Capture de Rattus a Marseille :
utopie ou réalité ?
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I DERNIERES AVANCEES DU PROJET INTROTOX I

Phénomeénes d’introgression dans la diversité génétique du toxoplasme entre la
France et I'Afrique de I'Ouest et Centrale :
des influences humaines et environnementales
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Conséquences des invasions de rongeurs liées aux
activités humaines sur I'épidémiologie et la structure des
populations de Toxoplasma gondii : I'exemple du Sénégal
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Theéese Lokman

Toxoplasma gondii in small mammals

= @Galal L, Schares G, Stragier C, Vignoles P, Brouat C, Cuny
T, Dubois C, Rohart T, Glodas C, Dardé ML, Kane M,
Niang Y, Diallo M, Sow A, Aubert D, Hamidovi¢ A,
Ajzenberg D, Mercier A. Toxoplasma gondii in small
mammals from  Senegal: Prevalence, genetic Invasive

characterization and performance evaluation of #f

serological detection. Under revision in International

Journal for Parasitology.

INTERMNATIONMAL JOURNAL FOR PARASITOLOGY

= Galal L, Sarr A, Cuny T, Brouat C, Sembéne M, Diagne M, Diallo M, Sow A, Hamidovic
A, Plault N, Dardé ML, Ajzenberg D, and Mercier A. Role of maritime trade, livestock
transhumance, and host specialisation in shaping Toxoplasma gondii population
structure: the example of Senegal. In submission.
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These Lokman : Geographical distribution of Toxoplasma gondii genotypes
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These Lokman : Conclusions and perspectives

Ancient
occurrence

EE—

' More recent

Invasive
=> Susceptible to
autochtonous T. gondii  ,*

strains L
, Native

=> Resistant to
autochtonous T. gondii
strains

b -

Mus musculus oty Mastomys 10
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Prochaine mission au Bénin

Ve~

‘

L]
L]
 J
L
|
L]
.

1

J 0 -
o )
- s, i '

ANEE,R’:' Belizs. __q__é__ep ®




VST
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3 , A ° (o] -
1 échantlllon posmf 1 échantillon Ct< 31
14 équivoques 1 échantillon Ct< 36
105 négatifs 18 échantillons Ct > 37

100 échantillons négatifj
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Agence Nationale de la Recherche

Volet « France »
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Le volet « France »
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Capture de Rattus
a Marseille : utopie
ou réalité ?

LES RATS

VILLE DE @ MARSEILLE

o

RAPPELEZ -VOUS !
Marseille ravagée par la peste en 1720
Marseille menacée par la pesfe en 1919-1920
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Questions scientifiques

Projet ANR IntroTox :

isolement de souche de toxoplasme, génotypage...

Ouverture vers d’autres problématiques ?

- Communauté de rongeurs

- Rongeurs invasifs,

- Anticoagulant,

- Antibiorésistances,

- Réservoir de pathogenes, o 11/
’ . . @Z m airne rne sutve /.

- Dératisation ?
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Faisabilité

=  Contexte Marseillais
v" Mairie de Marseille « semblerait » favorable : a vérifier / délais

v LPED : depuis 2012

Observatoire pluridisciplinaire de I’environnement urbain a Marseille (OPEU).

L Parc urbain des papillons Marseille

v" Problémes:

- risque de vol ou de dégradations des pieges (parcs fermés ou particuliers)
- difficulté de capture des Rattus sp. (« coup de sonde »)

& PLOS | one

RESEARCH ARTICLE

Population genetics, community of parasites,
and resistance to rodenticides in an urban
brown rat (Rattus norvegicus) population

Amélie Desvars-Larrive', Michel Pascal®, Patrick Gasqui®, Jean-Frangols Cosson™*,
Etienne Benoit®, Virginie Lattard®, Laurent Crespin®, Olivier Lorvelec®, Benoit Pisanu”,
Alexandre Teynié”, Muriel Vayssier-Taussat®, Sarah Bonnet®, Philippe Marianneau®,
Sandra Lacéte®, Pascale Bourhy®, Philippe Berny®, Nicole Pavio'?, Sophie Le Poder'”,
Emmanuelle Gilot-Fromont'', Elsa Jourdain®, Abdessalem Hammed?®, Isabelle Fourel®,
Farid Chikh'®, Gwenaél Vourc'h™*
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OPEU : 55 parcs dans Marseille

Parc urbain des paplllons Marsellle
3
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Faisabilite
= Quand ?

Premier coup de sonde dans les 2 ans qui viennent...

= Qui/Comment ? , ,
O LPED  MEDITERRANEE
NV Leborstod

UMR Inserm 1094 NET (\ .

L P E D N\ UMR 151 AMU-RD ® . .

CBGP 7 EINSTITUTN @ CBGp
° Université
£ TROPICALE E de Limoges

= Avec quels sous ?

ANR IntroTox / NR

Piege grillagé du CBGP
Main d’'ceuvre ...
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Dakar : zones d’échantillonnage et prévalence

= 11 quartiers échantillonnés
» Effectifs et prévalence : 41/211 (19,4%) |

L 13 isolats avirulents

F'Ia!e.'-m‘

Présentation EPAC Cotonou — 07 mai 2018



Dakar : ile de Goreé

. e i
= 3 sites échantillonnés
= Effectifs et prevalence : 3/46 (6,5%

G

3 isolements en cours
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Environs de Dakar : zones d’échantillonnage et prévalence

= 4 quartiers/villages échantillonnés

= Effectifs et prévalence : 19/199
(9,5%)
8 isolats avirulents + 1 virulent
(Tivaouane Peuhl)

N (.;00:.1"!.‘ earth

i

Bambilor
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Saint-Louis : zones d’échantillonnage et prévalence

= 7 secteurs/quartiers échantillonnés
(Sor, lle de Ndar & Guet-Ndar)

= Effectifs et prévalence : 56/396
(14,1%)
23 isolats avirulents + 1 virulent
(Guet-Ndar)

Languejdelt

lle de Ndar

Présentation EPAC Cotonou — 07 mai 2018
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Région du Djoudj : zones d’échantillonnage et prévalence

» 5 villages échantillonnés
= Effectifs et prévalence : 9/222 (4%)

b 6 isolats avirulents

Diadem 3
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M’barigo (Région de Saint-Louis)

2 isolats
avirulents

-
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Région de Kédougou : zones d’échantillonnage et prévalence

= Kédougou (ville) : 15/59 (25,4%)
» Fadiga (2Km de Kédougou) : 4/60 (6,7%¢

» Fongolimbi (40 km de Kédougou) : 4/81
(5%)
1 isolat virulent (ville de Kédougou)

Kiedo"gou

Fadiga

Eohgolimbi 1

k.

Kédougou
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Visite guidée
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Présentation EPAC Cotonou — 07 mai 2018

793 rongeurs
échantillonnés

Prévalence : 167/1256 volailles
échantillonnées

13,3%

Kedougou
(zone contrdle)




- 56 souches
- 46 génotypes

Arbre de distance basé sur les données MS

(Neighbor-joining, distance de Cavalli-Sforza et 1000 bootstrap)

Saint-Louis
Djoud;j
Dakar
Environs Dakar |
Kédougou




Les génotypes de Toxoplasma gondiiau Sénégal

(56 souches)

,

( Génotypes\
|:| Type Il
- Type Il variant
] Type 11l
] Africa 1

St-Louis ,ﬁ-;

n=20 _/"/

| Kedougou \- Unique 2 )
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Les génotypes de Toxoplasma gondiiau Sénégal

Faible échantillonnage

/ \ S~
[ Génotypes\

;/J\:_:‘JJ |:| Type |l
q D

V¥ n=6 - Type Il variant

] Type 11l
] Africa 1

(56 souches)

St-Louis ~
n=20

| Kedougou Unique 2
n=8 )
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Les génotypes de Toxoplasma gondiiau Sénégal

(56 souches)

,

( Génotypes\
|:| Type I
- Type Il variant
] Type 11l
] Africa 1

St-Louis |,
n=20 /’

Kedougou
n==8
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Les génotypes de Toxoplasma gondiiau Sénégal
K=5 K=3 K=2

Discriminant

——— Analysis of
— Principal
=— Components
[ =—— DAPC using
—— adegenet 2.0.0
T = K=5 DAPC
——— -
=
i STRUCTURE
T

2 sous-populations d Tye [1?
= Origine différente?

44
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Les génotypes de Toxoplasma gondiiau Sénégal

Génotypes du
Sénégal (N=55)

45
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Génétique des populations : Index de fixation (FST)

Présentation EPAC Cotonou — 07 mai 2018
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Génétique des populations : Index par la distance (IBD)

Présentation EPAC Cotonou — 07 mai 2018
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Mammal Review

Mammal Review ISSN 0305-1838
REVIEW

Range expansion of the invasive house mouse Mus
musculus domesticus in Senegal, West Africa: a synthesis of
trapping data over three decades, 1983-2014

(d)2011-2014

N e
-/ 00ee

4 1
" |

Présentation EPAC Cotonou — 07 mai 2018
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Possibilités d’introgression de T. gondii : Le transport maritime

I Commerce triangulaire Commerce colonial

Hypothése : régions proches de la cbte => zones d'interférence possible entre les
génotypes européens et africains (échanges commerciaux et animaux vivants
débargqués des bateaux depuis les siecles derniers)

HypOthése d’'introduction de R. y ﬁ_‘-?:' 1659: First Eur.upe‘anseltlr:mcnl
rattus et M. musculus domesticus (.‘ . Saint-Louisf :

en Afrique de I'Ouest a partir de

1659 (Konecny et al.,, 2013 et  ‘w

Dalecky et al.,, 2015 ) : date de
fondation du port de Saint-Louis,
Sénégal (Sinou,1981)

“=~ EUROPE
gNanies
e L gy __i;_J_- -

Xt Horingaze-

 Martinique
Giu'inJint"’..

Guyane ; |

3 e N présentation EPAC Cotonou — 07 mai 2018 - s

Traite Négriéere francaise (1670-1864) Port de Dakar, Sénégal (fondé en 1866)

Esclaves




Analyse des échanges génétigues entre les zones d’etudes

1 150 100 20 m n Lo

000

N6I  N82 N6 M33 TeM-A W35 A4 VI N&3 Xi1

Génotypage : . pis| M2 | mas TUB?

15 marqueurs microsatellites BI7
= Analyse de la diversité génétique
» Etude de la structure des =

populations - l

| ] '
=> échanges génétiques ? Ll . Al h__ L M J‘ i Ajzenberg et al., 2010
100 bp 200 bp 300 bp

Pour aller plus loin...
» Seéquencage de géenes/ NGS :

= plus résolutives que microsatellites

= peuvent apporter données supplémentaires (histoire ancienne de T. gondii)
» Comparer avec des souches issues d’autres origines géographiques

» Etudier liens possibles entre génotype et virulence
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Cricetomys gambianus
menuiserie, Rufisque Ouest

Projet CHANCIRA
CBGP 2015

ﬁ:‘% Applied
A BIOSYStEmS 2016-03-21_MERCIER.7_1261_et_1262
GeneMapper 4.0
Sample File | Sample Name
2016-03-21 16-4218-pur H10 MERCIER.7 1262 fsa 16-4218-pur
75 125 175 225 275 75 a7s 425 475
B300
5400
4500
3600
2700
1800 |
800
Ey Lhy 1 I l 1
Dye/Sample Peak Sample File Name Size Heighit Area Data Point
1 &} B.61 2016-03-21 16-4218-pur H10 MERCIER.7 1262.f5a 85.24 1586 9881 1969
2 B =0 12016-03-21 16-4218-pur H10 MERCIER.7 1262.fsa 10746 13399 144830 12093
3 . B.72 2016-03-21 16-4218-pur H10 MERCIER.7 1262 fsa 120.94 2790 50843 2167
4 . B.82 2016-03-21 16-4218-pur H10 MERCIER.7 1262.fsa 150.0 3198 7798 2327
5 . 'B.90 | 2016-03-21 16-4218-pur H10 MERCIER.7 1262.fsa 162.62 12116 | 13480 12426
6 . B.122 2016-03-21 16-4218-pur H10 MERCIER.7 1262 fsa 213.9 7134 SB6R8 2874
2 . 174 MIANT M 142 AMQ rvre TN MERCTER T 17487 fea 219 20 £74% Eial Re v 2099
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Toxoplasma gondi

e Apicomplexe appartenant a la famille des Coccidae

e Nicolle et Manceau 1908
Premier isolement en Afrique (Tunisie) chez Ctenodactylus gondii

e Splendore 1908

Lapin en Amérique du Sud (Brésil)

e Seulement une espéce, mais ...

- Diversité géographique : toutes les latitudes

- Diversité d’hotes : tous les animaux a sang chaud

- Diversite biologique : pathogénicité chez la souris,
comportement en culture cellulaire

- Diversité des formes cliniques :

patient immunocompétent : asymptomatique aux cas graves
exceptionnelles
patient immunodéprimé : 1/3 réactivation chez les patients
sidéens
toxoplasmose congénitale : d’asymptomatique aux cas mortels

Présentation EPAC Cotonou — 07 mai 2018
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Le cycle

Hotes definitifs

e é\ :
Feces de félides &

Oocystes

Hotes intermédiaires
Herbivores, Omnivores,
Carnivores,

oiseaux, humain




Caractérisation du cycle du toxoplasme selon I'environnement

Milieu anthropisé / milieu sauvage

Diversité (espéces,
comportements)

“Hotes définitifs : _—
félidés Féces de félidés

e I.' L]

F‘é'@" oocystes
N,

rop ‘.1/

T W

rdé.@" oocystes
W 4

rog -..1/

Fragmenté

domestiques
et péridomestiques

rte diversit | Continuite ecologlque



Climat et zone d’étude (zone tropicale humide)

] ~160 —140 —120 —100 -80 —60 —40 -20 0 20 40 6l 80 100 120 140 160 180

Kottek et al., 2006
Classification climatique de Képpen-Geiger

Version of Apnil 2006

Tropique  pun X_
du Cancer 4

Equateur

Tropique
du Capricorne

—60

Kottek, M.,

¢ v J. Grieser, C. Beck,

e 70 B. Rudolf, and F. Rubel,

\'“‘x.,\_ 2006: World Map of Koppen-

tp:/igpee. dwd. de S0 Geger Chmate Classification

http://koeppen-geiger vu-wienac.at updated. Meteorol. 2., 15, 259-263.

90 160 140 120 11 80 (i 4 20 L] pdi} 40 60 50 100 120 140 164 150

- 20 millions km? (Amérique latine, Afrique centrale et Asie du Sud-Est )
- 1,5 milliard de personnes

- >70 pays - essentiellement pays en voie de développement

Expositions accrues aux microorganismes (modes de vie, conditions sanitaires, hygiéne,
pratiques culinaires, aspects culturels, ...)
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ZTH et épidémiologie de T. gondii

e Chaleur et humidité constante :

- température moyenne mensuelle >a 18°C
- hygrométrie élevée : 50 % a 100 % Survie des oocystes

a2

- précipitations annuelles : de 1500 a 5000 mm
e Sols ferrugineux avec la formation de cuirasse latéritique

—> ruisselement des eaux Diffusion des oocystes

* Voisinage des environnements anthropisés et sauvages

Interpénétration des souches de T. gondii circulant dans ces 2 environnements
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Environnements anthropisés et sauvages et zones refuges
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Environnements anthropisés et sauvages et zones refuges
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Hobtes définitifs: les félidées

cas des félidés sauvages
39 especes a I'échelle du globe :

Europe : 4 Afrique:10 Asie:12 Amérique latine:11 Amérique dunord:5

f24, North Asia North America
?§~ Snow leopard, Uncia uncia Bobcat; Lynx rufus
Chinease mountain cat, Felis bieti Canada Lynx, Lynx canadensis

Puma,. _Pﬁ;na ‘concolor

B

-4.«; —Manul, Otocolobus manu.‘

; ‘f Asiatic wildcat; Felis silvestris
% Eurasian lynx, ynx Iynx

Europe e P
Iberian lynx, Lfnxpdrd: us
European wildcat, Felis silvestris,
sdvesms graup“ =

Troplcal Asia

_Tiger, Panthera tigris
'\Bornean bay cat, Catopuma badia *
Cloydsd leopard, Neofelis nebulosa
Asmtre golden cat, Catopuma temmincki .
Flat-headed cat, Prionailurus planiceps v AN
‘Busty-spotted. oat Prionailurus rubiginosus ./ ~ =
Fishing cat, Prrona?mrus viverrinus ' '
Marbled cat, Pardofelis marmorata
Leopard, Panthera pardus
Jungle cat, Felis chaus

Y Y .. South America I
= Leopardcﬂ_\tl Prj:bnar.‘urqb\s bengalensis Ocelot, Leopardus pa rdahs

Sub-Sahara Africa P Margay, Leopardus Medi o
Black-footed cat, Felis nigripes g - Kodkod, Oncifelis guigna =~

African golden cat, Profelis aurata Andean mountain cat, Ql‘e,aﬂurus jacobitus
Cheetah, Acinonyx jubatus Oncilla, Leopardus tigrinus ~

African lion, Panthers leo Geoffroy’s cat, Oncifelis geoffroyi

Serval, Leptailurus serval Pampas cat, Oncifelis colocolo

Leopard, Panthera pardus Jaguar, Panthera onca

Caracal, Caracal caracal Puma, Puma concolor

African wildcat, Felis silvestris, Jaguarundi, Herpailurus yaguarondi
libyca group

TRENDS in Genetics

O’Brien et al., 2008
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Hobtes définitifs: les félides

Cas du chat domestique

A colonisé tous les continents

T
| GERMANY:
g ) 2,000 years ago
BRITAIN:

‘, = S N r——y B 2'100 7 n s ¢ -
BT ,?:_-;-r T s | years ago (" \ GREECE: ; $ o
RS N R et e T e LT RS | ¢"- Ny : b z'suummagu i‘f-‘ 5
! \ \ -~y » ' A ¥ "
. S SRR CYPRUS: ,.r“i{.'
e A 7 (S 0500 vearsago IR LR
S i

I3 ; i : - - : 4 ik \

. . =t b ISRAEL: f INDIA: )
o T8 L |9.000yearsago £ 2,000 yearsago 55 &

i - _ S - :

AMERICAS: | EGYPT: Y, ‘ ! W .
500 years ago? 3,600 years ago \ ‘ : \

A PAKISTAN:
! .« 3' 4,000 years ago

o

Voies migratoires des populations félines
: s _:::"7_ b e

Croizsant fertle

AMERICAS

Driscoll et al., 2009

Stein et Monika, 2008

Implantation du chat domestique récente en ZT :
Ameérique du Sud et Afrique centrale
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Hotes intermédiaires:

mammiféres et oiseaux
* ZTH : point chaud de la diversité spécifique

Répartition géographiques de la biodiversité des mammiféres dans le monde

\ m I T - : .
\ 4 “ - ;
“ . Tropi v k 3
[ G- CLCTCITS, S, [ . S———— s v e T ST R ol A fereeeenseneenand]
. o du Cancer = § ; ]_ 4
: 7 : 4 . r ) .r y 3 f l -
. . a

2

Cl

Equateu!.............‘.....‘ ..... A

DT b
- - ]
LR Y,
*.‘ o ﬁ‘: Tropique.
5 .

" duCapricorne

a b z : P | i ‘ y %
I I I I .
150 100 50 0 Davies et al., 2008

Grande diversité d’hotes = important réservoir de parasites et de niches écologiques

* Animaux de rente : espéeces les plus fréquemment infectées (tenter et al., 2000)

[ i L]

Circulation de T. gondii intense dans la ZTH : niveaux de prévalence élevés
(Tenter et al., 2000 et Dubey, 2010 )
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Séroprevalence de la toxoplasmose humaine a travers le monde

d’apres Tenter et al., 2000, Pappas et al., 2009 et Dubey, 2010

Mercier non publié

Equateur

\‘;ﬁfﬂ

0-10%
10 - 20 %
o 20-40% . ]
Variations de la prévalence :
B 40-60%
B % e Zones climatiques au sein des pays

e Présence de félidés
¢ Niveau socioéconomique

* Mode de vie (culture)
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Séroprevalence humaine en Afrique

Mercier non publié

Revue de la littérature jusqu’a 2006

35 %
(2015)

b

Séneégal

Répartition géographique par

pays de la séroprévalence de la
toxoplasmose humaine (en %)

sur le continent africain. Etablie a

partir de 91 études de 1955 a

2006
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e Contamination par les kystes

- traditions culinaires dans les tropiques :
viande bien cuite ou bouillie (work, 1971; Thimossat, 1985) =3

- exception pratiques traditionnelles

- arrivée récente de pratiques culinaires occidentales

* Contamination par les oocystes

- propriétés du milieu propices a leur persistance dans I'environnement

- conditions d’hygiene




Aspects cliniqgues de la toxoplasmose en zone tropicale

Manifestations cliniques plus séveres décrites sous les tropiques:

* Dans les toxoplasmoses congénitales (pemar et al., 2007; Gilbert et al., 2008)

* Chez des adultes immunocompétents : o

- atteintes oculaires (Gilbert et al., 1999; Khan et al., 2006) : e"n
- Europe : de 0.3 % a 1% Toxoplasmose oculaire
- Brésil : Nord : 2% /Sud : 25 %
- Afrique : taux plus élevé de toxoplasmose oculaire chez les patients nés en

(Shobab, 2013)

Afrique par rapport aux patients nés en Grande-Bretagne (incidence x100)

- atteintes multiviscérales (carme et al., 2009; Nunura et al., 2010)

Relation possible avec des génotypes différents de ceux qui circulent en Europe
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Diversité genetique de T. gondii

= Structure clonale des populations de T. gondii

* 3 lignées archétypales prédominantes : Types |, Il, et Il avec des pathogénicités différentes
(modele murin)

* |solats de Type Il largement préedominants en Europe et en Amérique du Nord : 70-80 %

= Structure génétique plus complexe

e Etudes sur des populations d’isolats d’origines géographiques et d’hétes plus variées

nimaux \Y; : génotypes non archétypaux e 2 c Trpelll
(a auxsau ageS) g yp yp 001 g f"’fﬁ'&:féjfs:o@?@&' < ‘sp,, / Lorenzi et al., 2016
. 7 \ - 'E}C‘ : - '.9\ J\b:\
- mixtes : mélanges d’alleles des Types |, Il et Il b S
[ ] \ . 7 A T
- atypiques : alleles différents Wil Trpell
TqCtBr2e
;?;?332161
'I'q.I?g:(KL\ (14)
ToA105005
TgA105006
Cf;g;gow W TgH21016
#ﬁz‘i @&‘:L\\o 3 Tr%s E
/' «@eﬁ‘;‘%\ﬁ“@ 24 %;f’":% By,
Typel < )"g)-?' %@?";;%, 2
%t F
70
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=

® 1to10 @ 10to25 ‘ 25 to 50 ‘50t0100 ‘ > 100

Su et al., PNAS 2012

‘ Chat . Chien . poule ‘ Humain . Renard arctique Lapin
Dauphin . mouton . Cerf Loutre de mer ‘ Vie sauvage . Porc
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Dardé non publié

b 4,
%)
‘gﬁ?{kﬁ
5"

@ rc3myeiy @ HG2(typel) @ HG 1 (typel) @ HG 14 (Africa 3) © Heaer, ) @ HGs
@ G 3 (carivbean) @ HG 12 (type 12, X) @) HG 6 (Africa 1, Bri) @) Amazonien (HG 5-10) HG 13 (Chinese 1) @) HG 9 (Bril)
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Le toxoplasme en Afrique

e Afrique = une des régions les moins étudiées concernant le toxoplasme

Galal et al., 2017 Trends in Parasitology
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Objectifs des travaux de I’équipe sur le toxoplasme

= Objectif principal

Etude de la diversité génétique et phénotypique de T. gondii au service de son épidémiologie

= Objectifs spécifiques
Analyse de la circulation du parasite en environnement tropical (et tempéré) :
- séroprévalence

- génétique des populations

Analyse de la circulation du parasite a I’échelle mondiale
- expliquer la diversité du parasite en lien avec la virulence

- évaluation des risques en santé humaine
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Séro-épidémiologie et épidémiologie moléculaire de T. gondii

Sites d’étude

i

Zone tropicale humide
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Séro-épidémiologie de T. gondii

Prélevements sanguins :

e Chats
 Chiens

e Chevres
* Moutons

e Poules
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Séro-épidémiologie de T. gondii
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porc-épic

Lemniscomys striatus

Il- l .

Potamogale velox

-

... _ = -
B s 2
T o

. & 4 5 - Malacomys longipes

y ||i ll
ié

Hylomyscus walterverheyeni

A

Praomy§ petteri

!|

=
J

B
.
W a0 A
. W
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Séro-épidémiologie de T. gondii

Séro-épidémiologie du toxoplasme en Afrique équatoriale : exemple du Gabon

e —

100 —_—
B rural

—

= Chez ’lhomme et la faune domestique, péridomestique et sauvage
Hurbain

A . V4 7 . . . 60
= A différentes échelles : continent, pays, ville, village
40
. . . ) Poule“ 20
= Comparaison entre environnement urbain et rural = *. 17/ e
o UGl 1 ® Unit's 0
= Ftude des facteurs de risque B QT

Chien

Chats

= Chez ’lhomme et la faune domestique

- Dynamique de la circulation du parasite
(populations, quartiers)

- Foyers de contamination

b Amélioration des connaissances et de
13 la prévention (santé humaine)

79

I
nite - I Ty
Prévalence (%) et e 3 : i Prevalence (%)
® [onc et oy ) @ o6 gy 2 0 NC
= < 66.3 2 i <43, 5 B <226
(66,3 - 94,51 . 1-58, N D 226-494)
B - 94,5 = 58, Hl >494%

.




Epidémiologie moléculaire de T. gondii

/7 y" P r 4 ’ )e I
Méthode d’isolement rocédé d’isolement

Digestion trypsique

Lavage
(centrifugation)

’

Inoculation en IP a des souris

Viande de brousse  Animaux domestiques
Animaux sauvages (poules, chats, chiens...)

Echantillons « frais » :

/ \
Fiche de renseignements remplie

Y
¥ En fonction de la virulence chez la
Prélévement de sang Coeur et/ou sourts
ou d’exsudat de cerveau ou |
viande muscle ¢ \
Présence d’ascite Sérologie positive a 3 ou 4 semaines PI
¢ a10a 15 jours Pl

T a'_chy'zo_)'ﬁ_a's

B

Sérologie MAT
(sur sérum ou
exsudat) Conservé a 4°

Congélation des parasites vivants a partir du cerveau ou
de l'ascite en milieu RPMI - DMSO

/

Extraction d’ADN pour caractérisation génétique

Y
’n [l
Isolement du parasite m N M’Q 20
N"‘% 80

Sérologie positive



Epidémiologie moléculaire de T. gondii

Caractérisation génetique et analyse de la structure de population

= Caractérisation

Génotypage a l'aide de 15 marqueurs microsatellites (MS) situés sur 11 chromosomes différents
mmm) - mesure de la diversité a faible échelle de temps

- minimise les risques d’homoplasie

- Analyse du polymorphisme de taille + séquencage de certains MS

10 150 190 230 2 b 0

"I N6/ NS2  N6O M33  TgM-A W35 AA IV.] N83 X1
BIS| M102 | M48 TUB2
)
BI7

oD

Electrophorése du produit d'amplification des
- 15 MS par PCR multiplex de la souche P89

obtenue sur séquenceur automatique a l'aide
- J‘\ h} du logiciel GeneMapper

l- all Ajzenberg et al., 2010
81
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Epidémiologie moléculaire de T. gondii

= Diversité et structure génétique

|

v

- Diversité génétique (Hs) et génotypique Genetix

- Analyse des différences génétiques entre isolats et populations

* Arbre de distance basé sur les MS des isolats et des génotypes
(Neighbor-joining, distance de Cavalli-Sforza et 1000 bootstrap)

* Coefficient de différentiation génétique : F, entre population :‘ Fstat

- Analyse du déséquilibre de liaison (LD) pour la totalité des échantillons et pour chaque
population géographique ou environnementale

.
- Analyse de la structure des populations : STRUCTURE et DAPC (R) i STRUCTURE

- Analyse spatiale de la structure des populations : sPCA (R)

82
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Epidémiologie moléculaire de T. gondii

Exemple du Gabon wmercier et al., Plos NTD 2010

PRy

ME4g

= 69 isolats d’animaux domestiques
» de 3 villes urbanisées distantes de plus de 500 k
e d’un village rural isolé

= 2 populations environnementales :
rurale  versus urbaine &
Libreville

/\«-.,

4
Sous-clusterisation '\

Y / \

Typ elll A _f rica 3 Africa 1 . 2 “ LalLopé
Dienga ‘ _J LeEp

Bakoumba

‘ Mougoundou

= Flux de genes accrus entre populations urbaines

= Structure des populations en lien avec les activités humaines

83
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Epidémiologie moléculaire de T. gondii

Exemple de la Guyane Francaise

* Guyane Francaise, 2 cycles : sauvage et domestique

Pathogénicité et Environnement

Mercier et al., 2011 Infect Genet Evol
Kan et al., Plos NTD 2014

e Souches atypiques issues de formes sévere de toxoplasmose humaine d’origine sauvage

e Formes plus graves en lien avec le génotype des souches en zone tropicale

Interface domestique / sauvage

5

SURINAME/

Jaguar ‘ :

GUYANE FRANCAISE

Océan Atlantique

Cariacoli

0

50 km

Cayenne

Légendes: @ souches issues de I'environnement anthropisé
= mangrove @ souches issues de I'environnement sauvage
mforét tropicale humide (® souches sauvages d’origine humaine)
—forét de basse altitude

= foréts marécageuses d'eau douce

forét perturbée et environnements anthropisés

84
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Epidémiologie moléculaire de T. gondii

Diversité des souches de T. gondii en Guyane Francaise

§ .
éf Sur 47 isolats retenus
Africa 1, .
29 anthropisés / 18 sauvages
Vw2 4 ¢ g Bead - (29 anthropisés / ges)
S 4 e Richesse allélique :

¢t - population anthropisée : 3,03 [1 — 6,56]
- population sauvage : 6,73 [2 — 11]
e 34 génotypes :

i JON, . . s
Type Il "-’fm.{.:f________ N - population anthropisée : 16/29
e T - population sauvage : 18/18
s *Hs=0,52
NS TR - population anthropisée Hs = 0,28
R @ e - population sauvage Hs = 0,72
Mercier et al., 2011 Inf Gen Kvo!
azonian

e Amazonian : HG 5,610

*Type Ill, Caribbean 1, Caribbean 2, Caribbean 3 — Lien avec les Caraibes et 'Amérique du sud

85
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Epidémiologie moléculaire de T. gondii

Structure génétique des populations
STRUCTURE (Pritchard et al., 2000) / DAPC (Jombart et al., 2010)

' Canis familiaris

o ~ (chien)

Kl DAPD K4 DAPC

g
L

= |

GUY-CAN-FAM-0007 A

(Milieu anthropisé)

GUY-GAL-VIT-0001 A
GUY-CAN-FAM-0003 A

(Milieu anthropisé)

= Galictis vittata
(grison)

Mercier et al., 2011 Inf Gen Evol

86
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Epidémiologie moléculaire de T. gondii

Structure génétique des populations

First sSPCA scores

& .__‘r,
p

5 Sa uQage
O Sauvage

'\\;]
3 \/ B Anthropisée
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Epidémiologie moléculaire de T. gondii

Caractérisation phénotypique :
virulence chez la souris a I'isolement

Gabon Guyane

1.0 T —-—.—‘_‘—M 1.0+ 1 ]
E 0.6 Africa 3 _43 0.6 L
5 S L
'-g 0.4 'g 0.4 —
) g L—| Caribbean 2
o 027 Africa 1 a 029
Haplogroupes | L Groupe de génotypes
004, . . : = ; 0.0-
0 & 12 18 24 30 EII 5". 1'2 1ia 2'4 3':
Mercier et al., 2010 Plos NTD 2010
2
g
g
- Confirme les structures génétiques s
=
. o
- Effet de la dose d’inoculum “1 pose
004, : : : : :
) ) ) 0 6 12 18 24 30
- Demande une confirmation expérimentale Temps (ours p.i.)
88
88
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Phylogéographie de T. gondii

= QOrigine en Amérique du Sud (Colombie)

These Emilie Bertranpetit

= Hypothese :

Une forme ancestrale de T. gondii,
aurait éte introduite en Amérique du

. . . s 1, . 0.8
Sud via les migrations des féelidés il W

y a environ 3 Ma. .
-0.4

Correlation

-0.8

Bertranpetit et al., 2017

Collaborations :

- CNRS-UMRS5558 (S. Devillard) - Universidade Sao Paulo (H. Pena)
- USDA (JP. Dubey) - Imperial College London (T. Jombart)
- IRD - ISEM (E. Paradis) - University of Tennessee (C. Su)

- TMRCA des lignées actuelles : 1,5 Ma 29
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Distribution des haplogroupes de T. gondii

Dardé non publié

@ rc3myeiy @ HG2(typel) @ HG 1 (typel) @ HG 14 (Africa 3) © Heaer, ) @ HGs
@ G 3 (carivbean) @ HG 12 (type 12, X) @) HG 6 (Africa 1, Bri) @) Amazonien (HG 5-10) HG 13 (Chinese 1) @) HG 9 (Bril)

1
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Introgressions de T. gondii : Travaux précédents

Exemple 1 :
Guyane francaise

Océan Atlantique

q

TgH 18007
[ ]

Environnement Environnement
sauvage anthropisé

Premieres implantations francaises
dans la zone de Cayenne dés 1503

TgH 18013
[ )

TgH 18005.
GUY-MAZ-GOU-OOOl.

GUY-2004-JAGT",

First sPCA scores d=05
- b
a w
SURINAME ) ,
BRESIL £, q

GUYANE FRANGAISE o

g
0  50km J

Mercier et al., 2011 \L\7 ///‘
d /
} ' {
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Exemple Continent americain / Europe Aroussi et al., 2015 Parasite

Importation de viandes chevalines

/ Introduction de souches \

_ atypiques hautement
Continent virulentes Europe

\ americain

Pomares et al., 2011 Aroussi et al., 201y

oA

Raicn®

Présentation EPAC Cotonou — 07 mai 2018 93



Etude de l'introgression des génotypes de Toxoplasma
gondii entre la France et le Sénegal,
et
son impact sur I'épidémiologie de la toxoplasmose dans ces
regions

94




Possibilités d’'introgression de T. gondii : Le transport maritime

I Commerce triangulaire Commerce colonial

Hypothése : régions proches de la cbte => zones d'interférence possible entre les
génotypes européens et africains (échanges commerciaux et animaux vivants
débargqués des bateaux depuis les siecles derniers)

HypOthése d’'introduction de R. ﬁ; 1659:Firs:Eur.upeansuLtlumunl
rattus et M. musculus domesticus (" . Saint-Louis # :

en Afrique de I'Ouest a partir de

1659 (Konecny et al.,, 2013 et  ‘w—

Dalecky et al.,, 2015 ) : date de
fondation du port de Saint-Louis,
Sénégal (Sinou,1981)
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Traite Négriéere francaise (1670-1864) Port de Dakar, Sénégal (fondé en 1866)



Possibilités d’introgression de T. gondii : Les oiseaux migrateurs

‘
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Fleuve Sénégal
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Méthodes d’échantillonnage
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Part 2:Toxoplasma gondii in invasive and
native small mammals from Senegal
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Part 2 : Toxoplasma gondii in invasive and native small mammals from Senegal

Study context

841 small mammals from
Senegal in 3 coastal regions

CBGP

August 2015 to February 2017
Chancira Project (Joal and Rufisque)
Volunteer C. Stragier (Dakar)

Serum and brain

_ R A = comparison of Serology and PCR for
Mus musculus domesticus Rattus rattus (N=80)
(N=681) identification of chronic T. gondii carriers

ST - f_‘-”‘;-"_; e ’-
- o — _-‘_‘.'-
7 e

B-- prevalence

C- genotyping of strains

RSN

, BONEN

Cricetomys gambianus (N=47) Crocidura olivieri (N=33) 100



Part 2 : Toxoplasma gondii in invasive and native small mammals from Senegal

A- Serology vs. PCR and prevalence: Materials & methods

Modified Agglutination Test (MAT) Real-time PCR
Dilutions : 1/20 (positive threshold) ; DNA extraction from the brain
1/40; 1/100; 1/800 TAQMAN probe

Amplified Genomic Region: AF146527
(529 bps, 200 to 300 copies)
in duplicate for each sample

1070 y
S s
5 & /
= /
o j
- .
g ™ #
[=] . F
= d £ ¢

10-2.5 4

Threshokd|
107
100 . . - +
5 10 15 20

2 30
Cycle

FRIEDRICH-LOEFFLER-INSTITUT
PCR for Hommondia hammondi, | Edc!f-m!ungsmm N—
Hammondia heydorni and Neospora e e
caninum for MAT positive samples PCR for Haommondia hammondi and

Hammondia heydorni for PCR positive samples
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Part 2 : Toxoplasma gondii in invasive and native small mammals from Senegal

A- Serology vs. PCR and prevalence: Results

58 MAT positive individuals (7.1%) => no cross reaction

110 PCR positive individuals (13.1%) => 2 PCR positive for H. heydorni

MAT vs qPCR for each species :

M. m. dom qPCR R. rattus qPCR
pos neg pos neg
MAT pos 8 24 MAT pos 0 2
neg 81 556 neg 3 73
C. olivieri qPCR C. gambianus qPCR
pos neg pos neg
MAT pos 4 5 e pos 11 4

neg 0 18 neg 2 30

102



Part 2 : Toxoplasma gondii in invasive and native small mammals from Senegal

A- Serology vs. PCR and prevalence: Results

Seropre- Molecular Kappa Confidence Agreement
Species valence prevalence coefficient interval , acc‘::;"fot;fa"dis
(MAT) in (gPCR)in (-1to 1) (at 95%)
% %
R. rattus 2.6 3.8 -0.03 [-0.062 ; -0.002] Disagreement
(N=79)
M. m. domesticus 4.8 13.1 0.067 [-0.017 ; 0.150] Poor
(N=681)
C. olivieri 35.5 15.1 0.516 [0.181 ; 0.851] Moderate
(N=34)
C. Gambianus 31.9 27.7 0.695 [0.471 ; 0.920] Good
(N=45)
P<0.001 j P<0.001
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Part 2 : Toxoplasma gondii in invasive and native small mammals from Senegal

A- Serology vs. PCR and prevalence: Discussion

Cricetomys gambianus MAT : 31.9% - gPCR : 27.7 %
longer lifespan (more than 10 years) , wider living
range, coprophagia

Crocidura olivieri MAT : 35.5% - qPCR : 15.1 %
longer lifespan, continuous contact with soil

Mus musculus domesticus MAT : 4.8% - qPCR : 13.1%
short lifespan

Rattus rattus MAT : 2.6% - qPCR : 3.8%
short lifespan, limited contact with soil
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Part 2 : Toxoplasma gondii in invasive and native small mammals from Senegal

A- Serology vs. PCR and prevalence: Discussion

Serology (modified agglutination test MAT)

Specificity: cross-reaction with coccidians such as Neospora or

Hammondia — Unspecific results

Sensitivity: absence of Ab in congenital transmission - recent infection -

undetectable levels of Ab

Quantitative PCR

Specificity: cross-reaction with Hammondia

Sensitivity: tissue-cysts burden in tissues
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Part 2 : Toxoplasma gondii in invasive and native small mammals from Senegal

B- Genetic characterization: Materials & methods

150 100 20 Ei o e

Genotyp in g “CN6l N2 NGD M3 TgMA WA AA VI NS XL
techniq ue BIS| MI02 | M48 TUB?
o0

BI17

Brains for which the
parasite load was
sufficiently high by gPCR
(C, value < 32)

Analysis of 15
microsatellite markers
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Part 2 : Toxoplasma gondii in invasive and native small mammals from Senegal

B- Genetic characterization: Results

841 small mammals => 110 small mammals PCR + => 12 genotypes

=> first data on genotypic diversity of T. gondii in Senegal fauna

Joal-Fadiouth (n=1) Rufisque (n=2) Dakar (n=9)
Type Il
M Typelll
‘ ‘ B Africal
B Atypical 1
B Atypical 2
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Part 2 : Toxoplasma gondii in invasive and native small mammals from Senegal

B- Genetic characterization: Results

- @

—native

3¢ ~

C. gmbianus

Goree
Island

—

—invasive

Typell M Africal
B Typelll

M. m. domesticus —
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Part 2 : Toxoplasma gondii in invasive and native small mammals from Senegal

B- Genetic characterization: Discussion

@ I_)I OS NEGLECTED
OPEN a ACCESS Freely available online 3 TROPICAL DISEASES

Additional Haplogroups of Toxoplasma gondii out of
Africa: Population Structure and Mouse-Virulence of
Strains from Gabon

Aurélien Mercier', Sébastien Devillard?, Barthélemy Ngoubangoyea, Henri Bonnabau®, Anne-Laure
Bahuls®, Patrick Durand®, Bettina Salle®, Daniel Ajzenberg®, Marie-Laure Dardé"®*
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M. m. domesticus
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Africa 1

i

Africa 1 lineage lethal in
natural populations of
house mice?
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Part 2 : Toxoplasma gondii in invasive and native small mammals from Senegal

Conclusions and perspectives

MAT vs. gPCR
High number of PCR positive M. m. domesticus not detected by MAT...

=>Recommend using qPCR instead of MAT in this species

Unavailability of a Gold Standard...

=>Experimental studies on wild small mammals

Prevalence according to species

Consistent with an environmental source of infection (correlation with risk of exposure)

Toxoplasma gondii in invasive vs. native small mammals

Possible partition of T. gondii strains by host species (invasive vs. native)
=>Confirm on larger sample

=>Experimental studies on wild small mammals
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