d'isolement social, mais également a un trouble mental tel
que la dépression, le trouble bipolaire, la schizophrénie, I'alcoolisme ou I'abus de substances. D’autres
facteurs externes peuvent également intervenir (stress, etc..). Une méta-analyse de 39 études
regroupant plus de 147 000 patients, a permis d’associer significativement troubles du sommeil et
risque augmenté d’idées suicidaires, de tentatives de suicides ou de suicides, avec un risque relatif
allant de 1,95 a 2,95 [488]. Une étude de cohorte entre 2000 et 2013, incluant pres de 500 000
patients, retrouvait un taux de risque suicidaire 3,5 fois plus important chez les patients souffrant
d’insomnies, que dans la population sans insomnie. Ce risque montait jusqu’a quatre fois plus chez les
femmes et était 18 fois supérieur chez les patients atteints de troubles mentaux et d’insomnies par
rapport aux patients avec troubles mentaux uniquement [478]. De facon similaire, une étude réalisée
chez 381 vétérans américains a montré que les troubles du sommeil étaient associés, apres
ajustement, a une diminution de la durée de vie et a un délai raccourci avant tentative de suicide [489].
Cette association avec I'ensemble des troubles du sommeil a été rapportée dans une autre étude, bien
gu’apres ajustement, seule I'insomnie soit significativement associée [490]. L’association est d’autant
plus forte si I'on regarde une population de patients atteints de troubles mentaux : une méta-analyse
regroupant 19 articles a montré que les patients souffrant de troubles du sommeil étaient
significativement plus a risque de comportement suicidaire (OR = 1.99 Clss 1,72-2,30). L'OR atteint 2,5
(Clos 1,91-3,43) pour les patients atteints de choc post-traumatique, trois pour ceux atteints de

dépression (Clss 2,07-4,48), pour aller jusqu’a 12 chez les patients schizophrénes (Clos 1,40-114,44)
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[491]. Cette association était significative pour les insomnies, les parasomnies et les troubles
ventilatoires [491]. Chez les patients bipolaires, on retrouve une prévalence de I'insomnie de 45 % chez
ceux ayant fait une tentative de suicide vs seulement 25 % chez ceux n’en ayant pas fait [492].
Concernant la dépression, quel que soit son niveau de gravité, il a été retrouvé une association entre

tendances suicidaires et altération du SL, ainsi qu’éveils nocturnes [493].

Schizophrénie

Les troubles du sommeil sont tres fréquents dans cette population, allant de 44 a 80 % selon les études
[494], [495], et influant grandement sur la qualité de vie de ces patients [494]. Les insomnies sont
retrouvées majoritairement, suivies par les syndromes d’apnée obstructive du sommeil avec une
prévalence de 15 % [481], par les syndromes des jambes sans repos et les troubles du rythme circadien

[495].

Troubles du sommeil et pathologies neurodégénératives
Touchant plus d’'un million de personnes en France, les maladies neurodégénératives provoquent une
détérioration du fonctionnement des neurones, pouvant conduire a la mort cellulaire. On parle de
neurodégénérescence. Les troubles induits sont variés et peuvent étre d'ordre cognitivo-
comportemental, sensoriel et moteur. Les troubles du sommeil sont fréquents dans ces pathologies
chroniques. Ils peuvent étre causés par les premiers symptomes de la maladie ou bien résulter de
Iésions des centres régulateurs du sommeil. La dégénérescence fonctionnelle du SCN entraine des
troubles du rythme circadien impactant la fonction cognitive et exacerbant la symptomatologie de la
maladie neurodégénérative. De plus, des altérations de la transmission neuronale sont fréquentes (au
niveau orexinergique), ainsi que des modifications de la sécrétion mélatoninergique [496]. Il est a noter
que les troubles du sommeil sont des signes cliniques précurseurs pouvant apparaitre plusieurs années
avant la déclaration de la maladie [497], [498]. Certains algorithmes diagnostiques les prennent

d’ailleurs en compte.
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La maladie de Parkinson

Selon les études, jusqu’a 80 % des patients atteints de la maladie de Parkinson sont également touchés
par des troubles du sommeil [499], principalement a type d’insomnies [500]. Les malades
parkinsoniens peuvent étre touchés par des troubles du sommeil tels que l'insomnie, citée
précédemment, mais également le syndrome des jambes sans repos ou des troubles du comportement
du SP [501], [502]. On retrouve également des troubles de I'éveil a type d’hypersomnies ou d’attaques

narcoleptiques [503], [504].

Autres synucléionopathies

Les autres synucléinopathies font également le lit des troubles du sommeil. Dans le cas de la démence
a corps de Lewy, on retrouve principalement des troubles du comportement du SP. De la méme facon,
dans I'atrophie multi-systématisée, on observe des troubles du comportement du SP, des insomnies
et des troubles ventilatoires du sommeil. Ceci est particulierement intéressant, car une étude rapporte
que 80 % des patients présentant des troubles du comportement du SP évoluent a terme vers des

synucléinopathies [505].

La maladie d’Alzheimer

Cause la plus fréquente de démence chez I'étre humain, les troubles du sommeil associés sont une
diminution du SL et du SP, avec potentiellement des éveils nocturnes. On retrouve également des
troubles du rythme circadien, ainsi que des troubles ventilatoires dans 25 a 50 % des cas. Ces troubles

ventilatoires sont par ailleurs associés a un risque accru de développer la maladie [506].

La maladie de Creutzfeld-Jakob

Egalement appelée encéphalopathie subaigué spongiforme transmissible, elle est due a I'accumulation
dans le cerveau d’'une protéine de conformation spatiale anormale, le prion. Une étude sur des
patients asymptomatiques porteurs d’une mutation de PRNP a montré des troubles de I'activité de
I’'EEG [507]. Chez les patients symptomatiques, tous avaient des troubles du sommeil, les anomalies

retrouvées étaient une perte des spindles et une absence de SP [508]. On constate également une
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baisse de I'efficacité du sommeil, due a une diminution du SL et du SP, associée a des éveils nocturnes.
Des troubles ventilatoires sont également rapportés, mais également une diminution de I'atonie
caractéristique du SP, pouvant conduire a des troubles du comportement du SP. Dans cette maladie,

les troubles du sommeil sont considérés comme des symptomes précoces de la maladie [509].

Il reste toutefois important de noter que ces troubles semblent étre plurifactoriels : les |ésions et
altérations fonctionnelles cérébrales sont a associer aux traitements médicamenteux, mais également
a la personnalité potentiellement pathologique sous-jacente et a tout ce qu’elle implique en terme

d’hygiene de vie [477].

Sommeil et inflammation
L'inflammation est également considérée comme ayant un réle dans la dysrégulation du sommeil.
Sommeil et réponse immunitaire sont intimement liés. Les troubles du sommeil alterent I'immunité et
un processus infectieux est capable d’altérer le cycle éveil/sommeil. Ceci est corroboré par la présence
de cytokines inflammatoires dans le SNC, dont 'interleukine-18, I'lL-6, le TNF-a, et I'lFN-y [510]. Ces
cytokines, ainsi que leurs récepteurs sont exprimés dans les neurones, les astrocytes et la microglie
[511], dans les régions impliquées dans le cycle éveil/sommeil. Ainsi les interactions neuronales
habituelles sont altérées par la réponse immunitaire, résultant en une augmentation et une

fragmentation du SL, alors que le SP est quasi absent : on parle de « sickness behaviour » [512].

Sommeil et infections
Ce syndrome de « sickness behaviour » est caractéristique des infections aigués, associant fievre,
douleurs et altération de I'état général. Plusieurs études se sont intéressées a I'effet sur le sommeil
d’infections bactériennes, fongiques ou virales et ont montré une augmentation du SL, associée ou
non a une baisse du SP [513]—[517]. L'injection de composants de la paroi bactérienne, que ce soit des
bactéries a Gram positif ou négatif, objective également cette augmentation de SL et cette diminution

de SP [518], aussi bien dans un modele murin que chez ’'Homme. Sur le méme modele, I'injection

157



systémique de TNFa ou d’IL-1B, impliqués dans la reconnaissance des pathogénes, ont un effet
réversible d’augmentation du SL [412]. D’autres études, s’intéressant a d’autres cytokines, tendent a
corroborer I’hypothese que I'inflammation et ses médiateurs entrainent une augmentation de la durée

de sommeil : la somnolence bien connue des malades au fond de leur lit.

La lésion de certains centres particuliers peut, par ses effets stéréotaxiques, induire des troubles du
sommeil. On retrouve dans la littérature douze cas d’encéphalite limbique entrainant dans 30 % des
cas, des troubles ventilatoires du sommeil ou des syndromes des jambes sans repos [519], des |Iésions
médullaires post-méningitiques a pneumocoque conduisant a des troubles du rythme respiratoire
[520], ou bien une rhombencéphalite a Listeria qui a entrainé une apnée centrale par lésion du pont
et de la formation réticulée [521]. En revanche, en ce qui concerne les infections chroniques, les effets
sont moins marqués. En 2008, une étude portant sur 43 cas de méningite tuberculeuse, confirme une
altération du cycle éveil/sommeil. Les auteurs rapportent une augmentation de la durée de sommeil
la journée et une diminution de celle-ci la nuit, associée a des phases plus fréquentes et prolongées la
nuit [522]. Concernant les infections virales chroniques, plusieurs équipes ont publié des résultats qui
vont dans le méme sens, en étudiant les altérations dues a I'infection du SNC par un herpes virus, a
savoir une augmentation du SL et du SP pendant la nuit, avant un retour a la normale apres une dizaine
de jour [523]. L'infection par un autre herpes virus murin a montré une augmentation significative de

la fatigue et du sommeil associée a une qualité de sommeil diminuée [524].

Troubles du sommeil et VIH

Dans le cas d’infection par le VIH mal ou non traitée, il est possible que le virus infecte le SNC, ayant
pour réservoir principal les cellules de la microglie [525], [526]. Les complications résultant de cette
infection chronique du SNC sont dénommeées Désordres Cognitifs Associés a I'infection VIH, et peuvent
aller jusqu’a la démence. Comme nous I'avons vu avec les pathologies neurodégénératives, les troubles
du sommeil y sont fréquemment associés, retrouvés a tous les stades de la maladie et pouvant

précéder le diagnostic. Une association significative avec le degré d’immunosuppression est par
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ailleurs retrouvée [527]. Ainsi, une méta-analyse comprenant plus de 9 000 patients a retrouvé une
prévalence de 58 % de troubles du sommeil [528], cette prévalence allant jusqu’a plus de 80 %
d’insomnies dans une étude de 2018 [529]. Ce qui se dégage majoritairement de la littérature, est une
diminution du sommeil, associé a une latence d’endormissement plus longue, une fragmentation du
sommeil avec altération des phases de SL et de SP [530]. Une seule étude montre, quant a elle, une

augmentation de la durée de SL [531].

La trypanosomiase africaine humaine ou maladie du sommeil

Infection parasitaire due au protozoaire flagellé Trypanosoma brucei, elle est transmise par la piglre
d’une mouche, la glossine dans les foréts d’Afrique tropicale. Maladie mortelle en I'absence de
traitement, elle évolue en deux phases, une premiéere phase lymphatico-sanguine qui sera suivie, aprés
passage de la BHM, d’une phase méningo-encéphalitique. Aprés un délai variable, les signes cliniques
de cette deuxiéme phase comportent des troubles sensitifs, moteurs, psychiques (a type de troubles
du comportement, de I'humeur, hallucinations), métaboliques, et surtout des troubles du sommeil qui
ont donné son nom a la maladie [532]. La présence d’une glycoprotéine de surface variable permet la
persistance du parasite par échappement a la réponse immunitaire, mais stimule également la
production excessive et prolongée de cytokines pro-inflammatoires (IL-1B et TNFa) [533]. Les
altérations du sommeil sont observées dans toutes les phases de la maladie et tendent a s’aggraver
avec la progression de celle-ci. Contrairement a ce que I'on pourrait penser, dés le XIX®™ siécle, on
rapportait que les malades présentaient de nombreuses phases de sommeil désynchronisées et de
courte durée tout au long du cycle nycthéméral [534]. Les études polysomnographiques qui ont suivies,
ont confirmé que la maladie du sommeil ne procédait pas d’une hypersomnie, mais plutét d’'une
fragmentation du sommeil, avec une somnolence diurne et une insomnie nocturne, associée a une
altération de la structure normale du sommeil du fait de I'existence de SOREM (Sleep Onset Rapid Eye
Movement). Les SOREM sont des épisodes de SP, précédés par des périodes de WK au lieu d’une

période de SL. Cette présentation clinique se rapproche de celle de la narcolepsie, pathologie résultant
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d’un défaut de production d’orexine. Une équipe a ainsi montré que les taux d’orexine dans le liquide
céphalo-rachidien de patients atteints de la maladie du sommeil, étaient supérieurs a ceux de patients
narcoleptiques, tout en restant inférieurs a la normale [535]. Ceci a été confirmé par la suite dans un
modele murin de trypanosomiase africaine testant I'implication de I'HL (sécrétant |’orexine et la MCH)
dans la genése des troubles du sommeil [536]. D’autres études chez I'animal ont établi une stimulation

de la production de NO suite a I'infection parasitaire, mais son réle reste encore mal compris [537].

L’ensemble de ces altérations résulte probablement de phénomeénes complexes intriqués. L’'infection
de zones particulieres, siege de neurones sécrétant un neurotransmetteur particulier, les cascades
inflammatoires résultant de l'infection sont autant de mécanismes a élucider. Les mécanismes
moléculaires et cellulaires régulant les altérations du cycle éveil/sommeil sont autant de pistes a
explorer pour améliorer la compréhension des troubles du sommeil, autant dans les pathologies
mentales qu’infectieuses.

L’'ensemble des observations mentionnées souligne I'importance d’étudier les effets de cette infection
chronique sur le comportement de I'hote. Par ailleurs, I'altération du cycle éveil/sommeil impacte
fortement la vigilance, l'attention et la conscience de soi, qui, a leur tour, influent sur
le comportement. Ceci pourrait constituer une des cibles pour la manipulation comportementale de
I’h6te par le parasite. Par ailleurs, la coexistence de troubles du sommeil et de nombreuses pathologies
neurodégénératives ou neuropsychiatriques nous laisse penser que la toxoplasmose chronique
pourrait constituer le chalnon manquant entre ces pathologies et les troubles du sommeil associés qui
sont parfois présents avant I'apparition des signes cliniques.

C’est ce qui nous a conduit a élaborer un modéle murin expérimental permettant I’étude de la phase
chronique de l'infection, tant au point de vue du cycle éveil/sommeil que du comportement. Nous
avons ainsi examiné les altérations quantitatives et qualitatives de la régulation du cycle éveil/sommeil

par le biais de la durée et du nombre d’occurrence de chaque état de vigilance (éveil, sommeil lent et
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sommeil paradoxal) ainsi que par les caractéristiques spectrales des tracés EEG de chaque état de

vigilance.
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1 | INTRODUCTION

Toxoplasma gondii (Tg) is a remarkably successful obligate intra-
cellular protozoan parasite that infects all warm-blooded animals

and 30% of the world population.' After infection, the parasite
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Abstract

Aim: Toxoplasma gondii (Tg) is an intracellular parasite infecting more than a third of
the human population. Yet, the impact of Tg infection on sleep, a highly sensitive index
of brain functions, remains unknown. We designed an experimental mouse model of
chronic Tg infection to assess the effects on sleep-wake states.

Methods: Mice were infected using cysts of the type Il Prugniaud strain. We per-
formed chronic sleep-wake recordings and monitoring as well as EEG power spectral
density analysis in order to assess the quantitative and qualitative changes of sleep-
wake states. Pharmacological approach was combined to evaluate the direct impact
of the infection and inflammation caused by Tg.

Results: Infected mouse exhibited chronic sleep-wake alterations over months, char-
acterized by a marked increase (>20%) in time spent awake and in cortical EEG 0 power
density of all sleep-wake states. Meanwhile, slow-wave sleep decreased significantly.
These effects were alleviated by an anti-inflammatory treatment using corticosteroid
dexamethasone.

Conclusion: We demonstrated for the first time the direct consequences of Tg infec-
tion on sleep-wake states. The persistently increased wakefulness and reduced sleep
fit with the parasite's strategy to enhance dissemination through host predation and
are of significance in understanding the neurodegenerative and neuropsychiatric dis-

orders reported in infected patients.

KEYWORDS
infection, neuropsychiatric disorders, sleep, Toxoplasma, wakefulness

transforms into fast replicating tachyzoites that disseminate
throughout the host's tissues. Subsequent development of cellu-
lar immunity and production of antibodies lead the parasite into
entering a chronic phase whereby it remains quiescent for the life
of the host as tissue cysts with bradyzoite stages preferentially

Abbreviations: DXM, dexamethasone; EEG, electroencephalogram: EMG, electromyogram; pi, post-infection; PS, paradoxical sleep; SWS, slow-wave sleep; SXT, Sulfamethoxazole-

Trimethoprim; Tg, Toxoplasma gondii; WK, waking.
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located in the central nervous system (CNS), eyes, and skeletal
muscles.?

Accumulated evidence indicates that this persistence of Tg may
lead to physiological and behavioral consequences in infected ro-
dents, resulting in reduced fear of Felidae their natural predators
and even sexual attraction to their urine,>? as well as decreased
mechanisms of warning and anxiety,"® and higher activity level.!

Tg infection may also contribute to neurological and psychiatric
symptoms in humans. Epidemiological studies suggested a possible
link between Tg infection and schizophrenia'>*® and other mood,
behavioral, or neurological disorders. Several literature reviews
confirmed the heterogeneity of designs and findings and failed to
provide clear conclusions. Yet, these human studies have provided
interesting clues, contradicting the current belief that chronic post-
natal infection is asymptomatic in immune-competent subjects.

Surprisingly, little attention has been paid to sleep-wake cycle
alteration. Yet, the large prevalence of sleep disorders in the general
population closely matches that of toxoplasmosis, both estimated
to be around 30%.1** Moreover, sleep constitutes a highly sensitive
index of brain functions, as sleep disorders are often found to be as-
sociated with mood, behavioral, and neurological disorders, even at
their early stage.">" Interestingly, Tg cysts are randomly distributed
in all brain areas, but overlapping those that control the sleep-wake
cycle.’®? Of note, neuromodulators known as sleep-wake regula-
tors, such as melatonin and monoamines including norepinephrine,
dopamine, and serotonin, are found to be markedly altered by Tg
infection, indicating that it can affect vigilance states.?°?? Finally,
our clinical records indicate occurrence of sleep disturbances in a
cohort of congenitally and postnatally infected individuals (unpub-
lished data).

We therefore sought to establish a mouse model to unambigu-
ously assess the consequences of chronic Tg infection on sleep and
wakefulness in laboratory-controlled conditions, and thus, to high-
light the impact of sleep alteration on behavioral, neurological, and
neuropsychological functions in infected patients and to provide the
required guidance for human studies.

2 | MATERIAL AND METHODS

2.1 | Animals
All experiments were conducted according to the European Ethics
Community Directive for the use of research animals (2010/63/EC).
We followed the 3R principles to minimize the number of animals
used, pain,and discomfort. The experimental protocol and procedures
were approved by the local ethics committee for animal experimenta-
tion of Lyon 1 University (No. APAFIS#22363-2019100915103240).
Both experimental design and conduct of the study were performed
strictly according to the ARRIVE guidelines.”®

Male, inbred CBA/Jrj mice were purchased from Janvier Labs,
France with a certification as free of pathogenic viral, bacterial, and
parasitic contaminants. Known to be susceptible to chronic infection

by Tg, they were housed two per cage in our BSL2 animal facility
(Hopital de la Croix-Rousse, Lyon, France). Room temperature was
maintained at 22°C (+/- 2°C) with a 12 h light/dark cycle (light-on at
7am). Animals were monitored every day and handled regularly for
habituation.

2.2 | Infection with Tg

All procedures manipulating infectious materials were performed in
our BSL2 animal facility. Outbred female OF1 mice were also pur-
chased from Janvier Labs, France. They were housed four per cage
and were only used to multiply and perpetuate the Tg strain used for
inoculation. We used Tg cysts of the canonical type Il, avirulent PRU
strain, representative of the European epidemiology. Considering its
kystogenic profile, it allows to study the chronic phase of toxoplas-
mosis. We obtained the initial batch (Strain TgH 00001) from the
French National Reference Center, as a brain homogenate of female
Swiss Webster mice that had been infected intraperitoneally. The
homogenate was diluted in sterile saline. OF1 mice were chronically
infected by intraperitoneal injection of five cysts per mouse to main-
tain the Tg strain. On the day of inoculation, infected OF1 mice were
euthanized under deep anesthesia. Their brains were removed, then
homogenized in sterile saline. Using this homogenate, we orally in-
fected 11- to 14-week-old CBA/Jrj mice by gavage (20 cysts) to mimic
the natural route of infection and avoid possible peritoneal inflam-
mation.?* Control CBA/Jrj mice were inoculated in the same fashion
with a brain homogenate prepared from healthy, non-infected OF1
mice. In order to study the chronic phase of infection, inoculated and
control mice underwent surgery as described below between 18 and
22 weeks of age—at least eight weeks after inoculation—and with
a body weight of 25-35 g. Infection was verified by the presence
of blood-borne anti-Tg antibodies, using an ELISA kit (bioMérieux,
France), between 4 and 5 weeks post-infection (pi).

2.3 | Surgery

Control and infected CBA/Jrj mice were anesthetized using iso-
flurane (oxygen flow rate 200 mL/min, 3%-4% initially, mainte-
nance at 1%). We placed each mouse in a stereotaxic apparatus
with a heating pad maintaining the animal rectal temperature at
37 + 1°C. After shaving, the skin over the skull was rubbed with
iodine, sectioned longitudinally, and reclined to expose the skull.
Four holes (@ = 0.5 mm) were drilled in the skull at the following
coordinates: frontal (1 mm lateral and anterior to bregma) and pa-
rietal (1 mm lateral to the midline at the midpoint between bregma
and lambda) cortices of both left and right sides. These procedures
preserve the integrity of all brain-protecting membranes (dura and
pia, particularly). Four cortical electrodes (gold-plated, tinned-
copper wire, @ = 0.4 mm; Filotex, Draveil, France) were placed
into these holes for electroencephalogram (EEG). Three muscle
electrodes (gold-plated fluorocarbon-coated stainless-steel wire,
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@ =0.03 mm; Cooner Wire, Chatworth, CA) were inserted into the
neck for electromyogram (EMG) recordings. EEG was differentially
recorded between two electrodes overlying frontal and parietal
cortice of one side. These electrodes were priorly soldered to a
multichannel electrical connector, and each was separately insu-
lated with heat-shrinkable polyolefin/polyester tubing. Finally, the
electrode assembly was anchored to the skull with Super-Bond
(Sun Medical Co., Shiga, Japan) and embedded with dental cement.
The skin was sutured around implant. After subcutaneous injec-
tions of Carprofen (Rimadyl, 5 mg/kg) and sterile saline containing
5% glucose, animals were warmed until recovery. We kept each
mouse under close observation for another six days: weight, be-
havior, eating, and drinking activities were monitored. Our implan-
tation procedures allowed stable polygraphic recordings for more
than six months.

2.4 | Polysomnographic data acquisition
and analysis

After surgery, each mouse was housed individually in a transparent
barrel (@ 20 cm, height 30 cm) in a ventilated animal cabinet located
in a sound-proof recording room with an ambient temperature of
22 + 2°C, a 12 h light/dark cycle (light-on at 7am), food and water
ad libitum. Mice were habituated to the recording cable connecting
implant to a swivel connector for five days before starting polysom-
nographic (EEG and EMG) recordings.

Fronto-parietal EEG and EMG signals were amplified and fil-
tered (bandwidth 0.3-100 Hz for EEG, 10-100 Hz for EMG). These
signals were digitalized with CED 1401 converter (Cambridge
Electronic Design, UK) with a sampling rate of 512 Hz using Spike2
software (Cambridge Electronic Design). We used Sleepscore soft-
ware (ViewPoint, Lyon, France) to determine the vigilance states
every 5-sec epoch: WK, SWS, and PS, according to previously de-
scribed criteria.?*?’ All sleep-wake recordings were scored blind.
Total durations (+SEM) of each vigilance state were calculated
for light (7am to 7 em), dark (7 pMm to 7am), and 24 h periods. For
each vigilance state, the total number of episodes and the mean
duration (+SEM) of one episode were calculated for each period.
All durations were expressed in minutes. In order to evaluate
the contrast of sleep-wake states between light and dark phases
and as a criterion of sleep-wake circadian rhythms, we used the
light/dark ratio for sleep stages (dark/light for WK), obtained by
12 hours sleep-wake amounts before lights-off, divided by those
after lights-off.

In addition to quantitative analyses, a qualitative approach con-
sisted in assessing the possible difference of EEG power spectrum
between infected and uninfected groups. EEG power spectra were
computed every 5-sec epochs for the frequency range of 0.5-40 Hz
using fast Fourier transform. For each vigilance state, the total
power of densities was obtained over the frequency range of 0.5-
40 Hz for each state of vigilance by adding all epochs of a given
state. All power spectral densities were standardized at the different
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frequency ranges, which were expressed as percentage relative to
the total power observed for each vigilance state.

241 | Experimental procedure

We performed three sets of independent experiments to minimize
the possible variation in the effectiveness of inoculation. For all sets,
we simultaneously recorded infected vs. uninfected control mice.
We used two infected vs. two uninfected control mice in the first,
pilot batch, and two controls vs. six infected mice for each one of the
two subsequent sets. In total, six control and 14 infected mice were
subjected to the following experimental procedures.

2.4.2 | Spontaneous cortical EEG and sleep-wake
recordings

After recovery from surgery and habituation to the recording cables,
each mouse was recorded for two days. We repeated such recording
sessions two to three times a week. Our recordings could last up to
six months to evidence chronic alterations in sleep/wake cycle, as
the pi period may be important to reveal possible differences be-
tween control and infected mice.

2.4.3 | Cortical EEG and sleep-wake cycle after
pharmacological administration

Using pharmacological tools, we tentatively evaluated whether Tg
infection causes sleep-wake effects by affecting surrounding tis-
sue via inflammatory process or by direct Tg activity or excretion.
The anti-inflammatory corticosteroid DXM (dexamethasone sodium
phosphate) was administered at a dose of 2.5 mg/kg/day (5 mg DXM
per liter of drinking water) for seven consecutive days.z’S A longer
period of administration has been shown to lead to a immunode-
pression which may reactivate Tg.?’

Sulfamethoxazole-Trimethoprim (SXT), an antimicrobial syner-
gistic compound (Bactrim®) exhibiting activity against replicating
forms of the parasite, is generally used against the effects of the
acute phase of Tg infection. It was administered in drinking water
respectively at a dose of 95 mg/kg/day and 19 mg/kg/day for 10
consecutive days.?®

Treatments were separated by a wash-out of 2 weeks (Figure 1).

2.5 | Statistical analysis

We used GraphPad Prism 7.0 for all analyses. All experimental data
were firstly examined for their value distribution using d'Agostino
Pearson normality test. When the data were non-normally distrib-
uted, nonparametric Mann-Whitney tests were used. Two-way
ANOVA and unpaired Student's t test were used when the data were
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FIGURE 2 Comparison of spontaneous sleep-wake parameters in non-infected (up) and infected mice (low): Examples of polygraphic
recordings and corresponding hypnograms showing the spontaneous sleep-wake cycle

normally distributed. Two-way ANOVA with repeated measures for
both factors was used to evaluate the differences between control
and infected mice with pi time. Drug effects were evaluated with pi
time using the same procedure. These tests were followed by post
hoc Holm-Sidak test for multiple pair-wise comparisons. All data are
expressed as the mean + SEM. All tests used were two-tailed with a

significance level of alpha set at 0.05.

3 | RESULTS

3.1 | General observations

Infected mice appeared to develop normally as compared to unin-
fected mice. No obvious abnormalities were detected in terms of
general morphology, food intake, reactivity when being handled,
or other behaviors under baseline conditions. Yet, infected mice

appeared to execute more locomotive activities than uninfected
mice as shown by our electromyogram (EMG) recordings (Figure 2).
As reported previously,”® a significant difference in body weight
appeared at week 2 pi (-1.7 g weight gain vs +1.7 g in uninfected
mice; n = 10 for both groups, P = 0.0159, nonparametric Mann-
Whitney test). No difference in lifespan was observed.

3.2 | Increased wakefulness and decreased slow-
wave sleep in Tg-infected mice

In baseline conditions, Tg mice exhibited a circadian sleep-wake
rhythm quite characteristic of CBA/Jrj mice, with increased activ-
ity (Figure 2) and a larger amount of waking (WK) during the dark
phase (Figure 3). Compared to uninfected mice, the total amount of
WK) in Tg mice was significantly increased over all light-dark phases.
This effect was due to a significant increase in both mean episode
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FIGURE 3 A, Sleep-wake states amount per hour: Mean hourly values (+ SEM in min) of the sleep-wake states. The dark areas
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wake amount before and after lights-off. B, Total sleep-wake states duration: Means + SEM (in min) of the sleep-wake stages for the 12 h
light and dark and 24 h periods. C, Mean duration of episodes of each sleep-wake state during the light, dark and 24 hours period (mean
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Other abbreviations: PS, Paradoxical Sleep; SWS, Slow-Wave Sleep; WK, Waking. *P<0.05,"**P<0.0001 two-way ANOVA and unpaired

Student's t test (A, inserted dot plots, two tails)

duration and number of episodes during 24 hours, with a marked
increased episode duration during the dark phase and a more pro-
nounced increase in the number of episodes during the light phase
(Table 1).

Concomitantly, the total amount of slow-wave sleep (SWS) was
decreased over all phases (P < 0.0001). The decreased SWS was char-
acterized by a decrease in episode duration and an increase in episode
number (Table 1) indicating sleep fragmentation in Tg mice. Such sleep
fragmentation occurred more prominently during the light phase (the
primary sleep period) than during the dark phase (when mice are more
aroused) (Table 1). No fragmentation was noted with regards to WK.
As revealed by hourly analysis of the sleep-wake amounts, the in-
crease in WK and decrease in SWS were greater during the dark phase
than during the light phase and notably during the first 4-5 hours

immediately after lights-off. The larger change of SWS during the dark
phase leads to an increased light/dark ratio for SWS from 1.53 to 1.98
(P =0.0002) (Figure 3), indicating disturbed circadian sleep rhythms in
Tg mice. Nevertheless, WK light/dark ratio had no significant change.
When analyzing latencies to sleep after lights-off, we found a signif-
icant delayed occurrence for SWS in Tg mice: 1169 s vs. 465 s (non-
parametric Mann-Whitney test, P = 0.0001), in consistence with the
enhanced WK observed with Tg mice.

The decrease in SWS was accompanied by a reduced total amount
of paradoxical sleep (PS) during the light phase only (P = 0.0059)
(Table 1, Figure 3). No significant changes of PS, either in terms of
total amount or episode number and duration, were noted during
the dark phase and over 24 h. The latency to PS after lights-off was
not significantly modified (4638 s vs. 4608 s; P = 0.8412).
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3.3 | Time course of sleep-wake changes induced 3.4 | Qualitative alterations in power spectral
by Tg infection density of cortical EEG during sleep-wake states
The increase in WK and decrease in SWS seen with Tg mice oc- The distribution of cortical EEG power density and their spectral
curred in the second month. The effects were amplified during morphology during all light-dark phases were quite similar between
the third and fourth month, reaching their maximum at the fifth Tg and WT mice. Yet, we noticed a markedly increased power spec-
month (Figure 4), and remained important and statistically signifi- tral density in the 0 rhythm (6-9 Hz) for all sleep-wake states, notably

cant at the sixth month. The impact of time from infection was WK, as well as a decrease in low & rhythm (1-2 Hz) (Figure 5). Of note,
further confirmed using two-way ANOVA for both WK and SWS the differences seen during PS were less important than those seen
(Figure 4), on their total mean duration (P = 0.008 and P = 0.0209 during SWS and WK.

for 24 h and light phase WK amount; P = 0.0395 and P = 0.0002

for 24 h and light phase SWS amount) and on their mean number

of episodes during 24 h, light and dark periods for WK, and dur- 3.5 | Effects of pharmacological administrations

ing the dark period for SWS. Finally, we examined the effect of Tg on the sleep-wake changes caused by Tg infection
infection on the time course of these sleep-wake changes with the

interaction term of ANOVA and found that they were modified Since the major effect of Tg infection was enhanced WK, we attempted
according to the infective status. Indeed, Tg mice showed an in- to identify its possible origin. Notably, such an effect could be due to
creased WK and a decreased SWS over time whereas uninfected a direct aggression on the brain tissue by Tg cyst or tachyzoite or to
mice exhibited a decreased WK and an increased SWS (Figure 4). inflammatory reactions around the infected loci causing such long-
Thus, time exacerbates the effect of Tg infection on the sleep- lasting WK enhancement. Data were analyzed globally over the whole
wake states. course, that is, from the first to the last days of both treatments to take
In contrast, PS amount during all light-dark phases had no clear into account possible mechanisms of compensation. However, we ob-
change across time (data not shown). served the same effects on all periods (light, dark, and 24 h periods).
24 hours Light period Dark period
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FIGURE 4 Influence of the time since infection on WK and SWS durations between infected (black) and control (uninfected) mice
(gray), means + SEM (in min) of the sleep-wake stages for the 12 h dark and 24 h periods, showing an increase of WK with a decrease

of SWS over time since infection. Time exacerbates the effects of Tg infection for WK total durations (dark: p; c..ction Ta/time <0-0001,

24 hours: Py, ieraction Tg/time = 0-0013), as well as for SWS total duration during the dark period (b, action Tg/time <0-0001) and over 24 hours
Piiienctiva Tg/time = 0.011). Other abbreviations: Tg, Toxoplasma gondii; PS, Paradoxical Sleep; SWS, Slow-Wave Sleep; WK, Waking. *P<0.05,
***P<0.0001 two-way ANOVA followed by Holm-Sidak multiple comparison post hoc tests
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FIGURE 5 Mean spectral distribution of cortical EEG power density (X axis in Hz) in baseline sleep-wake states in infected and control
(uninfected) mice for each state (WK line 1, SWS line 2, PS line 3) and each period (24 hours column 1, light column 2, and dark column 3).
The data were obtained by pooling consecutive 5 s epochs during 24 hours using the fast Fourier transform routine within the frequency
range of 0.5-20 Hz. For each curve, cortical EEG power band density (dot plot) is represented for infected (black) and control (gray) mice.
Note that infected mice show an increase in theta band (6-10 Hz) during all states and a decrease in slow activity in 1-2 Hz range during
all states. Other abbreviations: PS, Paradoxical Sleep; SWS, Slow-Wave Sleep; WK, Waking. *P<0.05, ***P<0.0001 nonparametric Mann-

Whitney test (two tails)

Firstly, we administered the anti-Tg compound SXT and found
that its chronic oral application via water supply had no significant
effects on the ongoing sleep-wake states in either uninfected or in-
fected mice. Thus, the enhanced WK and decreased SWS seen in
Tg mice remained unchanged. No major effects were seen on the
cortical EEG except in uninfected mice: a slight increase in the low &
rhythm (1-2 Hz) during light phase SWS (P<0.0001). The cortical EEG
changes seen with Tg mice, that is, the increase in power spectral
density in the 0 rhythm and the decrease in low & rhythm (1-2 Hz) for
all the vigilance states remained virtually identical during and after
the SXT treatment. Thus, SXT had little effect on the EEG and sleep-
wake changes caused by Tg infection under the current experimental
conditions.

Conversely, administration of the anti-inflammatory corticosteroid
Dexamethasone (DXM) affected the sleep-wake changes produced by
Tg infection. Indeed, chronic oral application via drinking water notably
during the fifth month of the infection, where the maximal enhanced
WK was observed (Figure 6), resulted in a significant decrease in WK
amount during the light phase in the treated Tg mice as compared
with the untreated ones (298.2 + 4.73 vs. 284.4 + 20.82; P = 0.04,

Pinteraction Dxmstime = 0-01). Despite the decreased WK effect, the in-
crease in power spectral density in the 0 rhythm and the decrease in
low & rhythm (1-2 Hz) for all the vigilance states, identified in the Tg
mice, remained similar or were slightly enhanced during and after the
DXM treatment. Nevertheless, a moderate decrease in the power of
low & rhythm during the light period (1-2 Hz) for WK (P<0.0001) was
observed (Figure 6).

Since DXM likely counteracted some effects of Tg infection, we
performed a few additional control tests (i) administration of DXM at
the 2nd month of the infection where the enhanced WK just became
highly significant: There were no significant effects on the enhanced
WK indicating time course-specific effect of DXM (P = 0.022); (i) ad-
ministration of DXM in control uninfected mice: a slight and statistically
non-significant decrease in WK was noticed (Figure 6), indicating that
the counteracting effect of DXM on WK was specific to Tg infection.

In summary, DXM alleviated sleep-wake alterations due to Tg
infection by counteracting the enhanced WK quantitatively, while
having no qualitative effect on cortical EEG, indicating involvement
of inflammatory processes, somehow, in the increased amount of
WK associated with Tg infection.
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FIGURE 6 A, Influence of the time since infection on WK durations between infected (black) and infected mice treated with DXM
(purple), means + SEM (in min) of the sleep-wake stage for the 12 h light period, showing that increased WK due to infection is alleviated

by DXM. This effect is impacted by time since infection. B, Relevant cortical EEG power band density (dot plot) is represented for infected
(black) and infected+DXM (purple) mice during WK, vigilance state in which we observed major quantitative changes. Other abbreviations:
pi, post-infection; WK, Waking. *P < 0.05,***P < 0.0001 A/two-way ANOVA followed by Holm-Sidak multiple comparison post hoc tests and
B/ nonparametric Mann-Whitney test (two tails) [Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

4 | DISCUSSION
4.1 | A chronic murine model of Tg infection and
experimental considerations

Sleep-wake impairment is often associated at an early stage with
mood, behavioral, and neurological disorders.*>*¢ Putative involve-
ment of Tg infection in this association has been suggested by indi-

rect evidence 123132

and prompted us to study the effects of latent,
chronic Tg infection on sleep-wake cycle, an overall indicator of the
impact of Tg on cerebral functions.

For this purpose, we designed an ecological model allowing us to
control all aspects of Tg infection over time, and to perform in depth
analysis of wake-sleep cycle including EEG power spectral analysis in
experimental conditions. We used the Prugniaud strain whose lower
virulence and kystogenic profile are advantageous for analyzing the
CNS consequences of chronic toxoplasmosis. We are not aware of
similar experiments. The few previous studies addressing the ques-
tion in patients were limited by the use of indirect outcomes such as
sleep apnea or daytime sleepiness,®* or sleep self-report,®® and by the
need to rely on a single anti-Tg IgG test to recognize infected subjects,
precluding any estimation regarding time elapsed since infection.

Schematically, the parasite affects the brain by means of two
major components: direct parasitic effect or inflammation in re-
sponse to the parasite aggression. We tried to address this issue by

studying pharmacologically the impact of an anti-parasitic or anti-
inflammatory compound on the induced sleep-wake alterations.
Considering the fact that SXT has little effect on cysts as opposed to
tachyzoites, the active disseminating form of the parasite, we none-
theless chose to test SXT since Watts et al demonstrated that cysts
were in fact active and replicating.>® On the other hand, we treated
mice with Dexamethasone (DXM) seven days in order to access the
involvement of inflammation while preventing reactivation of cysts:
This length of treatment was reported not to promote sleep-wake
alterations in rats.”’

Finally, the presence of blood-born anti-Tg antibodies in our Tg
mice attests the efficiency of Tg infection and supports it as origin of

the sleep-wake alterations.

4.2 | Along-lasting, marked and rarely observed
enhancement of wakefulness

The main original finding of our study is that chronic Tg infection
significantly alters the sleep-wake cycle in the mouse. These altera-
tions consisted in a markedly increased amount of wakefulness, par-
ticularly during the dark period. SWS was concomitantly decreased
at all periods. We found that the anti-Tg drug SXT had no clear im-
pact on the sleep-wake effects after Tg inoculation, presumably
because the direct impact of the parasite at this late chronic stage
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(ie, > month 3 pi) was already stable and irreversible. In contrast,
the corticosteroid anti-inflammatory DXM reversed the increased
WK quantitatively but not qualitatively. These pharmacological data
seem to be quite conclusive for the involvement of an inflammatory
process in the Tg-induced WK enhancement rather than that of the
parasite itself.

Our results are in line with previous findings regarding Tg in-
fection. First, sleep is an orchestrated neurochemical process on
different brain networks®® and involves many neurotransmitters
and modulators, notably monoamines, whose balance was found
to be modified after Tg infection. Indeed, Tg infection increases
the level of dopamine but not that of serotonin and norepineph-
rine,?? indirectly via the release of inflammatory cytokines, but
mostly directly via the presence in its genome of genes coding for
phenylalanine hydroxylase and tyrosine hydroxylase.” Second, as
a consequence of IFN-alpha-driven host's response, Tg infection
induces the degradation of tryptophan required for the parasite
growth into kynurenine neuroactive metabolites, via indoleamine
2,3-dioxygenase. Such a catabolic shunt of tryptophan, precursor
for serotonin and melatonin, may alter their turnover,?%?! thus al-
tering sleep and circadian rhythm.*° Finally, several brain sleep-
regulating structures “**** have been reported to be more infected,
for example, the amygdala, cortex, brainstem, olfactory bulb, and
hippocampus.*®*?

Although a moderate SWS fragmentation was noted during the
light phase, primary sleep period in mice, this effect was not associ-
ated with WK fragmentation and did not extend to the dark phase,
when mice are more awake and active. Thus, this slight sleep frag-
mentation was not associated with any sign of somnolence or sleep-
iness like in many sleep disorders and could instead be regarded as
weakened SWS maintenance, consistent with the enhanced WK.
Moreover, we found in infected mice that EEG 0 power, a sign of
cortical activation, increased during the enhanced WK for all light-
dark phases and that latency to SWS was delayed after lights-off. All

Toxoplasma
3 gondii

Toxoplasma
gondiiinfection

Enhanced wake
& activities

Likely to promote
encounters
with predators

e

these findings underline a high level of generalized alertness in in-
fected mice. Intriguingly, this enhanced WK and alertness increased
with time and lasted over several months, which is very rarely
observed with any experimental model or protocol designed to
enhance WK.***® Most surprisingly, sleep loss elicited by such long-
lasting WK enhancement appeared to be well tolerated by Tg mice.
Indeed, sleepiness, sleep rebound, or compensating increased cor-
tical slow activities during SWS, which could be expected, was not
seen at all during any light-dark phase. Mice were generally active as
seen with our EMG recordings. Their morphology, food intake, and
lifespan had no apparent changes as compared to uninfected ani-
mals. Moreover, a decreased locomotion and increased body weight,

4748 were not iden-

often associated with chronic sleep restriction,
tified with Tg mice. Instead, their body weight decreased slightly.
These results suggest that Tg mice maintain their homeostatic in-
tegrity and could serve as a model of chronic sleep restriction. No
change of the light/dark ratio for WK but a mild increase for SWS
was noticed indicating a limited effect on circadian balance despite
such a marked increase in WK.

While the neural mechanisms underlying this remarkable WK
enhancement and “well-being” of Tg mice remain to be investigated,
the Tg infection model established here would explain, at least
partly, the large prevalence of Tg infection in animals and humans
(see graphical abstract in Figure 7).

4.3 | A putative strategy of Tg to promote its
dissemination

This persistently increased WK and reduced sleep in mice with chronic
Tg infection have not been previously reported but fit well with its
suspected strategy by which it would promote its own dissemination
by enhancing WK in order to facilitate encounters with their preda-
tors.®*? Increased WK was mostly noticed during dark phases when

Toxoplasma
gondii

Large dissemination

FIGURE 7 Graphic abstract illustrating the main findings of the present study and our interpretations. When mice are infected
chronically by Toxoplasma gondii, an intracellular parasite, they exhibit a marked increase in wakefulness and activities, thus promoting
encounters with cats, its natural predators. It is likely that by this strategy to modify its hosts’ sleep-wake and behavioral states, Toxoplasma
gondii would enhance its own dissemination, thus explaining why it infects a wide range of animals and about 1/3 of the world population

[Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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increased activity is more likely to favor predation of nocturnal ani-
mals like mice. Reduced sleep duration at all phases would also con-
tribute to keeping animals more opportune (Figure 7). Sleep and WK
highly impact vigilance and attention processes. Although a lower at-
tention and longer reaction time have been reported in Tg-infected

051 and man,*>** their links with WK alteration were not re-

animals
ported. The impact of this WK enhancement on vigilance and atten-
tion remains therefore to be addressed with specific behavioral tests.
Since the enhanced WK was stable over the whole periods, it would
last for the host's entire lifespan, as a permanent outcome of infec-
tion. Intriguingly, they were not immediately at their strongest. Such
progressive increase with the time elapsed pi was also reported in hu-
mans: the intensity of personality trait shift correlates with estimated
duration of infection.’® Manifestations of delayed sleep onset and
restless legs syndromes that were observed in our patients with post-
natal or congenital Tg infection tend to develop at least six to 10 years
pi (Lyon cohort).

Considering sleep-wake cycle as a major brain function targeted
by Tg to manipulate the behavior of infected hosts might also explain
why our results are contrasted with other infection models that tend to
report an increased sleep duration, suspected to be the consequence
of increased interactions between inflammatory cytokines and brain
sleep-regulating structures. This was the case for acute systemic in-
fections,’ including influenza,®” but also in chronic infection. Herpes
virus is reported to be associated with increased sleep duration and
fragmentation.>®¢°

4.4 | Maedical significances and perspectives

We believe that the combination of parasite/host (Prugniaud/male
CBA) satisfies most of the criteria of latent infection as seen in hu-
mans. Nonetheless, further investigations are required to assess
whether our animal model can extend to females and other strains,
as they may differ on their susceptibility to the acute or chronic
phase of infection depending on their HLA haplotype.61 It is also
important to extend our study to congenitally infected mice, as the
effects of congenital infection are generally more pronounced, ex-
hibiting decreased cognitive capacities and increased anxiety com-
pared to mice infected after birth.>!

In particular, the role of monoamines would deserve a central
attention given their marked alteration by Tg infection (34-36), and
their involvement in mood control, motor activity, and attention
functions also targeted by Tg. Our novel model together with the
knockout Tg construct designed by Wang et al (deleted of one copy
of Tyrosine Hydroxylase®?) would constitute promising tools not
only with this purpose, but also in pharmacological assessment test-
ing the potential anti-Tg therapies to normalize behavioral activities
and to alleviate psychiatric symptoms in infected patients.

Finally, given the large prevalence of Tg infection, any new find-
ing regarding Tg-associated sleep-wake regulation would represent
a considerable medical and socioeconomic impact. Our results, if
clinically confirmed, would also promote serological or molecular
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detection of Tg in patients suffering from sleep disorders and pre-
vention campaign against toxoplasmosis, the importance of which
is sometimes debated. Such possible underestimation of risk associ-
ated with Tg infection may also concern the current worldwide de-
bate on the cost-effectiveness of prenatal screening programs.

Altogether, we have established a novel, currently unique and
insightful murine model of Tg infection suitable for basic and trans-
lational investigations. The use of this model has allowed us to demon-
strate the Tg-induced sleep-wake alterations, notably a remarkable
long-lasting enhancement of WK, with which Tg would likely promote
its own propagation. Our study also demonstrates sleep-wake assess-
ment as a potent and pertinent approach for long-term follow-up of
infectious events, that is not always expected or sought.
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La toxoplasmose est a |'origine de conséquences établies depuis plusieurs décennies chez les sujets
atteints de toxoplasmose congénitale et les individus immunodéprimés. Elles sont la conséquence de
son tropisme particulier. Elles peuvent étre séveres et nécessitent de mettre en place des stratégies
de prise en charge et de prévention efficaces. Le programme francais de prévention de la toxoplasmose
congénitale représente un modéle de ce qui peut etre fait pour réduire le nombre de sujets
sévérement touchés, et réduire les colts de leur prise en charge. La question de l'innocuité du
traitement a laquelle j’ai permis de répondre représente un élement essentiel pour la perpétuation de
ce programme et son extension a d’autres régions ou pays du monde. En effet, proposer un traitement
préventif prolongé a des nouveaux-nés ne serait pas éthique sans des arguments solides concernant
sa bonne tolérance. Les informations obtenues sur la bonne tolérance d’une association de sulfadoxine
et pyriméthamine sont également utiles pour le traitement de nouveaux-nés dont le diagnostic a été
réalisé en dehors de tout screening systématique. Les travaux réalisés chez I'immunodéprimé avaient
aussi pour objectif de faire des recommandations destinées a aider la prise en charge du nombre
croissant de patients concernés. Ces travaux destinés a guider la clinique se sont appuyés sur le savoir

faire de notre équipe et sur des collaborations locales, régionales et internationales.

Toutes les semaines, de nouvelles publications viennent alimenter le débat concernant la possibilité
que la persistance de Toxoplasma gondii au niveau du systeme nerveux central auraient d’autres
conséquences que celles consécutives a une infection contractée in utero, avant ou au cours d’une
immunodépression acquise ou thérapeutique. La suspicion porte sur un large spectre de troubles, et
se nourrit d’observations faites chez I'animal, et de I’enjeu qu’ils pourraient représenter a I’échelle de

la population mondiale.

Nous avons fait le choix d’une approche originale, reposant sur I’étude du cycle éveil/sommeil pour
mieux comprendre I'impact de la persistance de parasites au niveau cerébral. Nous nous sommes pour
cela entourés de I'expertise réunie au sein de I'équipe Waking du Centre de Recherche en

Neurosciences de Lyon. La premiéere étape a consisté en la conception et la validation d’un modeéle
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murin qui satisfasse aux exigences de I'enregistrement du sommeil sur une période prolongée dans un
contexte de toxoplasmose chronique. Nous avons ainsi souhaité développer un modeéle
« écologique », c’est-a-dire le plus proche possible de ce que I'on observe a I'état naturel chez les
Rongeurs. La voie d’infection naturelle, par voie orale, permet également de s’affranchir de certains
problemes liés a I'inoculation par voie intra-péritonéale, classiquement utilisée dans les modeles
murins de toxoplasmose. En effet, une injection intra-péritonéale peut exposer a un risque d’infection
péritonéale, et donc conduire a une cascade cytokinique pouvant ainsi modifier les parametres

cérébraux que nous souhaitions étudier.

Outre la voie d’infestation, nous avons également d{ jouer sur la souche de souris utilisée. Il fallait en
effet trouver une lignée de souris qui soit peu sensible a la phase aigué de I'infection, mais sensible a
sa phase chronique, afin de pouvoir observer un maximum d’effets dus a I'infection parasitaire. Il fallait
gu’elle permette une étude du cycle éveil/sommeil compléte et de qualité, et soit donc adaptée aux
techniques d’anesthésie et de chirurgie, et aux procédures d’enregistrements polysomnographiques.
Les modéles murins d’études du sommeil sont réalisés principalement sur des souris consanguines C57
Black 6, et sur des souris males afin d’éviter un effet des cycles mentruels sur les enregistrements
polysomnographiques. La modélisation infectieuse est, quant a elle, limitée par la susceptibilité
génétique intrinseque a chaque lignée de souris. En effet, la sensibilité a I'infection aigué ou a
I'infection chronique est conditionnée par des alléles particuliers du CMH. Classiquement, les souris
utilisées en parasitologie sont des lignées non consanguines de type OF1 ou Swiss Webster, et
principalement des femelles pour éviter les comportements agressifs. La souris CBA/Jrj s’est révélée
remplir bien tous ces critéres, et nous avons pu mettre au point notre modele infectieux en le basant
sur l'utilisation de la souche kystogene Prugniaud, qui est responsable de la majorité des infections

toxoplasmiques en France, et dont la faible virulence se préte bien a I’étude de I'infection chronique.

Nous avons donc pu déterminer la dose infectante optimale permettant un taux d’infection de 100 %
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(environ 250 kystes/mL d’homogénat de cerveau), ainsi qu’une survie a un an de plus de 90 % des

souris infectées.

L'infection de souris CBA/Jrj a I'aide de kystes de la souche de type Il Prugniaud nous a donc permis de
comparer chez des souris infectées et contrdles les caractéristiques quantitatives et qualitatives du
cycle éveil/sommeil. Les caractéristiques spectrales des tracés électro-encéphalographiques ont été
analysées pour chaque état de vigilance : éveil, sommeil lent et sommeil paradoxal. Nous avons pu
également introduire une intervention médicamenteuse destinée a préciser I'impact chez la souris
Toxo+ d’un traitement anti-inflammatoire non stéroidien.

Nous avons ainsi pu montrer que les souris infectées chroniquement présentaient des altérations du
cycle éveil/sommeil, altérations qui persistent pendant plusieurs mois, et qui sont caractérisées par
une augmentation de plus de 20 % de la durée d’éveil (785,7+8,8 versus 634,8+7,6 minutes par 24
heures ; p<0.0001), concomittante d’'une diminution significative de la durée de sommeil lent, et ce de
maniére plus prononcée pendant la nuit, qui est la période d’activité des souris. L'analyse spectrale
nous a permis de mettre en évidence une augmentation significative des ondes 6. De maniére
intéressante, ces effets étaient partiellement corrigés par un traitement anti-inflammatoire a base de
corticosteroides (dexaméthasone).

Outre le fait que ces altérations soient marquées et tendent a augmenter avec la durée d’infection,
elles sont également corrélées avec une augmentation de I'activité, plus particulierement une activité
exploratoire. Par ailleurs, nous n’avons pas noté de mauvaise tolérance ni de conséquences physiques
a cette privation de sommeil. Ainsi, les souris sont restées actives, sans modification de leur apparence,
de leur prise de poids, par comparaison aux controles. Ceci est a noter, parce que la privation de
sommeil chronique conduit en général a une baisse de locomotion et a une augmentation significative
du poids corporel. L'intégrité homéostasique est donc maintenue chez les souris infectées. On peut
considérer que I'on passe d’un phénotype « dormeur normal » a un phénotype « petit dormeur » aprées

infection par T. gondii, sans que cela ait d'impact négatif sur la vie sociale de I'individu.
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Ces altérations différent significativement de ce que I'on observe dans les autres infections chroniques
du systéme nerveux central, tels que celles dues aux Herpesviridae ou la trypanosomose (maladie du
sommeil). Classiquement, les animaux infectés sont Iéthargiques, et présentent une fragmentation du

sommeil.

Nos observations sont uniques et pourraient permettre de compléter les autres résultats publiés sous-
tendant la théorie de la manipulation comportementale par le parasite. En effet, I'excrétion d’oocystes
chez les Félins reste tout a fait mineure, en comparaison avec la transmission d’un hote intermédiaire
vers un autre hoéte intermédiaire. Cette excrétion bien qu’importante n’est que transitoire et le
nombre de Félins infectés par T. gondii, bien que mal connu, ne semble pas pouvoir a lui seul expliquer
la prévalence considérable de I'infection chez I’étre humain, estimée représenter prés d’un tiers de la
population mondiale. On peut donc se demander ce qui a permis une aussi grande réussite adaptative
a ce parasite. C'est tout I'enjeu de la manipulation comportementale qui vise a augmenter la
transmission du parasite vers I’hote définitif, afin de permettre la reproduction sexuée, mécanisme
permettant la recombinaison génétique et donc I'adaptation. L’infection latente favorise donc la
dissémination du toxoplasme dans I'environnement. Bien que nos résultats ne permettent pas de
conclure quant a son importance relative, 'augmentation d’activité et d’éveil pendant la période
d’activité des rongeurs, les expose de fait a la prédation par les félins ou d’autres animaux (chiens,

renard...).

L’exposition constante de 'Homme permet d’expliquer la prévalence de la maladie, et ainsi de lier

celle-ci aux cas recensés de toxoplasmose humaine.

Les facteurs environnementaux et iatrogenes sont autant de facteurs de risque de développer des
formes graves de la maladie. En effet, 'immunodépression, due a des traitements ou des infections
telles que le VIH, expose le patient a des formes sévéres de la maladie. La toxoplasmose congénitale

est connue pour ses effets dévastateurs sur le foetus en cas d’infection pendant le premier trimestre
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de la grossesse, en revanche, les infections du dernier trimestre ne sont pas pour autant
asymptomatiques. Les patients sont exposés a des réactivations, majoritairement oculaires, entrainant
des choriorétinites et ce, pendant toute leur vie. De la méme facon, les patients greffés ou infectés
chroniquement par le VIH, sont majoritairement a risque de réactivation d’une toxoplasmose
chronique, méme si le risque d’une primo-infection existe bel et bien. C'est pourquoi la connaissance
de ces entités cliniques est fortement liée a la connaissance de la toxoplasmose chronique et de ses

connaissances.

Si I'on regarde de plus prés, on se rend compte que de nombreuses zones d’'ombre persistent.

Quelle que soit la forme que prend la maladie, I'absence d’études randomisées ne permet pas d’avoir
la preuve formelle de I'efficacité clinique des traitements utilisés. Bien qu’utilisés avec beaucoup de
recul, la plupart des traitements ne sont pas codifiés et il y a urgence a obtenir un consensus
international. Puisque |'efficacité ne peut étre formellement établie, il est important de démontrer
I'innocuité de ces traitements, si possible selon une méthode fiable d’étude de la causalité des effets
indésirables. En effet, une bonne compliance va dépendre de la bonne tolérance des traitements

utilisés.

La mise au point de nouveaux traitements actifs sur les formes kystiques du parasite ou de vaccins
permettrait d’agir sur le réservoir et ainsi de prévenir la réactivation, limitant ainsi de facto le poids de
la maladie. A ce jour un vaccin sous-unitaire, composé de la totalité des antigenes du toxoplasme,
couplés a des nanoparticules constituées d’amidon et de lipides a été développé et son efficacité a été
démontrée chez la souris, et chez la brebis. Administré par voie nasale, le vaccin induit une réponse

immunitaire cellulaire muqueuse et systémique forte, apportant ainsi une protection contre la

toxoplasmose aigué, chronique et congénitale.

La meilleure connaissance des traitements et la standardisation doit se faire en parallele de la

meilleure connaissance des populations a risque de réactivation.
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Qui faut-il traiter, quand faut-il traiter, combien de temps, et surtout qui faut-il traiter ?

L'identification des facteurs de risques dans chaque sous-population, greffés de cellules souches
hématopoiétiques, greffés d’organes solides, patients VIH+, est primordial pour repérer et instaurer
un traitement préemptif. Une étude rétrospective cas-témoins nous a permis d’identifier certains
facteurs de risque dans le cas d’une allogreffe de cellules souches hématopoiétiques: comme
I'absence de prophylaxie efficace contre T. gondii, une maladie du greffon contre I'h6te de haut grade

et I'administration d’antagonistes du TNFa.

Une étude réalisée en Europe sur les cas de toxoplasmose de I'immunodéprimé colligés entre 2010-
2014 a permis de mettre en exergue la disparité des procédures de prévention, de diagnostic et de
traitement. Un des points majeurs est I'occurrence de cas de toxoplasmose maladie aprés arrét de la
chimioprophylaxie, ce qui suggére l'intérét de surveiller le taux de CD4 pour guider l'arrét de la

chimioprophylaxie.

L'identification de ces réactivations passe par des procédures diagnostiques, qui ne sont, la encore,
pas standardisées. Bien que la PCR prenne une place majeure dans le diagnostic, essentiellement dans
le contexte de greffe de moelle, la sérologie conserve une place essentielle pour I'identification des
mismatch, et donc pour I'identification du statut immunitaire des patients. Elle permet également de
diagnostiquer et de suivre des cas complexes d’infections opportunistes. Certains développements
sont en cours afin de pouvoir par exemple, dater I'infection a partir d’un seul sérum, mais également
étre capable de documenter par quel stade parasitaire le patient s’est infecté. Ce dernier cas permettra
ainsi a terme d’évaluer la place de I’'h6te définitif dans le cycle parasitaire et donc dans la transmission

humaine.

Nous pensons que I'étude de la phase chronique et de son impact sur le fonctionnement cérébral

constitue un maillon essentiel pour mieux comprendre le parasite et ses conséquences cliniques. Outre
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la confirmation de nos résultats sur des souris femelles, il est nécessaire de les confirmer également
sur d’autres lignées de souris. En effet, certains effets sur le comportement semblent étre sous la
dépendance du genre. Dans le méme ordre d’idée, la chronologie de I'infection pourrait jouer un role
et I'’étude de souris infectées congénitalement permettrait d’en élucider I'impact sur des cerveaux
immatures. En effet, Wang a rapporté que des souris infectées congénitalement présentaient des
capacités cognitives diminuées versus des souris infectées aprés la naissance. D’autres souches de T.
gondii plus virulentes circulent dans le monde, en dehors de I'Europe et des Etats-Unis et nous
souhaiterions les tester afin de vérifier la transposabilité de nos conclusions dans des conditions de

virulence différentes.

L'hypothese que nous avons faite est que les altérations observées sont la conséquence de
I"augmentation de la dopamine dans le cerveau. Ainsi, l'utilisation d’un construct knockout

PruAku80AhxgAaah2 délété du gene de la TH permettrait de tester cette derniere hpothese.

Le modele que nous avons mis au point constitue aussi un cadre unique pour étudier les effets de
I'infection toxoplasmique sur les systémes monoaminergiques, et identifier les substrats
neuroanatomiques et neurochimiques pouvant expliquer certains aspects de ces modifications
comportementales. Grace a des techniques d’'immunohistochimie, je pourrais quantifier les neurones
monoaminergiques, déterminer si les neurones monoaminergiques sont infectés par T. gondii et enfin,
si les cellules infectées produisent de la dopamine ou de la sérotonine. Si les neurones
monoaminergiques synthétisent de la dopamine en plus de leur neurotransmetteur d’origine, cela

indiquerait un changement majeur dans les signaux transmis par ces mémes neurones.

Parallélement, la détermination du statut immunitaire particulier du SNC (équilibre Th1/Th2 et
mécanismes auto-immuns) permettra d’élucider un peu plus les mécanismes mis en jeu, puisque la

composante inflammatoire semble jouer un role majeur, d’aprés nos résultats.
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Notre modele offre également la possibilité de tester des substances plus actives sur les kystes de T.
gondii que les molécules disponibles pour le traitement de la toxoplasmose chez I'Homme. Un
fragment d’anticorps ADC, couplé a la spiramycine, a récemment donné des résultats prometteurs sur
des lésions neurologiques et oculaires, dans des modeles murins de toxoplasmose congénitale, et

pourrait étre testé sur ce modéle de toxoplasmose chronique.

Quoiqu’il en soit, les effets observés sur le cycle éveil-sommeil sont uniques parmi les autres
observations sur modele infectieux. L’hypothése faite dans ce travail est que ces altérations pourraient
en elles-mémes constituer le chailnon manquant entre troubles du sommeil et pathologies neuro-
psychiatriques. Bien que les études ne soient pas dénuées de biais, il en ressort tout de méme que
certaines méta-analyses ainsi qu’un trés faible nombre d’études, suggerent un lien entre séropositivité

et pathologies neuro-psychiatriques, plus particulierement concernant la schizophrénie.

La coexistence de troubles du sommeil, qui apparaissent souvent lors des premieres phases de ces
pathologies, voire méme parfois avant les premiers signes cliniques, nous laissent penser que ces
troubles du sommeil pourraient étre liés a une infection antérieure par T. gondii. Si cela était avéré, et
vue la forte prévalence des troubles du sommeil dans la population, cela permettrait d’attirer
I'attention des pouvoirs publics et économiques sur cette maladie infectieuse, encore mal connue
surtout dans sa forme chronique, et d’apporter par la méme occasion plus de moyens au monde de la

recherche biomédicale.

Par ailleurs, I'impact de ces altérations, si elles sont confirmées par des études chez 'Homme, doit
nous faire penser qu’il sera dorénavant important de rechercher le statut sérologique de tout patient

inclus dans une étude sur le sommeil, afin de prendre en compte ce facteur lors de I'analyse statistique.

Bien qu’il reste encore un long chemin a parcourir pour élucider les mécanismes a 'origine de ces
altérations, nous pensons que notre modéle permettra la mise aux points d’études fondamentales
dans ce sens.
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