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Toxoplasma gondii : présentation

Toxoplasma gondii

« Parasite apicomplexe de la famille des Coccidiae Benutzer
* Intracellulaire obligatoire

* Cycle chez une grande variété d'hotes
homéothermes

" (Dubey, 2009)

Bilan de mission — 1¢" octobre 2019



Toxoplasma gondii : présentation

Toxoplasma gondii

4

Parasite apicomplexe de la famille des Coccidiae

Intracellulaire obligatoire

Cycle chez une grande variété d'hotes
homéothermes

Toxoplasmose

Zoonose
25% de la population mondiale infectée
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Toxoplasma gondii : présentation

Toxoplasma gondii

Parasite apicomplexe de la famille des Coccidiae

* Intracellulaire obligatoire

* Cycle chez une grande variété d'hotes
homéothermes

Toxoplasmose

« Zoonose

« 25% de la population mondiale infectée

« Généralement asymptomatique

« Forme aigué potentiellement grave quand : :
- Atteinte congénitale chez le foetus (Dubey, 2009; ANOFEL)
- Immunosuppression = séroconversion ou réactivation

=» Lien possible avec le génotype de T. gondii
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Cycle complexe de T. gondii

Félidés
Hotes définitifs

Cycle sexué

Hotes intermédiaires ')s\' '
Cycle asexué
. Kyste avec bradyzoites

b

Infection

chronique
4

Oocyste non sporulé

TR
SRR

dans l’environnement

Infection aigué

Oocyste sporulé
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Distribution des haplogroupes de T. gondii

(Dardé, non publié)

HG 13, 1

HG 3 (type 3 et

%,
souches proches) _ | ® 6}}3
HG 2, 1 HG 6, 14, 3 w7 NG
HG 6,9, 14, 3, 4, §, I
1,2,13

5, 10, 15 = :

Dérive génétique des Types 1,
20u3

> 120 génotypes

PCR-RFLP .
et souches recombinantes

@ rc3mpen) @ He2(typel) @ HG1(type) @ HaG 14 (Africa 3) @ wea@m vy @ Hes
@ +G 3 (caribbean) @ HG 12 (type 12, X) @) HG 6 (Africa 1, Bri) @ ~mazonien (HG 5-10) HG 13 (Chinese 1) @ HG 9 (Brill)
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Le toxoplasme en Afrique

Afrique = une des régions du monde les moins étudiées concernant le toxoplasme

(Galal et al., 2017)
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Le projet IntroTox

Objectif principal : étudier linfluence humaine sous diverses formes (commerce
maritime etc.) et environnementale (oiseaux migrateurs etc.) sur la structuration des
populations du toxoplasme et leur impact sur son épidémiologie

Bilan de mission — 1¢" octobre 2019



Les génotypes de Toxoplasma gondii au Sénégal

Saint-Louis
N=32 _g@

Dakar
n=23

Kedougou
n=16

0 100 200 300 400 km

B Type Il (non-virulent) B Africa 1 (virulent) [l Type lll-like (non-virulent)

Type Il (non-virulent) B Africa 4 (non-virulent)

(Galal et al., 2019)
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Les génotypes de Toxoplasma gondii au Sénégal

m- e &
o

Mus musculus

QB

Rattus rattus

W o\

Mastomys spp

(Dalecky et al., 2015)

Invasive
species

Native
species
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Les génotypes de Toxoplasma gondii au Sénégal

Saint-Louis
N=32 _g@

Dakar
n=23

Kedougou
n=16

0 100 200 300 400 km

B Type Il (non-virulent) B Africa 1 (virulent) [l Type lll-like (non-virulent)

Type Il (non-virulent) B Africa 4 (non-virulent)

(Galal et al., 2019)
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Le projet IntroTox

Objectif principal : étudier linfluence humaine sous diverses formes (commerce
maritime etc.) et environnementale (oiseaux migrateurs etc.) sur la structuration des
populations du toxoplasme et leur impact sur son épidémiologie

Objectifs spécifiques :

- Caractériser les possibilités d’'introgression de génotypes
d’'une origine géographique a l'autre
1) Isolement du parasite a partir des réservoirs
2) Caractérisation des génotypes des parasites isolés

- Analyser les échanges génétiques et la persistance de
certains genes dans ces zones

Données microsatellites / Séquencage / NGS

e Caractériser la virulence des souches a l'isolement
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Objectifs de ma these

Objectif principal : étudier linfluence humaine sous = ses formes (commerce
maritime etc.) et environnementale (oiseaux mie* ur la structuration des
populations du toxoplasme et leur impact - e

sion de génotypes

persistance de

souches a l'isolement
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Mission au Bénin

6 mois : du 1" mai au 1" novembre 2018

4 sites d’échantillonnage

- Cotonou du 29/05 au 05/06 + 24/09 au 27/09
- QOuidah du 28/06 au 08/07

- Parakou du 01/08 au 12/08

- Natitingou du 06/09 au 17/09

10
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Mission au Bénin / Cotonou
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Mission au Bénin / OQuidah

Ouidah
- A 42km de Cotonou
- Ancien fort portugais
- Un des principaux centre

P260
P249 ()

@Q P186
P191 - P193

Lac Ahémé

Kpomasse

- —~— /
oS {
= N
A -
\:g 1
4
‘f
|
J/»
N \-,,
]
E (
! ~
{ /
\ |
\ )
\ f
\ M
" I
‘ i
}
s
{ f
] {
\l
|
(\
]
§

Bilan de mission — 1¢" octobre 2019

d’esclaves

Tchiakpe / Lac Toho
P1§2

P177 Q) P205
P210

12



Mission au Bénin / Parakou

 Parakou I N
d — = Q
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Mission au Bénin / Natitingou

* Natitingou

- Située dans une vallée au pied de I’Atacora (641m)
- Climat soudano-guinéen (une saison pluvieuse et
une saison seche)

- Entrée du Parc National de la Pendjari

{ o | Natitingou
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Approche meéthodologique

Méthode d’isolement

Animaux domestiques Digestion trypsique
(poules, chats, chiens...) |

Viande de brousse

Animaux sauvages Lavage

(centrifugation)

'

Inoculation en IP a des souris

Echantillons « frais » :

t N
Fiche de renseignements remplie

/ En fonction de la virulence chez la
T souris
Prélevement de sang Coeur et/ou
ou d’exsudat de cerveau ou |
viande muscle ¢ \
Présence d’ascite Sérologie positive a 3 ou 4 semaines PI
\L a5a1l5joursPl Présence de kystes dans le cerveau

TN

Tachyzoites:

Sérologie MAT
(sur sérum ou
exsudat)

o

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

Sérolbgie positive Isolement du parasite

15
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Approche meéthodologique

Caractérisation génétique

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

- minimise les risques d’homoplasie

110 150 190 30 270 310 350

BO00

N61  N82  N60 M33  TgM-A W35 AA IV.I N83 XL1
BIS| MI02 | M48 TUB2
BI7
r hl }1 M Electrophorése du produit d'amplification des 15
: - , | ] MS par PCR multiplex de la souche P89 obtenue sur
séquenceur automatique a laide du logiciel
(Ajzenberg et al., 2010)
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Echantillonnage

- 759 animaux échantillonnés
* Poules (h=746)
* Canards (n=10)
* Pintades/Dindons (n=2)
* Epervier (n=1)

- Entre 3 mois et 6 ans

- Femelles = 538
- Males = 221

Bilan de mission — 1¢" octobre 2019
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Séroprévalence

Natitingou : 12,26%
(95% IC : 7,85-16,68)

(n=212) \

Ouidah : 17,47%

(95% IC : 12,29-22,66)

(n=206)

[~

Parakou : 13,94%
(95% IC : 9,23-18,65)
(n=208)

Cotonou : 21,05%
|_{95% IC: 14,12-27,98)
(n=133)
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Séroprévalence globale
15,68% (95% IC : 13,09-18,27)

B positifs

m négatifs

19
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Séroprévalence globale
15,68% (95% IC : 13,09-18,27)

B positifs

m négatifs

=>» Prévalence faible

Données sur poules :
» Ethiopie: 30,50% (Gebremedhin et al., 2015) et 64% (Tilahun et al., 2013)
* Nigeria: 40,40% (Ayinmode et al., 2014) et 44,80% (IHAT - Aganga and Belino, 1948)
 Ghana:47% (Dubey et al., 2008)
» Uganda:50% (Lindstrom et al., 2008)
* RDC, Mali, Burkina-Faso et Kenya : 36,25% (Dubey et al., 2005)
- Seénégal: 7,4% (Sarr etal., 2019) et 13,3% (Galal, communication personnelle)
e Gabon:50,6% (These A. Mercier, 2010)

20
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Isolements

45 souches / 69 tentatives

Natitingou : 9/12 souches

- 6 virulentes

- 3 avirulentes

Ouidah : 17/27 souches
- 9 virulentes
- 8 avirulentes

— r—
T e ——

N S
i i
)

P el

\j//ﬁ
-

m Avirulent = Virulent

Parakou : 6/17 souches

Cotonou : 13/14 souches

|
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Génotypes

m Africal mTypelll m Africad

37 génotypes complets

32 a repasser en simplex (marqueurs manquants)
- 9/11 Souches avirulentes + 23 digestats
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Influence du commerce maritime?

Saint-Louis
n=32 i

Dakar - Kedougou
n=23 Ao n=16

9

Type 11l (non-virulent) n=12
B Type lii-like (non-virulent)

. Africa 1 (virulent)
B Africa 4 (non-virulent)

. Type Il (non-virulent)

Ouidah _

Natitingou

Parakou
n=7

Cotonou
n=12
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(Hamidovic et al., en soumission)
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Influence du commerce maritime?

@ Benin
@ Senegal
Gabon
® France
® Portugal
South and Central America
Reference strains : FOU, PRU, NED
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(Hamidovic et al., en soumission)
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Influence du commerce maritime?

@ Benin
@ Senegal
Gabon
® France
® Portugal
South and Central America
Reference strains : FOU, PRU, NED
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Influence du commerce maritime?
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(Hamidovic et al., en soumission)
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Hypotheése : introduction de genotypes européens au Bénin

MAIS =>» Absence totale de type Il au Bénin, méme sur la cote
- Limite de I'échantillonnage?
- Difficulté de génotyper les souches avirulentes

- Rongeurs

=» Diversité de I’Africa 1 (analyses en cours)
» Différences de virulence parmi les Africa 1 : Souches non virulentes (ou virulentes a +J20 PI)
gui font des kystes et pas d’ascite
- Analyse des genes de virulence
 Comparaison Intra-Afrique + Amérique du Sud (83 souches du Brésil, Gabon, Sénégal et Bénin

+ CNR) =>» Africa 1 brésilien proche de I’Africa 1 africain

27
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Suite du projet

e Etudiants formés a 'isolement de
souche qui pourront continuer le
protocole

- Jonas ETOUGBETCHE
- Richard AMAGBEGNON
- Aretas TOUNOUHEWA

e Collaboration avec la Pendjari pour

échantillons animaux sauvages?
(contact : Aurlus Ouindeyama, chargé
de suivi Ecologie/Gestion de la faune du
parc)

WP 0s nendlu

Bilan de mission — 1¢" octobre 2019
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Procédures administratives

- rNir\y into , ; ; 2 REPUBLIQUE DU BENIN

AT, T3 | rggf._ ’ MINISTERE DE L'AGRICULTURE DE L'ELEVAGE ET DE LA PECHE o3
Foalee g *’EI DIRECTION DE L'ELEVAGE L
9 \ ‘.W £ o - SERVICE SANTE ANIMALE R Sereser b
= ; 2 T
5_" ”- A ."‘1 2 : o CERTIFICAT SANITAIRE POUR ANIMAUX VIVANTS ‘ - &

>, il -,"Qv (HEALTH CERTIFICAT FOR ANIMALS)

Qo i~ ¥

% @ Lo
RTENYCS

Ref. MAEP/DE/S%‘A]D%EICS 010/18

Nagoya =2 soumis au point focal depuis le 07 janvier 2019
Procédures utiles :

* Importation de souris de laboratoire : Direction de I'élevage (Autorisation
d’importation d’animaux de laboratoire)

* Exportation d’échantillons vers la France : Direction de I'Elevage (Autorisation de
collecte et de transport d’échantillons biologiques destinés a la recherche
universitaire)

* Environ 2 semaines pour obtenir les autorisations

Contacts a la DE :
- Mme Gao (secrétaire) : 97 42 42 40
- M. Oke (intérimaire) : 97 87 89 72
- Dr. Tchouchou (chef de service « Controle ») : 95 71 70 94
- Dr. Gnanvi (chef de service « Santé animale ») : 97 22 22 48

29
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Dans I'immédiat :

* Analyse d’échantillons de rongeurs de Cotonou (environ 1000, coeurs + cerveaux)
e Préparation d’échantillons pour des analyses génomiques

* Formation en bioinformatique (Roscoff)

Ecriture :

e Début de rédaction de la these

Article technique : Comparaison gqPCR cceur VS cerveaux de rongeurs

Article génotypes au Bénin : pourrait contredire le projet ANR

Autre article potentiel sur des analyses génomiques (cf Post-doc de Lokman Galal)

Thése Jonas ETOUGBETCHE

30
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