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Diagnostic moleculaire de la toxoplasmose congeénitale sur liquide amniotique:
laux residuel de faux negalifs et interét d’un second conirole
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Introduction 1

La toxoplasmose congenitale (TC) est secondaire au passage trans-placentaire du parasite lors d'une
primo-infection survenant chez une femme enceinte non immunisée. Le taux global de transmission est de %D-B-— - - —
'ordre de 29%. Le risque de transmission materno-feetale augmente avec le terme de la contamination =
maternelle alors que la sévérité de la maladie évolue de fagon inverse (formes graves en cas de transmission en % 061+ —
début de grossesse, formes infra-cliniques en fin de grossesse). Durant la phase prénatale, le diagnostic de la b
TC repose principalement sur la recherche de 'ADN de 7oxoplasma gondii par PCR réalisée sur du liquide Z 041 — — —
amniotique (LA) obtenu par amniocentese. Une PCR positive sur LA affirme le diagnostic de TC (Spécificité = &
100%). Par contre, une PCR négative sur LA n’exclu pas le diagnostic de TC du fait d’'un faible taux de faux- £ o2{ — — —
négatif (voir figure ci-contre d’apres Sterkers efa/. J Clin Microbiol. 2012 .
L’objectif de ce travail est de montrer I'apport d’'un contrle par une deuxieme méthode et de mesurer le taux 0
résiduel de faux-négatif a 'échelle de la France, sur six ans. 0 5

Figure: Prévalence de
la TC et valeurs post-
test de la PCR
Toxoplasma sur LA.
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Méthodes

Etude rétrospective, sur les faux-negatifs de la PCR sur LA rapportés par TOXOSURYV sur les TC diagnostiquées de 2011 a 2016.

TOXOSURYV: Une surveillance de la toxoplasmose congénitale a été mise en place en 2007, selon le dispositif, baptisé TOXOSURYV. La surveillance est assurée par un réseau de 48
laboratoires. Ce maillage national par les laboratoires du dispositif de surveillance TOXOSURYV, permet au CNR de la Toxoplasmose de colliger les cas de TC diagnostiquées en période

anténatale, a la naissance et en postnatal en France, soit 230+36 TC/an

PCR: La PCR sur LA est realisée dans une trentaine de laboratoires agrées en France. Du LA et/ou de ’ADN ont été transmis aux Laboratoires de Parasitologie-Mycologie des CHU
de Montpellier ou de Reims pour réaliser une seconde PCR avec leur méthode "maison« ciblant rep529. A Montpellier, la PCR est réalisée selon la méthode décrite par Reischl ef a/. BMC
Infect Dis 2003 et I'extraction est une thermolyse deécrite par Hohlfeld ef a/. N Engl J Med 1994. A Reims I'extraction est automatisée et utilise le BioRobot EZ1 (Qiagen) avec le protocole EZ1

DNATissue kit, la PCR est réalisée selon Lélu Appl ef a/. Environ Microbiol 2012. Dans les deux cas I'analyse est effectuée en multiplicata (triplicata pour Montpellier et 26 pour Reims) .

Résultats & discussion Sensibilité de la PCR 7Toxoplasma dans le liquide amniotique
Date de Date de . Résultat
Centre ] ] _ ] . o _ Deuxiéme
, Méthode PCR (cible) I'infection  prélevement Délai Année | LA ADN
déclarant méthode :
maternelle (SA) (SA) 2°™méthode

C1 TibMolBiol NC NC NC 2016  Reischl Oui Non Nég
C2 Talabani J Clin Microbiol. 2009 10 NC NC 2015 Reischl Non Oui Nég e e , .
C3 Reischl BMC Infect Dis 2003 NC NC NC 2016 Reischl  Ouiculot Non  Nég Caractéristiques des 59 faux-negatifs
C4 Cassaing J Clin Microbiol 2006 14 20 6 2016  Reischl Non Oui nég
C4 Cassaing J Clin Microbiol 2006 32 38 6 2016  Reischl Oui,1,5mL Oui Nég
C5 Robert-Gangneux Pediatr Infect Dis J. 19 26 7 2016  Reischl Oui Oui Nég
C6 Cassaing J Clin Microbiol 2006 24 25 1 2016  Reischl Non Oui Nég
C18 NC 15 26 11 2015 PDV PDV PDV PDV
C7 Cassaing J Clin Microbiol 2006 21 26 5 2015 Reischl Oui, 4,2 mL Oui Nég
C8 Reischl BMC Infect Dis 2003 15 27 122015 Lelu oui,4mL  Oui Nég davantage que les plus petits centres.
C19 NC 22 29 7 2015 PDV PDV PDV PDV
C19 NC 21 34 13 2015 PDV PDV PDV PDV
> ReischIBMC fnfect Dis 2009 Ne % N 2075 Reischl Ouiio0ulou - Neg | pdglisation de I'amniocentése était de 73,4 semaines , mais <4 semaines dans 6/59 cas (10%).
C2 Talabani J Clin Microbiol. 2009 3 18 15 2015  Reischl Non Oui Neg
> cassaing J vlin Microblol 20% o 2. T 201 Reell o Oouou Neg 1] @ nombre de faux-négatif par an est stable durant la période, de 10£3 [6-14].
C8 Reischl BMC Infect Dis 2003 22 30 8 2015 Lelu Non Oui Nég
C10 Lélu App! Environ Microbiol 2012 18 24 6 2015 Reischl Oui, 100 uL ~ Non Nég
C5 Robert-Gangneux Pediatr Infect Dis J. 23 31 8 2014 Reischl Non Oui Nég
C11 Reischl BMC Infect Dis 2003 16 24 8 2014 PDV PDV PDV PDV
C5 Robert-Gangneux Pediatr Infect Dis J. 22 28 6 2014  Reischl Oui Oui Nég moyenne par meéthode et par centre est de 2,6%0,8.
C3 BioEvolution 16 23 7 2014 Reischl  Oui,culotde2mL  Non Nég
C7 Cassaing J Clin Microbiol 2006 15 18 3 2014  Reischl Oui, 2,5mL Oui Nég
C12 Fekkar J Clin Microbiol 2008 33 35 2 2014 PDV PDV PDV PDV
C3 BioEvolution 31 38 7 2014 Reischl  Oui,culotde2 Non Nég
C6 Cassaing J Clin Microbiol 2006 32 35 3 2014 Reischl Non Oui Nég
C13 Reischl BMC Infect Dis 2003 16 23 7 2014 PDV PDV PDV PDV respectivement) ]
C15 rDNA, Kupferschmidt CM| 2001 22 28 6 2014 Reischl Oui Non Nég
C2 Talabani J Clin Microbiol. 2009 22 29 7 2014  Reischl Non Oui Nég
C6 Cassaing J Clin Microbiol 2006 31 35 4 2014  Reischl Oui Oui Nég . ] . . . .
C16 Reischl BMC Infect Dis 2003 17 24 7 2013 Reischl  Ouicult  Oui  Nég Analyse des 6 échantillons trouvés positifs a la seconde méthode
C15 rDNA, Kupferschmidt CMI 2001 30 34 4 2013 Reischl Oui Non P (1/3)
C15 NC 32 33 1 2013 PDV PDV PDV PDV
C13 Reischl BMC Infect Dis 2003 22 28 6 2013 Reischl Non Oui Nég
C19 NC NC 29 NC 2013 PDV PDV PDV PDV rer ¥ g . N . .
13 Reischl BMC Infect Dis 2003 y 21 7 9013 Reischi Non oi  Neg | Ete realisee <4 semaines apres la contamination maternelle.
C3 BioEwvolution/Fekkar J Clin Microbiol 2008 22 27 5 2012 Reischl Oui, culot Non Nég
C12 Fekkar J Clin Microbiol 2008 28 33 5 2012 PDV PDV PDV PDV
C7 Cassaing J Clin Microbiol 2006 30 36 6 2012 Reischl Oui Non Nég
C7 Cassaing J Clin Microbiol 2006 24 29 5 2012 Reischl Oui Non Pos
C13 Reischl BMC Infect Dis 2003 28 35 7 2012 PDV PDV PDV PDV
C13 Reischl BMC Infect Dis 2003 15 31 16 2012 PDV PDV PDV PDV
C2 Talabani J Clin Microbiol. 2009 12 NC NC 2012 Reischl Non Oui Nég
C19 NC NC NC NC 2012 PDV PDV PDV PDV
C10 Lélu Appl Environ Microbiol 2012 18 26 8 2011 Reischl Non Oui Nég
C10 Lélu Appl Environ Microbiol 2012 18 26 8 2011 Reischl Non Oui Nég
C17 NC 11 23 12 2011 Reischl Non Oui Nég
C7 Cassaing J Clin Microbiol 2006 25 35 10 2011  Reischl Oui Non  Pos recommande d’analyser un volume 24mL.
C3 B1, Lin J Clin Micobiol 2000 18 25 7 2011 Reischl Oui Non Pos
C3 B1, Lin J Clin Micobiol 2000 29 34 5 2011  Reischl Non Oui Pos
C16 Reischl BMC Infect Dis 2003 NC 26 NC 2011 Reischl Oui, 5mL Qui Nég
C9 Reischl BMC Infect Dis 2003 28 30 2 2011 Reischl Non Oui Nég
C8 Reischl BMC Infect Dis 2003 20 27 7 2011 Lelu Oui Oui Nég
C8 Reischl BMC Infect Dis 2003 27 31 4 2011 Lelu Non Oui Nég
C19 NC NC 24 NC 2011 PDV PDV PDV PDV
C17 NC 11 21 10 2011 PDV PDV PDV PDV
C14 Reischl BMC Infect Dis 2003 8 21 13 2011 Reischl Non Oui IP (2/3)
C2 Talabani J Clin Microbiol. 2009 6 18 12 2011 Reischl Non Oui Nég par rapport é Ia Cible B1 .
C6 Cassaing J Clin Microbiol 2006 NC NC NC 2016 Reischl Non Oui Néqg

Tableau: Caractéristiques des échantillons inclus dans I’étude A _ oS av

NC: non communigué, SA: semaine d’aménorhée, PDV: Perdu de vue, Nég: négatif, || parasitaire dans ces LA et montrant I'importance de realiser I'analyse en muffijplicata.

Pos: positif, IP: inconstamment positif

De 2011 a 2016, 1223 TC ont été rapportées par le réseau TOXOSURYV. Une PCR sur LA a été réalisée dans
42% des cas (513/1223); elle a permis d’affirmer la TC dans la période prénatale dans 37% (454/1223) des
cas avec une sensibilité de 88,5% (454/513). La PCR sur LA était donc négative dans 59 cas (faux-négatif).

Les 59 faux-néegatifs provenaient de 19 centres differents, a rapporter aux 30 laboratoires agrées pour le DPN
en France. Chaque centre a déclaré 32 faux-négatifs (moyennexecart-type), soit de 1 a 6 faux-negatifs
déclarés selon les centres. Cette difference du nombre de faux-négatifs déclarés entre centre (de 1 a 6) peut
s’expliquer par le nombre de DPN réalisés par les centres, les centres ayant une plus forte activité déclarant

Le terme moyen de contamination était de 21+7,3 SA [3-32SA]; le délai moyen entre contamination et

Sept méthodes PCR ont géenéré des faux-positifs, avec 55 faux-néegatifs par méthode [1-16]. A noter que les
methodes générant le plus de faux-negatifs sont celles utilisées par le plus grand nombre de centres, ainsi la

Du LA et/ou de 'ADN de 45 de ces 59 cas (78%) ont été transmis aux Laboratoires de Parasitologie-
Mycologie des CHU de Montpellier (N=41) ou de Reims (N=4) pour réaliser une seconde PCR avec leur
methode "maison” (Reischl ef a/. BMC Infect Dis 2003 et Léelu ef a/ Appl Environ Microbiol 2012

Dans 6/45 (13,3%) cas, la seconde PCR est revenue positive, ce qui permet d’établir la sensibilité a 89,7%
(460/513) ou 92,9% (460/495) en excluant du calcul les perdus de vue et ceux pour lequel 'amniocentese a

Les 6 positifs par la deuxieme methode ont été obtenus sur les 20 LA de la période 2011-2013 alors qu'aucun
positif n'a été obtenu sur les 25 LA de la période 2014-2016 (Chi? avec correction de Yates =4,9 avec p=0,04).

Vingt-quatre LA et 32 ADN ont été analysés. Lorsque LA et ADN extrait par les centres ont été analysés en
parallele (N=12), les deux ont été trouvés concordants, négatifs. Lorsque le LA a été adressé, la seconde PCR
est revenue positive dans 4/24 soit 16,7% alors que pour 'ADN extrait les valeurs sont 2/32 soit 6,25%, la
différence n’est pas statistiquement significative (Chi? avec correction de Yates =0,7 avec p=0,42). Notons que
concernant les LA, le volume recu était de 2,4%1,7 mL [0,1-5 mLlL], alors que le CNR Toxoplasmose

Concernant les méthodes PCR, La PCR Reischl realisée en deuxieme intention est revenue positive dans
2/12 PCR réalisées par la méthode Cassaing J Clin Microbiol 2016, 1/2 PCR realisées par la méthode
Kupferschmidt CMI 2001 et ciblant le rDNA, 1/16 PCR realisées par la méthode Reischl BMC Infect Dis 2003.
Pour ces derniers, une deuxieme méthode par Lélu Appl Environ Microbiol 2012 aurait peut-étre permis de
redresser davantage de faux-négatifs. Les deux faux-négatifs de la méthode Lin J Clin Microbiol 2000 ont été
rattrapés par la méthode Reischl. Ce résultat est concordant avec une meilleur sensibilité de la cible rep529

Enfin 2/6 positifs ont été trouvés inconstamment positifs (1/3 et 2/3), en faveur d’'une tres faible charge

Conclusion
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'Incompressible’ de faux-négatifs (8-10%), notamment lorsque le délai de 4 semaines entre
contamination et amniocentese n’est pas respecte.
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