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Toxoplasma gondii

I. Le parasite

La toxoplasmose est une parasitose causée par Toxoplasma gondii, un protozoaire
du phylum des Apicomplexa.! Il s’agit de I'une des infections parasitaires humaines les plus

courantes dans le monde.

Le parasite existe sous 3 formes infectantes, illustrées dans la Figure 1.2

g
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Figure 1. Formes parasitaires de Toxoplasma Gondii. Tachyzoites colorés au Giemsa (A), kyste con-
tenant des bradyzoites (B) et oocystes non sporulé (C) et sporulé (D).23

Le tachyzoite mesure environ 4 a 8 um de long sur 2 & 3 um de large, il est retrouvé
dans toutes les cellules nucléées de I'héte. Il s’agit de la forme infectante du foetus par voie
transplacentaire, et trés rarement dans le cadre de transfusion a partir du sang d’un patient
en phase aigué de la toxoplasmose.

Le bradyzoite est contenu dans les kystes tissulaires (5 a 50 um de diamétre). Ces
derniers peuvent étre présents a divers endroits du corps de I'héte, mais sont plus fré-
guemment retrouvés dans le cerveau, les muscles squelettiques et cardiaques. lls sont in-
fectants lorsqu’ils sont ingérés par les hotes intermédiaires et définitifs, ou lors de trans-
plantations d'organes.

L’oocyste mesure 10 a 12 um de diamétre et contient deux sporocystes lorsqu’il est
mature. C’est la forme de dissémination que I'on retrouve dans I'environnement, aprés éli-

mination dans les féces de I'’hote définitif.



lI. Cycledevie

Les hotes définitifs de Toxoplasma gondii sont les membres de la famille des Fe-
lidae. Il a été décrit plus de 350 espéces d’hétes intermédiaires, mammiferes et oiseaux, la
plupart vivant dans un environnement sauvage.® Le cycle de vie est illustré dans la Figure
2.
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muscles, placenta... — —~
(bradyzoites) 2 : ’ Schi‘zogony

Blood flow

dissemination x
Intestinal

cells ey | G
@ Endodyogeny Camivory 2 Y W .
: . Gamogony
Monocyte invasion Ingestion | by ) %ﬂ WA NG A AN
: '- "\ 72\
K N Intestinal | () | i )| &) \ets)| (@)
4 + Tachyzoites cells 5o 7| NN\
AR AR AR ; ‘ | | | )
ntestl ®) el Micro & /macro Q gametes
cells ‘ Sporulated oocyst
v ; (2 sporoblasts each
3 Sporozoites K Ingestion contammg4sporozontes)
\ngo";/omyst
2L
External environment

Figure 2. Cycle de vie de Toxoplasma gondii 3
Les oocystes non sporulés sont excrétés en grand nombre dans les selles du chat

infecté pendant 1 a 3 semaines.?

1. Au bout de 1 a 5 jours dans I'environnement, les oocystes sporulent et deviennent
infectieux. A la fin de cette étape, I'oocyste contient deux sporoblastes, chacun con-

tenant deux sporozoites.
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2. Les hotes intermédiaires s’infectent en ingérant de la terre, de I'eau ou des matiéres
végétales contaminées par des oocystes sporulés, et en consommant de la viande
contenant des bradyzoites. Se déroule alors le cycle de reproduction asexuée.

3. Aprés lingestion, les oocystes libérent les sporozoites, qui pénétrent dans les cel-
lules de I'épithélium intestinal et se différencient en tachyzoites. Dans le cas de
viande contaminée, les enzymes digestives lysent la membrane du kyste et libérent
les bradyzoites. lls pénetrent dans les entérocytes et se différencient en tachyzoites

4. Le tachyzoite est une forme intracellulaire obligatoire des cellules nucléées du sang.
Aprés une dissémination sanguine, ils se localisent en majorité dans les tissus ner-
veux et musculaires et se développent en bradyzoites dans les kystes tissulaires. |l
s’agit d’'une forme de résistance qui se développe 7 a 10 jours post-ingestion et peut
perdurer toute la vie de I'héte.

5. Les chats sont infectés aprés avoir consommé des hoétes intermédiaires hébergeant
des kystes tissulaires, ou directement par l'ingestion d'oocystes sporulés.

lll. Répartition géographique

La séroprévalence mondiale est de 25,7 % dans la population générale. Le continent
africain a la plus haute séroprévalence de 61,4 %, et I'Asie la plus faible, évaluée a 16,4 %.
En Amérique du Nord (Canada et USA) la séroprévalence est de 17,5 %.*

Une étude multicentrique regroupant les publications de 2000 a 2020 en Europe ° a
montré que la séroprévalence en IgG anti-Toxoplasma gondii était de 38,6 % dans la popu-
lation générale, de 28,3 % chez les femmes enceintes et en age de procréer et de 31,1 %
dans la population considérée a risque (professionnels de santé, travailleurs dans les abat-
toirs, les fermes...). La différence de séroprévalence entre la population générale et les
femmes enceintes peut s’expliquer par le dépistage obligatoire en début de grossesse, et
donc d’un dépistage systématique qu'il y ait suspicion ou non d’infection.

Une autre étude plus récente a été realisée chez les femmes enceintes en mars
2021 en France, retrouvant une séroprévalence globale de 25,95 %, et un risque de séro-
conversion pendant la grossesse de 0,22 %°5. Cette étude a mis en évidence une augmen-
tation de la séroprévalence en fonction de I'age, reflet d’'une exposition plus importante

dans le passe.
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La répartition par pays européen est illustrée dans la Figure 3. Elle dépend
des habitudes alimentaires de chaque pays et de la concentration en chats errants.?

A Seroprevalence
45-60 %

15-30 %
0-15%
No data

Figure 3. Séroprévalence des IgG anti-Toxoplasma en Europe entre 2000 et 2020.5

L’étude multicentrique réalisée en Europe de 2000 a 2020 a aussi étudié les facteurs
de risque de transmission de la toxoplasmose. Elle a regroupé les études ayant analysé les
huit principaux facteurs de risque, et comparé le nombre de fois ou I'association entre un

facteur de risque et l'infection était significative (Figure 4).

Les principaux facteurs de risque retrouvés sont :
1. Consommation de viande crue
2. Consommation de viande de beeuf insuffisamment cuit

3. Consommation de viande de porc insuffisamment cuit
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Consommation de viande d’agneau insuffisamment cuit
Consommation de Iégumes insuffisamment cuits
Contact avec les chats

Contact avec la terre

© N o g bk

Métier en contact avec les animaux, habitation rurale

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Rawmeatnake I (50 %)

Beef (undercooked) intake  [IINZNZ (66 %)

Pork (undercooked) intake  [IINZ A (50%) m n studies statistically significant

Lamb (undercooked) intake _ (33 %) mn studies NOT statistically significant
Unwashed vegetables and fruitsintake [ NSIEE (63 %)
Comactwith cats N (26 %)
Contact with soil | S —— (70 %)
Occupation, working with animals, rural residence [ s (50 %)

Figure 4. Résumé des facteurs de risque d’infection a T. gondii en Europe.®

Les facteurs de risque les plus étudiés sont la consommation de viande crue (sans
distinction d’origine) et le contact avec les chats. Chaque barre indique le nombre d’études
réalisées, avec en pourcentage la proportion d’études ayant trouvé une association signifi-
cative (odd ratio ou risque relatif).

En Europe les principaux facteurs de risque sont I'ingestion d’'oocystes aprés contact
avec le sol ou consommation de Iégumes non lavés, suivi de l'ingestion de bradyzoites
aprés consommation de viande insuffisamment cuite (principalement de boeuf, en lien avec
les habitudes alimentaires).>’ Le contact direct avec les chats est finalement peu associé a

un risque significatif de toxoplasmose.

IV. Toxoplasmose de 'immunocompétent

A. Manifestations cliniques

Chez le sujet immunocompétent, I'infection a T. gondii est asymptomatique dans
80 % des cas. Chez 10 a 20 % des adultes et enfants, I'infection peut entrainer des adéno-
pathies cervicales indolores.? La toxoplasmose est I'une des étiologies du syndrome mono-
nucléosique (1-2 %), elle peut s’accompagner de fievre, de malaise, et de lymphocytes ac-
tivés. Dans de trés rares cas, on peut retrouver des myocardites, hépatites, encéphalites,

choriorétinites.®
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Chez la femme enceinte non immunisée, la toxoplasmose présente le méme tableau
clinique que chez 'immunocompétent. L’infection a T. gondii peut cependant avoir des con-

séquences plus graves chez le foetus aprés passage de la barriere hémato-placentaire.

B. Transmission materno-foetale

La transmission materno-feetale de la toxoplasmose se fait par passage du tachy-
zoite du sang maternel au sang feetal a travers le placenta. Lors de la phase aigué de pa-
rasitémie, les tachyzoites colonisent le placenta par invasion des cellules trophoblastiques.
La barriere placentaire est plus efficace au début de la gestation et limite le passage a
moins de 10 % de tachyzoites au 1°" trimestre. Cette barriére devient de plus en plus per-
méable au cours de la grossesse et laisse passer 30 % des parasites au 2" trimestre et
jusqu’a 60 a 70 % au 3°™e trimestre (Figure 5).1° La sévérité de l'infection congénitale est
inversement corrélée au risque de transmission. Une fois le foetus infecté, on parle de
toxoplasmose congénitale.

100 =

Risk of congenital infection (%)

| | — -| | T | 1 | | |
O 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40
Gestation at matemal seroconversion (weeks)

Figure 5. Risque d’infection congénitale en fonction de la semaine
d’aménorrhée (SA) lors de la séroconversion. 10

C. Toxoplasmose congénitale

La sevérité de la toxoplasmose congénitale dépend du stade gestationnel auquel a
lieu I'infection. En début de grossesse, le temps de I'organogenése, le feetus n’a pas de
systeme immunitaire efficace et l'infection de ses cellules nucléées (voir leur nécrose)

touche des tissus fondamentaux pour son développement.
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Si la transmission a eu lieu au 1°" trimestre, elle peut conduire a de sévéeres malfor-
mations, voire a une mort feetale in utero ou une fausse couche spontanée. Ces malforma-
tions touchent principalement le systeme nerveux central et les yeux (retard mental, micro-
céphalie, déficience psychomotrice, microphtalmie, choriorétinite ...).°

Si l'infection a lieu au 2" trimestre, la sévérité des atteintes est variable et peut aller
des calcifications cérébrales aux atteintes cérébrales (hydrocéphalie).!?

Au 3¢ trimestre, I'infection est asymptomatique dans 80 % des cas.

D. Prise en charge de la toxoplasmose

La toxoplasmose du sujet immunocompétent hors grossesse ne nécessite pas de

prise en charge patrticuliére.

Selon les recommandations de 'HAS (Haute Autorité de Santé) '? et du CNR
(Centre National de Référence) toxoplasmose, chez la femme enceinte non immunisée, le
diagnostic d’'une infection aigué entraine des explorations complémentaires ainsi que la
mise en place d’'un traitement. L’objectif est de dater I'infection et de suivre la séroconver-

sion afin de décider de la prise en charge.

Si la séroconversion a eu lieu au 1°" trimestre, a partir de 6 SA, un traitement par spi-
ramycine est débuté sans délai. Apres des années de remise en question, son efficacité
dans la prévention de la transmission et des atteintes feetales n’est maintenant plus a prou-
ver.13 Un diagnostic anténatal (DAN) par amniocentése devra étre réalisé a partir de 18 SA,
dés que l'infection date de plus de 4 semaines 3. Ce dernier consiste en la recherche
d’ADN de T. gondii par PCR sur liquide amniotique.

Si le DAN est négatif, le traitement prophylactique est poursuivi jusqu’a
'accouchement mais, en fonction du contexte, il pourra étre arrété apres une durée de plus
de 4 semaines. Un suivi échographique trimestriel (voire mensuel) sera poursuivi.

Si le DAN est positif, il signe l'infection fcetale et entraine la prescription de
'association pyriméthamine sulfadiazine (P-S) et acide folinique. La pyriméthamine est dé-
conseillée au premier trimestre de grossesse pour son potentiel tératogene.® Une écho-

graphie diagnostique sera réalisée toutes les 2 a 4 semaines.
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Si la séroconversion a lieu entre 14 et 32 SA, un traitement par P-S est directement

débuté en alternative a la spiramycine. Si le DAN est négatif, il sera poursuivi 4 semaines

puis relayé par la spiramycine jusqu’a I'accouchement. Un suivi échographique mensuel est

alors recommandé. Si le DAN est positif, la P-S sera poursuivie jusqu’a I'accouchement,

avec une échographie toutes les 2 semaines.

Enfin, en cas de séroconversion tardive (> 33 SA), un traitement par P-S est instauré

jusqu’a l'accouchement. L’amniocentése est recommandée et un suivi échographique

mensuel est instauré. 14

Dans le cas particulier de la présence d’IgM isolée aprés 33 SA : la spiramycine est

prescrite en 'attente de la confirmation de la séroconversion.**

V.

Prévention chez la femme enceinte séronégative

A. Réqgles hyqgiéno-diététiques

Une information sur 'ensemble des régles hygiéno-diététiques (Tableau 1) visant a

prévenir l'infection par T. gondii est délivrée a la femme enceinte non immunisée.312.16

Tableau 1. Régles de prévention hygiéno-diététique chez les femmes enceintes séronégatives

Infection par les kystes

Infections par les oocystes

Eviter la consommation de viande mal
cuite

Cuire la viande au cceur a minimum
67°C ou la congeler au moins 3 jours
avant a -12°C

Se laver les mains aprés avoir mani-
pulé de la viande crue

Nettoyer les surfaces et ustensiles
ayant été en contact avec la viande

crue

Si contact avec un chat : ne pas le laisser entrer
dans la cuisine, ne pas s’occuper de sa litiere en
personne sans protection adaptée

Porter des gants lors de la manipulation de terre
ou objets ayant pu étre contaminés par des
selles de chat, et se laver les mains

Bien laver les aliments (Iégumes) ayant pu étre
contaminés par des selles de chat

Bien laver les ustensiles aprés la manipulation
d'éléments ayant pu étre contaminés par des
selles de chat

Eviter les fruits de mer.

16




B. Dépistage obligatoire

La prévention de la toxoplasmose congénitale passe également par le dépistage
obligatoire. Il consiste en la réalisation d’'une sérologie toxoplasmose avec recherche des
IgM et IgG anti-Toxoplasma gondii. Cette sérologie est prescrite des la consultation pré-
conceptionnelle si elle a lieu, et obligatoirement a la consultation avant 10 SA si elle n’a pas
déja été réalisée.t’

Elle est ensuite prescrite tous les mois en cas de négativité du résultat précédent, le
dernier prélévement étant effectué un mois aprés I'accouchement pour dépister les infec-

tions de fin de grossesse.

1. IgM anti-Toxoplasma gondii

Il s’agit d’anticorps pentamérique de haut poids moléculaire (~ 950kDa), ayant 10
sites de liaison aux antigenes (2 par sous-unités). La structure des IgM est déterminée des
leur biosynthése et n’évolue pas de fagon dynamique aprés leur sécrétion. Cette architec-
ture est hautement conservée dans I'évolution et trés stable biologiquement.*®

Les IgM sont les premiers anticorps a apparaitre, environ 1 semaine a 10 jours apres
l'infection. Leur taux augmente jusqu’au pic, 1 a 3 mois aprés l'infection, puis diminue dans
les neufs mois suivants jusqu’a la négativation éventuelle. Exceptionnellement les IgM peu-
vent avoir disparu 3 mois aprés l'infection ou étre difficilement détectables.?

Chez une partie de la population (9-27 %), les IgM persistent jusqu'a 2 ans aprés
I'infection.1%2° Cela représente un des principaux problémes dans la détection des IgM pour
diagnostiquer une infection aigué. Il s’agit d'un mécanisme physiologique qui peut avoir
plusieurs explications mais aucune hypothése n’est encore prouvée.?* Parmi les méca-
nismes évoqués on retrouve le micro désenkystement-réenkystement, entrainant un niveau
bas d’IgM sur une longue période. Ce mécanisme serait favorisé par la faible virulence de
linfection a T. gondii chez 'immunocompétent, comme cela a été montré dans des mo-
deles murins. Une autre hypothése implique le réle des lymphocytes B-1 dans la production
d’'IgM naturelles non spécifiques mais réactives. Cette production est induite apres co-
interaction des BCR et TLR avec des antigenes parasitaires, microbiens ou auto-antigénes.

La détection des IgM associe deux techniques. La technique de premiére ligne est
une technique de dépistage, la méthode utilisée doit avoir une bonne sensibilité afin de ne
pas passer a cb6té de la présence d’IlgM, méme faiblement positives (comme en début

d’infection). En cas de positivité, les recommandations préconisent I'utilisation d’'une tech-
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nique de deuxiéme ligne, dite de confirmation.'? La méthode utilisée doit si possible étre
différente de celle de dépistage (qui est en général un immunodosage). Les performances
de cette technique doivent privilégier la spécificité, dans I'objectif de discriminer les faux
positifs et les IgM non spécifiques.'® Auparavant le gold-standard était 'ISAGA (Immuno-
Sorbent Agglutination Assay), ce dernier n’étant plus commercialisé les laboratoires utili-

sent en général un deuxieme immunodosage, plus spécifique.?223

2. 1gG anti-Toxoplasma gondii

Les IgG apparaissent dans un second temps (Figure 6), environ 2 & 3 semaines
apres l'infection. La précocité de leur détection dépend des antigenes utilisés par les tech-
niques de dosage. Celles utilisant les antigenes membranaires ou de toxoplasme entier se
positivent en premier par rapport a celles utilisant des antigenes cytoplasmiques ou méta-
boliques, la réponse immunitaire étant confrontée en premier aux antigénes de surface.3
Leur taux augmente jusqu’au pic, 2 a 3 mois apres l'infection, puis atteint un plateau pen-
dant 6 mois a 1 an. |l s’agit d’'une immunité protectrice qui est maintenue par la persistance
de kystes latents, le taux des IgG diminue jusgu'a un niveau bas mais persiste durant toute

la vie chez le sujet infecté.®

Acute infection Chronic infection

IgG

Antibody titres

1 2 3 4 5 6 7 8 Time (months)
Figure 6. Cinétique d’apparition des anticorps anti-T. gondii 4
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3. Stratégie de datation de l'infection

Le diagnostic d’'une infection a T. gondii peut se faire dans différents cas de figure.'®

Sérum avec IgM positives en absence d’lgG. Il peut s’agir d’'une infection récente
datant de moins de 2 semaines ou d’IgM non spécifiques en technique de dépistage. La
réalisation d’'une technique plus spécifique, si elle est positive, permet d’avoir un argument
supplémentaire en faveur de la présence d’IgM spécifiques. A contrario, une infection ré-
cente ne peut étre exclue si la confirmation est négative, en raison de la moindre sensibilité
des techniques de confirmation. Seul le suivi sérologique permet d’objectiver I'apparition
des IgG, qui signe la séroconversion. Un sérum de contréle est donc prescrit 2 semaines
apres, et ce jusqu’a 'apparition des IgG. Ce sérum de contréle permet aussi de confirmer la

spécificité des IgM. Le logigramme est illustré en Figure 7.

Sérum avec IgM et IgG positives. Il peut s’agir d’une infection plus ou moins ré-
cente, de 3 semaines a plusieurs années, étant donné la variabilité interindividuelle de la
cinétique des IgM. Pour dater l'infection, I'avidité des IgG peut étre mesurée. L’avidité des
lgG augmente a la faveur du temps et des réarrangements / hypermutations somatiques
les rendant plus affines pour I'antigéne. En cas de valeur élevée de l'avidité, il s’agit d’lgG
datant de plus de 4 mois post-infection. En cas d’avidité faible, l'infection récente ne peut
étre exclue et nécessite un sérum de contréle 3 semaines aprées. Si le taux d’lgG reste
stable entre les 2 sérums, cela signe une infection datant d’il y a plus de 2 a 3 mois, en
fonction du réactif utilisé, par rapport a la date du premier sérum. Si le taux d’lgG augmente
significativement (doublement a minima) entre les deux sérums, l'infection date de moins
de 2 - 3 mois par rapport a la date du premier sérum. Le logigramme est illustré en Figure
8.

Sérum avec absence d’IgM et présence d’lgG. Il peut s’agir d’'une infection an-
cienne ou plus rarement d’une infection récente de patients chez qui les IgM se négativent
rapidement ou sont difficilement détectables®. Un sérum de contr6le a 3 semaines est pres-
crit pour exclure une augmentation du titre des 1gG, une apparition des IgM ou une erreur
d’identité.
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Figure 7. Suivi sérologique de la toxoplasmose chez un patient avec IgM positif et IgG négatif.1®
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Le Tableau 2 reprend les principaux points importants a retenir concernant la séro-

logie toxoplasmose.

Tableau 2. Points importants a retenir sur I'interprétation de la sérologie toxoplasmose

Une bonne sérologie est une sérologie précoce

La présence d’lgM avec des IgG ne veut pas forcément dire infection récente

Une avidité basse ne signe pas forcément une infection récente

La présence d’'IgM isolées n’est pas forcément une toxoplasmose débutante, il faut la dé-
tection d’lgG spécifiques pour conclure

Demander l'avis d’un laboratoire expert de parasitologie pour interpréter les sérologies
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Méthodes de dosage des IgM anti-Toxoplasma gondii

. Vidas BioMérieux

Le test Vidas Toxo® IgM (BioMérieux, Marcy I'Etoile, France) est un dosage immu-
noenzymatique utilisant la fluorescence (ELFA - Enzyme-Linked Fluorescent Assay).?® Il est

paramétré sur 'automate VIDAS 3 de la famille VITEK (BioMérieux).?®

Le dosage utilise une phase solide sur laquelle des anticorps de chevre anti-chaine
lourde p sont fixés. Ces derniers vont former des complexes avec les IgM humaines anti-
T. gondii présents dans le sérum du patient. Aprés lavage, le complexe antigene de
T. gondii — anticorps murin anti-p30 conjugué a une phosphatase alcaline est ajouté. Ce
complexe va étre ciblé par les IgM anti-T. gondii du sérum. Un second lavage est ensuite
réalisé pour ne garder que les complexes liés. L’étape finale consiste en I'ajout du substrat
fluorescent 4-methylumbelliferyl phosphate, catalysé en 4-methylumbelliferone par la phos-
phatase alcaline. L’augmentation de la fluorescence est directement proportionnelle a la

concentration en IgM anti-T. gondii présentes dans le sérum.

Il peut exister des interférences chez les patients ayant des anticorps dirigés contre
les composants du réactif ainsi que chez les patients ayant recu des transfusions dans les

3 derniers mois.

Réactifs utilisés :
o Antigene : antigenes de T. gondii obtenu sur modéle murin

e Anticorps : anticorps de chevre anti-chaine u

. Alinity Abbott

Le test Alinity Toxo IgM (Abbott Diagnostics, Wiesbaden, Germany) est un immuno-
dosage en 2 étapes utilisant des microparticules chimiluminescentes (CMIA - Chimilumine-
sence Microparticule Immuno Assay).?’ Il est réalisé sur I'automate Alinity | (Abbott),?® doté

d’'un systéme d’immuno-analyse.

23



Le dosage utilise des microparticules paramagnétiques recouvertes d'un anticorps
murins monoclonaux anti-lgM humaines. Ces derniers se fixent sur les IgM anti-T. gondii
présentes dans le sérum du patient. Apres un lavage, un complexe antigene-anticorps con-
jugué a de l'acridinium est ajouté a la réaction. Ce complexe est formé par un antigéne ob-
tenu aprés lyse d’'un tachyzoite de T. gondii (majoritairement composé de la protéine de
surface p30), et un anticorps murin anti-p30. Le complexe va étre ciblé par les IgM pré-
sentes dans le sérum du patient. La révélation se fait par augmentation du signal lumineux

(acridinium), proportionnellement a la concentration en IgM.

La notice d’utilisation précise I'existence d’interférences chez les patients ayant été
exposés a des produits ou sérums dérivés d’animaux, ainsi qu’a la présence d’anticorps

hétérophiles.

Réactifs utilisés :
e Antigéne : antigénes de toxoplasme lysé (cytosolique et membranaire)

e Anticorps : anticorps de souris anti-lgM humaines

[1l. Platelia BioRad

Le test Platelia Toxo IgM (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) est un immunodo-
sage enzymatique (CLIA= ChimiLuminescence Immuno Assay) avec capture des IgM sur
microplaques.?? Il est réalisé manuellement ou sur 'automate gestionnaire de plaque EVO-
LIS de Bio-Rad.2°

Ce dosage utilise des anticorps anti-chaine y des IgM humaines liés a une phase
solide. lIs se lient aux IgM présentes dans le sérum du patient. La deuxiéme étape consiste
a I'ajout d’'un complexe antigéne de T. gondii — anticorps murin anti-p30 lié & une peroxy-
dase, dont I'antigéne va ensuite étre ciblé par les IgM du patient. La révélation se fait par
réaction enzymatique. Aprés ajout d’acide sulfurique, le produit de cette réaction émet a

450 et 620 nm, proportionnellement a la présence d’IgM.
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Réactifs utilisés :
e Antigéne : antigénes de toxoplasme lyophilisé

e Anticorps : anticorps de souris anti-lgM humaines

V. Liaison Diasorin

Le test LIAISON Toxo IgM (DiaSorin, Saluggia, Italy) est un dosage utilisant
immunoluminométrie (CLIA - ChimiLuminescence Immuno Assay).3! Il est réalisé sur
I'automate LIAISON XL de Diasorin.3?

Il utilise dans une phase solide composée de particules magnétiques sur lesquelles
sont fixées des IgG monoclonaux de souris anti-lgM humaines. Apres une premiere incuba-
tion avec les IgM du patient et un lavage, ces particules sont mises en présence des anti-
genes de T. gondii (trophozoites lysés). L’anticorps de souris anti antigene SAG-1 (P30)
conjugué a un dérivé de lisoluminol est ensuite ajouté et vient se lier au complexe anti-
gene-anticorps. Pour la révélation, la technique utilise des réactifs starter qui générent un
signal lumineux mesuré par un photomultiplicateur. L'intensité du signal est directement
proportionnelle avec la concentration en IgM. Cette technique utilise des étalons de con-
centrations en IgM connues, ce qui en fait une technique quantitative avec des résultats

exprimés en UA/mL.

Les possibles réactions croisées avec d’autres sérologies virales ont été recher-

chées et n'ont pas montré d’interférences.
Réactifs utilisés :

e Antigéne : antigénes de trophozoites lysés (cytosolique et membranaire)

e Anticorps : anticorps de souris anti-IgM humaines
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V. Cobas Roche

Le test Elecsys, ou Cobas Toxo IgM assay (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland
or GmbH, Penzberg, Germany) est un immunodosage utilisant I’électrochimiluminescence
(ECLIA= Electro Chimio Luminescence Immuno Assay).* Il s’utilise sur les systémes d'im-

munoanalyse Elecsys et Cobas e 601 (ou 602).3*

La premiere étape de ce dosage consiste a la formation d’'un complexe entre les IgM
anti-T. gondii et un antigéne recombinant de T. gondii marqué au ruthénium. Des anticorps
de souris monoclonaux anti-lgM humaines biotinylés liés par la stretavidine a des micropar-
ticules sont ensuite ajoutés au mélange. Un signal lumineux est ensuite obtenu aprés ap-
plication d’'une différence de potentiel sur une électrode. Il est proportionnel a la concentra-

tion en IgM.

Ce test ne peut étre utilisé chez les patients ayant recu un traitement par de la bio-

tine dans les 8 heures précédant le prélevement.

Réactifs utilisés :
e Antigéne : antigenes de toxoplasme recombinant

e Anticorps : anticorps de souris anti-lgM humaines

VI. WesternBlot Confirmation, IgM LDBIO Il

Le test Toxo Il IgM Western Blot (LDBIio Diagnostics, Lyon France) est un test qualitatif
de diagnostic sérologique IgM par immunoblot.3® L’utilisation d’'un instrument automatisé
pour les tests d'immunoblot et de western blot est possible, comme le DYNABLOT Plus de
DYNEX.36

Le sérum a tester est mis en contact avec la bande de nitrocellulose sur laquelle les
antigénes sont fixés. Les anticorps du patient vont se lier spécifiquement et former un com-
plexe avec un ou plusieurs antigenes. A I'étape suivante, le conjugué phosphatase alcaline
— anti-IgM humaines se lie aux anticorps fixés, puis est révélé par I'addition du substrat
(NBT- BCIP). La lecture des bandes colorées se fait a I'ceil nu, par comparaison au profil du

contréle positif.
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Aucune interférence particuliére avec I'aspect du sérum ou la présence d’autres sé-

rologies virales positives n’a été notifiée.

Réactifs utilisés :
e Antigéne : p30, p31, p33, p38 et p40 apres séparation électrophorétique de Toxo-
plasma gondii.

e Anticorps : sérum polyclonal de chévre anti-lgM humaine

Interprétation :

Les bandes spécifiques se trouvent dans la zone 30-40 kDa. Un sérum positif en IgM
doit avoir au minimum 2 bandes, comprenant la bande p30. Les autres bandes spécifiques
peuvent étre la p31, p33, p38 et la p40. La validation du profil doit toujours s’accompagner
d’'une comparaison avec celui du contréle positif (pool de sérums humains positifs en IgM

anti-T. gondii). La présence de la bande p35 ne doit pas étre prise en compte (Figure 9).
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Figure 9. Exemple de résultats positifs et négatif en WB IgM 37
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Quelle méthode de dosage ? Etude au CHU de Toulouse

L'infection par T. gondii pendant la grossesse peut avoir de graves conséquences
pour le foetus. La détection des IgM anti- T. gondii est nécessaire pour le dépistage des
infections récentes, mais son interprétation reste difficile en raison de la persistance des
IgM et de la performance variable des tests. Cette étude a évalué six tests IgM commer-
ciaux (cing immunodosages et un western blot) en utilisant 368 échantillons de sérum de
femmes en age de procréer, classés en fonction de leur statut immunitaire et de la date de

I'infection.

. Article
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Which Method for the Detection of anti-Toxoplasma IgM in Women of
Childbearing Age? Evaluation of Six Commercial Assays.

Clara Petit’, Emilie Guemas" ?, Méline Reynaud', Anne Valérie Cantero?, Judith Fillaux"*

Service de Parasitologie-Mycologie, Centre Hospitalier Universitaire de Toulouse, Toulouse, France

%Institut Toulousain des Maladies Infectieuses et Inflammatoires (UMR “Infinity”, Inserm/CNRS/Université de
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ABSTRACT  Toxoplasma gondii infection during pregnancy can have serious consequences for the
fetus. Detection of anti-Toxoplasma gondii IgM is necessary, but interpretation remains difficult due
to IgM persistence and variable test performance. This study evaluated six commercial IgM tests
(five immunoassays and one western blot) using 368 serum samples from women of childbearing
age, classified according to immune status and date of infection. None of the reagents evaluated
was able to rule out recent infection, or to differentiate between IgM from recent and IgM from old
infection. The best strategy to adopt depended on the presence of IgG. To diagnose early infections
in 1gG-free sera, i.e. to confirm the specificity of IgM, the best strategy seemed to be a screening
test, at a threshold that gave a sensitivity of at least 90%, such as Biorad (threshold 0.8), Abbott
(threshold 0.15), Roche (threshold 0.3) and Biomérieux (threshold 0.15), followed by the LDBio west-
ern-blot. A threshold beyond which the western-blot was no longer useful was determined for each
technique. For IgG-positive patients, the avidity test remained necessary to date the infection, given
the persistence of specific IgM. Whatever the 1gG result, a negative confirmatory test could not rule
out the presence of specific IgM, due to its lower sensitivity.

KEYWORDS Toxoplasma gondii, IgM, immunodiagnosis, seroconversion, pregnancy

oxoplasmosis is a zoonotic infection that can cause a large spectrum of clinical diseases."* Gen-
T erally asymptomatic, infection with Toxoplasma gondii during pregnancy can cause severe
symptoms or sequelae or have fatal consequences for the fetus.? In France, a national program for
prevention has been set up to prevent congenital toxoplasmosis (CT); this program provides
prophylactic recommendations and monthly serological monitoring (IgG and IgM) in nonimmune
pregnant women.* The presence of anti-Toxoplasma gondii IgM should suggest recent infection.>®
Today, the unreliability of IgM detection using commercially available techniques for confirming
recent infection is well known.> Most commercially available techniques lack specificity and it is nec-
essary to wait for the appearance of IgG to confirm seroconversion and therefore infection. These
techniques detect residual IgM for a variable length of time, sometimes several years after infection,
leading to avidity testing to help date the infection.®’” The aim of this study was to determine the
analytical performance of six marketed reagents, five automated enzyme-linked immunosorbent
assays and one western-blot assay, in women of childbearing age. The results should help biologists
in charge of these analyses to choose which reagents to use for optimal patient care.

MATERIEL ET METHODES

Ethics. The routine diagnostic methods were used during routine laboratory work-up for the patients who
received written laboratory reports. The evaluated diagnostic methods made use of excess serum. Patient
characteristics were obtained from a non-interventional review of medical charts and laboratory results. Ac-
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cording to French law, the patients were informed and retained the right to oppose the use of their anony-
mised medical data for research purposes. Dedicated ethical approval and individual patient consent were not
necessary for this type of study. 8

Patients and samples. Serum samples belonged to patients from the Toulouse University Hospital, France,
who were diagnosed between 2020 and 2024. Sera were stored at -20°C until further analysis. The sera were
from non-immunocompromised women of childbearing age, for whom follow-up over time was used to de-
termine their toxoplasmosis immune status. If several sera belonged to the same patient, only the first was
retained.

Sera were selected on the basis of IgM and IgG assay results using the routine Abbott technique (IgM >0.4).
Infection was dated by measuring IgG avidity, or by monitoring seroconversion and IgG titre trends. For each
serum, a corrected age was calculated, expressed in months since the first IgM-positive serum. For simplicity,
the term “post-infection months” will be used.

This dating of infection enabled six groups to be formed for evaluation:

— Group 1, non-immunized = IgM-/IgG- status. Sera selected on the basis of Abbott results, routinely

performed in our laboratory.

— Group 2, seroconversion = IgM+/IgG- status. Sera from patients in whom seroconversion was ob-

served. The first IgM positive serum was selected.

— Group 3, infection less than 2 months old = IgM+/IgG+ status with low IgG avidity and 2-fold increas-

ing of IgG titre on serum collected 3 weeks later.

— Group 4, infection over 2 months = IgM+/IgG+ status with low IgG avidity and stable IgG titre on se-

rum collected 3 weeks later.

— Group 5, infection more than 4 months old = IgM+/IgG+ status with high avidity and less than one

year's negative history.

— Group 6, long-standing immunity (>1-year post-infection) = IgM+ /IgG+ status. Sera from patients

whose infection was detected more than 12 months ago.

Routine diagnostic methods. Sera were prospectively assessed for the presence of IgG and IgM using at
least one of the following assays: Alinity Toxo IgG and IgM on the related automated analyser (Abbott Labora-
tories, Wiesbaden, Germany) and Platelia Toxo IgG and IgM tests on the automated analyser Evolis (Bio-Rad,
Marnes-La-Coquette, France).

Evaluated diagnostic methods. For all samples, data were completed using the following methods: Liai-
son Toxo IgM on the automated analyser Liaison XL, Vidas Toxo IgM on the automated analyser Vidas 3 (bio-
Mérieux, Marcy I'Etoile, France), Platelia Toxo IgM tests on the automated analyser Evolis, Elecsys Toxo IgM
assays on an automated Cobas 8000 analyser (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) and LDBio-Toxo IgM
Western blot (WB) assay (LDBio, Lyon, France). All tests were performed according to the manufacturers’ in-
structions. The cutoff values for IgG or IgM detection recommended by the manufacturers were used to inter-
pret the results (Table 1). All immunoassays reported the test results in IU/mL for IgG and all but one (Liaison),
index for IgM.

TABLE 1: IgM threshold values recommended by manufacturers.

Negative Grey zone Positive
Vidas Biomérieux < 0.55 [0.55 -0.65] > 0.65
Alinity Abbott < 0.50 [0.50 -0.60[ > 0.60
Platelia BioRad <08 [0.80 -1.0[ >1.0
Liaison DiaSorin (UA/mL) <6 [6 - 8] > 8
Cobas Roche <08 [0.80 -1.0[ >1.0

Statistical analysis. The characteristics of the studied population were described using percentages. A di-
agnostic sensitivity, specificity and accuracy calculation was performed on all the sera included in the study.
The analysis of the results was done using Receiving Operating Characteristic (ROC) curves. The results of sen-
sitivity, specificity and accuracy were compared using a test of equality of proportions. The areas under the
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ROC curves (AUC) were compared by a Bonferroni x2 test. The threshold of significance was set at 5%. All sta-
tistical tests and procedures were performed using the Intercooled Stata 9.2 statistical package (StataCorp,
College Station, TX).

RESULTS

Description of population, samples and dosages. All groups combined, 368 samples were
analysed with each assay. Table 2 shows the distribution of the study population between the six
groups.

TABLE 2. Distribution of samples by date of infection

Group N %

Group 1, non-immunised 187 50.8
Group 2, seroconversion 24 6.5

Group 3, infection less than 2 months old 30 8.2

Group 4, infection over 2 months 42 11.4
Group 5, infection more than 4 months old 39 10.6
Group 6, infection more than 1 year 46 12.5
Total 368 100

Non immune Seroconversion Infection less than 2 months old

200
]

Infection over 2 months Infection more than 4 months old  Infection more than 1 year old

200
1

Abbott Biorad Biomerieux Diasorin Roche

FIGURE 1. Quantitative distribution of the ratio result/grey zone threshold according to assays and groups.

In order to be comparable, the distribution of the grey zone result/threshold ratio according to test
and group is shown in Figure 1. For all reagents, most values are between 0.5 and 5 times the tech-
nique threshold. Table 3 shows the repartition of the results by test in each clinical group when
equivocal results were considered as positive and when considered negative. For group 1, non-
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immunized, LDBio assay was positive for only 1 sample, unlike the other techniques. For group 3,
infection less than 2 months old, all assays performed equally well, with 100% positive results.

TABLE 3. Results of IgM detection by each assay according to classification of equivocal results®

s Group 1 Group 2 Group 3 Group 4 Group 5 Group 6
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)

Ldbio 1(0.5) 21 (87.5) 30 (100) 38 (90.5) 20 (51.3) 20 (43.5)
Biomerieux

Positive 15 (8.0) 19 (79.8) 30 (100) 31 (73.8) 14 (35.9) 21 (45.6)

Negative 13 (6.9) 18 (75.0) 30 (100) 27 (64.3) 10 (25.6) 18 (39.1)
Abbott

Positive 48 (25.7) 20 (83.3) 30 (100) 33 (78.6) 22 (51.4) 34 (73.9)

Negative 39 (20.9) 20 (83.3) 30 (100) 33 (78.6) 17 (43.6) 27 (58.7)
Biorad

Positive 42 (22.5) 23 (95.8) 30 (100) 42 (100) 37 (94.9) 43 (93.5)

Negative 31 (16.6) 23 (95.8) 30 (100) 39 (92.9) 31 (79.49) 43 (93.5)
Diasorin

Positive 17 (9.1) 18 (75.0) 30 (100) 37 (88.1) 17 (43.6) 27 (58.7)

Negative 13 (6.9) 17 (70.8) 30 (100) 32 (76.2) 8 (20.5) 11 (23.9)
Roche

Positive 17 (9.1) 18 (75.0) 30 (100) 28 (66.7) 18 (46.2) 28 (60.9)

Negative 13 (6.9) 18 (75.0) 30 (100) 22 (52.4) 13 (33.3) 19 (41.3)

@ The criteria were determined with the high and low cut-off values specified by the manufacturers. There was no grey
zone in the LDBio test.

The more distant of the date of infection, the more the results diverge. Biorad remained positive in a
large number of patients, even at a distance from the infection (group 6). Biorad and Abbott have a
high number of false positive results in group 1.

Evaluation of the tests in relation to immune status determined by patient follow-up

Can the evaluated tests differentiate a recent infection from no infection or from an old infec-
tion? As shown on Figure 2, the overall performance of the quantitative tests represented by the
ROC area was acceptable ([0.7-0.9]) and equivalent between them except for Abbott which showed
a significantly lower ROC area. As we can see from Tables 3 and 4, most of the tests evaluated have
similar overall performance. All tests detected IgM in the context of infections less than two months
old (group 3) in all patients. All the tests detected IgM up to several years after the supposed date of
infection. LDBio exhibited the best accuracy of all (87.2%, €1*[98.72-100], p<0.001). For quantitative
tests, accuracy was not significantly different between considering borderline results as positive or
negative, but sensitivity was. Equivocal results were then considered positive for the rest of the anal-
ysis, as they would be treated by the doctor as positive results due to the suspicion of infection. Bio-
rad exhibited the best sensitivity (97.8%, C1%[96.3-99.3], p<0.001), but also the worse specificity
(63.5%, C1[58.6-68.4], p<0.001). The performance of these tests was not very good at differentiating
recent infections from the rest of the population. This was probably not a problem of test specificity,
but rather of sensitivity, which allowed some tests to detect for longer periods the residual specific
IgM that is classically observed in latent Toxoplasma gondii infection. The presence of IgM in this
context remained difficult to confirm or invalidate, even with the availability of western-blot testing.
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TABLE 4. Overall relative sensitivity, specificity, PPV, NPV and accuracy according to classification of equivocal
results?, controls are non-immune patient and infection more than 1 year (group 1 & group 6), cases are all
the other groups (2 to 5), N=368

Assays Sensitivity® Specificity® PPV¢  NPV© Accuracy p¢
% [CI°3] % [CI°%] (%) (%) % [CI®°]

Ldbio 80.7 [76.7-84.8] 91.0 [88.1-93.9] 75.9 93.1 87.2 [83.8-90.6]

Abbott <0.0001f
Positive 77.8 [73.5-82.0] 64.8 [59.9-69.7] 43.7 89.3 69.6 [64.9-72.3]

Negative 74.1 [69.6-78.6] 71.7 [67.1-76.3] 479 88.7 72.6 0.37¢
Roche <0.001f
Positive 69.6 [64.9-74.3] 80.7 [76.7-84.7] 55.9 88.3 76.6 [72.2-80.9] <0.0019
Negative 60.7 [55.8-65.7] 86.3 [82.8-89.8] 60.8 86.2 76.9 0.92¢
Diasorin 0.03f
Positive 75.6 [71.2-80.0] 81.12 [77.1-85.1] 58.4 90.3 79.1 [74.9-83.2] <0.0019
Negative 64.4 [59.6-69.3] 89.7 [86.6-92.8] 68.7 87.8 804 0.66°
Biorad <0.001f
Positive 97.8 [96.3-99.3] 63.5 [58.6-68.4] 48.5 98.8 76.1[71.7-80.5]

Negative 91.1 [88.2-94.0] 68.2 [63.5-73.0] 50.2 95.6 76.6 0.87¢
Biomerieux 0.03f
Positive 69.6 [64.9-74.3] 84.6 [80.7-88.2] 61.3 88.8 79.1 [74.9-83.2] <0.0019
Negative 63.0 [58.0-67.9] 86.7 [83.2-90.2] 62.4 87.0 78.0 0.72¢

PPV, positive predictive value; NPV, negative predictive value.
@ The criteria were determined with the high and low cut-off values specified by the manufacturers. The LDBio test didn't

have a grey zone.

b Performance values were calculated according to immune status determined by patient follow-up.
¢PPVs and NPVs were calculated using an estimated seroprevalence in France, 2021 (26%).°

d Test of equality of proportions. © For accuracy within assays considering doubtful result as positive or as negative. f For
accuracy between LDBio and the other tests when doubtful results considered as positive ones.

9 For the sensitivity, between Biorad and the other tests when accuracy was not significantly different.

At manufacturer threshold, a combination of Biorad following by LDBio confirmation could be en-
visaged to confirm the specificity of IgM, but the lack of sensitivity of the western-blot would not
allow a conclusion to be drawn on the absence of specific IgM. In cases there is positive IgM and
positive IgG, an avidity test would probably be carried out. We therefore wanted to find out whether
these tests would be more effective in a targeted population with no IgG, since in this case we didn't
have the option of carrying out the avidity test.
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FIGURE 2. ROC area of quantitative tests, controls are non-immune patient and infection more than 1 year
(group 1 & group 6), cases are all the other groups (2 to 5), N=368

How would the tests perform in patients with no IgG (group 1 vs group 2)? On Figure 3, only
Biorad's ROC area showed good performance ([0.9-1]) for patient without IgG, where the other tests
were only acceptable, but there was no significant difference between the different reagents. As
shown in Table 5, LDBio exhibited the highest accuracy (98.1%, CI**[96.7-99.5], p<0.001) and the
best specificity, reaching almost 100% (99.5%, CI1*°[98.5-100], p<0.001). Biorad had the highest sensi-
tivity (95.8%, C1%°[93.1-98.5], p<0.001) but its specificity and accuracy were one of the lowest, as Ab-
bott's. The other quantitative tests (Roche, Diasorin and Biomerieux) performed similarly to each
other, but significantly less well than LDBio, with sensitivities below 80%.

The discordances found between the western blot and the other techniques for groups 1 and 2 are
shown in Table 6. In the group of non-immunized patients (group 1), only one sample (S1) was
found to be positive by LDBio, with no IgG appearance after 2 months' follow-up. This sample was
also positive with Biorad and Roche reagents. In the seroconversion group (group 2), four samples
were discordant between LDBio and at least one of the other reagents. In only one case (S5), LDBio
was positive, and all other tests were negative.
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FIGURE 3. ROC area of quantitative tests in serum without IgG, Group 2, seroconversion (cases), versus Group

1, non-immunised (controls), N=211

TABLE 5. Relative sensitivity, specificity, PPV, NPV and accuracy in serum without I1gG, Group 2, seroconversion

(cases), versus Group 1, non-immunised (controls), N=211

Assays Sensitivity® Specificity® PPV© NPV« Accuracy pe
% [CI%] % [CI%] (%) (%) % [CI%]

LDBio 87.5 [83.0-92.0] 99.5 [98.5-100] 98.3 95.8 98.1 [96.7-99.5]

Abbott 83.3 [78.3-88.4] 74.3 [68.4-80.2] 533 92.7 75.4 [71.0-79.8] <0.001
Roche 75.0 [69.26-80.8] 90.9 [87.0-94.8] 74.45 91.2 89.1 [85.9-92.3] <0.001
Diasorin 75.0 [69.2-80.8] 90.9 [87.0-94.8] 74.4 91.2 89.1 [85.9-92.3] <0.001
Biorad 95.8 [93.1-98.5] 77.5[71.9-83.2] 60.0 98.2 79.6 [75.5-83.7] <0.001
Biomerieux 79.2 [73.7-84.7] 92.0 [88.3-95.6] 77.6 92.6 90.5 [87.5-93.5] <0.001

PPV, positive predictive value; NPV, negative predictive value.

@ Performance values were calculated according to immune status determined by patient follow-up, doubtful results con-

sidered as positive ones.
bPPVs and NPVs were calculated using an estimated seroprevalence in France, 2021 (26%)°.
¢Test of equality of proportions for accuracy each assay against LDBio.
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TABLE 6. Discordant results of LDBio in group 1 and 2.

Sample Group LDBio Biomerieux Abbott Biorad Diasorin Roche Follow-up

S1 1 p n n o] n p Negative IgG 2 months later
S2 2 n n n p n n  Positive IgG 2 months later
S3 2 n n o] o] n n Positive IgG 2 months later
S4 2 n n n p n n  Positive IgG 1 month later
S5 2 p n n n n n Positive IgG 1 month later

p=positive, n=negative

LDBio in sera with non specific IgM detection
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FIGURE 4. Association between false positive IgM with screening tests and the presence of p30 or p40 with
LDBio, in Group 1.

Figure 4 shows the proportion of bands detected by western blot in the sera of non-immunised pa-
tients (Group 1) when the screening technique returned a false positive. In 55-75% of cases, no
bands were detected by western blot. With the exception of the case described in Table 6 (S1),
LDBio did not reveal more than one band, band 30 or band 40.

Optimization of the performances of the screening tests.

For patients with IgG, would it be possible to determine specific thresholds that would
improve test performances? From the detailed reports of sensitivity, specificity and accuracy of
each assay, in patient with IgG (group 6 vs group 3 to 5) (Table 7), it would appear that none of the
proposals achieved even an acceptable performance for all the tests. The options, in this context,
would then be to perform avidity and/or monitor IgG kinetics to date infection.
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TABLE 7. Variation of sensitivity, specificity and accuracy according to cut-off values, in serum with 1gG, con-
trols are infection more than 1 year (group 6), cases are all the other groups with IgG (3 to 5), N=157

Assays Cut-off Sensitivity (%) Specificity (%) Accuracy (%)
LDBio 79.3 56.5 72.6
Abbott 0.3 95.5 2.2 68.2
0.5 76.6 26.1 61.8
0.6 72.1 41.3 63.1
1.8 40.5 95.7 56.7
Roche 0.3 95.5 8.7 70.1
0.4 94.6 174 72.0
0.8 68.5 39.1 59.9
1.0 57.7 58.7 58.0
42 26.1 95.7 46.5
Diasorin 3.2 94.6 19.6 72.6
6.0 75.7 413 65.6
8.0 63.1 76.1 66.9
13.6 52.3 95.7 65.0
Biorad 0.7 100 44 72.0
0.8 98.2 6.5 713
1.0 91.0 6.5 66.2
55 38.7 95.7 554
Biomerieux 0.17 100 0 70.7
0.25 95.5 2.2 68.2
0.55 67.6 54.4 63.7
0.65 61.2 60.9 61.1
1.15 40.5 95.7 56.7

Bold values are manufacturer thresholds.

In the absence of IgG, is it possible to optimize the performance of the various automated
techniques and propose the most effective screening/confirmation strategy? In a screen-
ing/confirmation strategy, the aim is to have the most sensitive screening technique possible, so as
not to miss any cases, and with a sufficiently high specificity so as not to have to carry out too many
confirmatory tests. Table 8 shows the detailed reports of sensitivity, specificity and accuracy of each
assay, in patient without IgG (group 1 vs group 2).

Considering the low value of the manufacturer grey zone for each test, Biorad showed a significantly
higher sensitivity than LDBio (p=0.002), all other tests except Abbott had a significantly lower sensi-
tivity than LDBio. For Diasorin, achieving a sensitivity equivalent to that of Biorad was not possible at
any of the thresholds proposed in the detailed report of sensitivity and specificity. For Abbott, Roche
and Biomerieux, we were able to propose a lower threshold for entry into the grey zone, enabling us
to achieve a sensitivity that was not significantly different from that of Biorad. These values were
0.15 for Abbott, 0.3 for Roche and 0.15 for Biomerieux. For Biorad, whether the low value of the grey
zone or the high value was considered had no significant impact on the specificity of the test
(p=0.13). The threshold for achieving the specificity of LDBio was 7.8. If other screening reagents are
used, 3.1, 26.7, >161 and 3 were the IgM values of Abbott, Roche, Diasorin and Biomerieux respec-
tively, above which it would not be necessary to use the LDBio confirmation western-blot, the speci-
ficity of the tests at these thresholds being the same as that of LDBio. An optimal strategy would be
to carry out Abbott, Biorad, Roche and Biomerieux screening with a confirmatory LDBio test if the
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IgM result was between 0.15 and 3.1, 0.8 and 7.8, 0.3 and 26.7, and 0.15 and 3, respectively. Table 9
shows the number of LDBio that would have been performed on a screening test result in the zone
determined above, for each screening test except Diasorin, and the number of true positives, false
positives, true negatives and false negatives identified in our study population.

TABLE 8. Variation of sensitivity, specificity and accuracy according to cut-off values, in serum without IgG,
Group 2, seroconversion (cases), versus Group 1, non-immunised (controls), N=211.

Assays Cut-off Sizsllct:ll\;;;y Sg/(:c['é'lcg;;y pb
LDBio 87.5 [83.0-92.0] 99.5 [98.5-100] 0.002¢
Abbott 0.07 95.8 [93.1-98.5] 40.1
0.15 91.7 [88.0-95.4] 61.0 0.08¢
0.5 83.3 [78.3-88.4] 74.3 [68.4-80.2] <0.001¢
0.6 83.3 79.1
3.1 417 99.5 [98.5-100
Roche 0.2 95.8 [93.1-98.5] 347
0.3 91.7 [88.0-95.4] 85.0 0.08¢
0.8 75.0 [69.26-80.8] 90.9 [87.0-94.8] <0.001¢
1.0 75.0 93.1
26.7 4.2 99.5 [98.5-100
Diasorin <2.99 100 0.00
3 83.3 [78.3-88.4] 81.8 <0.001¢
6.0 75.0 [69.2-80.8] 90.9 [87.0-94.8] <0.001¢
8.0 70.8 92.5
160 42 99.5 [98.5-100
Biorad 0.8 95.8 [93.1-98.5] 77.5[71.9-83.2] 1
1.0 95.8 83.4 [78.4-88.4] 0.13¢
7.8 417 99.5 [98.5-100
Biomerieux 0.05 95.8 [93.1-98.5] 22.5
0.15 91.7 [88.0-95.4] 76.5 0.08¢
0.55 79.2 [73.7-84.7] 92.0 [88.3-95.6] <0.001¢
0.65 75.0 92.0
3 25.0 99.5 [98.5-100

Bold values are manufacturer thresholds.

@ Performance values were calculated according to immune status determined by patient follow-up, doubtful results con-
sidered as positive ones.

bTest of equality of proportions, < for sensitivity of each assay against Biorad, 9 for specificity between the two thresholds
cut-off for Biorad
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TABLE 9. Number of LDBio performed according to the minimum (best sensitivity) and maximum (best speci-
ficity) limits chosen for each reagent, and percentage of true positives (TP), false positives (FP), true negatives
(TN) and false negatives (FN), in serum without IgG, Group 2, seroconversion (cases), versus Group 1, non-
immunised (controls), N=211.

LDBio
Assays [thresholds] N (%) (n Group 1/n Group 2) N'I'(I;) NF(I;,) NT([:A) NF(N%)
Abbott [0.15-3.1] 85 (40.3) (72/13) 11 (12.9) 1(1.2) 71 (83.5) 2 (24)
Roche [0.3-26.7] 47 (22.3) (26/21) 19 (40.4) 1(2.1) 25 (53.2) 2(4.3)
Biorad [0.8-7.8] 54 (25.6) (41/13) 10 (18.5) 1(1.8) 40 (74.1) 3(5.6)
Biomerieux [0.15-3] 61 (28.9) (44/17) 15 (24.6) 1(1.6) 43(70.5) 2(3.3)

The number of LDBio performed was significantly higher when screening with Abbott than when
screening with any of the other three reagents (p=0.01).

DISCUSSION

This study presents a comparison of the analytical performances of six reagents for the detection of
anti-Toxoplasma gondii IgM in a large cohort of women of childbearing age. Determining a patient's
immune status is based on testing for anti-Toxoplasma gondii 1gG and IgM.? If IgM is detected, the
French health authorities recommend a confirmatory test to be carried out on a new sample.® All of
the evaluated assays are known to be effective at detecting anti-T. gondii IgM, with very good sensi-
tivity and specificity, called technical sensitivity and specificity.’®"> These technical performances
must be differentiated from the diagnostic ones. In the context of toxoplasmosis, several pitfalls
have an impact on these technical performances. The presence of IgM in a patient who also has IgG
does not prejudge the date of infection, especially as, in toxoplasmosis, it is common to detect spe-
cific IgM for months or even years after infection.”'® This is why an avidity test is usually necessary to
date the infection. Despite this, it is not always possible to exclude a recent infection and to reassure
patients and medical staff that there is no risk of vertical transmission of the parasite in case of
pregnancy. The presence of IgM in this context is not necessary a technical false positive, but it de-
creases the diagnostic specificity of the tests. For this reason, we based our assessment on groups
formed on the basis of immune status with respect to toxoplasmosis, using the patients' serological
follow-up data and, to avoid confusion, we will be talking about diagnostic performances until the
end of the discussion.

The detection of IgM in non-immune pregnant women raises fears of infection and a risk of trans-
mission to the foetus, so high test sensitivity and specificity should enable a reliable diagnosis and
optimal management. In the case of a pregnant woman in whom the first serology test is not per-
formed until after the start of pregnancy, in presence of IgG, medical staff should be able to rely on
the IgM results to establish immunisation status (absence of IgM and presence of IgG) or suspected
recent infection (presence of IgM and 1gG).

In our study, based on their AUC profiles, all the quantitative tests had at most acceptable overall
performance (AUC between 0.7 and 0.9), and Abbott's AUC was significantly lower than that of the
others. The choice of selecting sera with IgM > 0.4 on our routine Abbott assay may explain Abbott's
lower performance, especially in terms of specificity. Furthermore the pregnant women included in
this study could have been treated with spiramycin, which may have disturbed the composition of
the groups through its impact on IgG levels and avidity." It should be noted that all tests demon-
strated 100% sensitivity and specificity for the detection of specific IgM in infections less than 2
months old (Group 3 - IgM+/IgG+).
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At the suppliers' thresholds, considering all groups, all the tests evaluated had a diagnostic sensitivi-
ty significantly lower than that of Biorad and a diagnostic specificity significantly lower than that of
LDBio, when doubtful values were considered positive. These results were consistent with those of
other studies.””" However, differences in specificity results were found compared with previous
studies. Most of these studies compared the techniques to a gold standard (ISAGA) or to another
technique chosen as a reference, but not to clinical groups. This choice made it difficult to compare
technical and diagnostic performance. Our study found lower specificities and sensitivities for each
test, with the exception of Abbott's sensitivity, which was much higher. This could be explained by
the fact that IgM+/IgG+ sera were included in the seroconversion group, whereas two groups were
distinct in our study, the IgM+/IgG- group (group 2 - seroconversion) and the IgM+/IgG+ group
(group 3 - infection less than 2 months old). Furthermore, given the selection of serum with an Ab-
bott IgM > 0.4 criterion, group 6 (infection more than one year) presented only few IgM-/IgG+ pa-
tients. In the overall population, a Biorad screening test followed by confirmation with LDBio could
be envisaged to confirm the specificity of IgM, but the lack of sensitivity of the western-blot would
not allow a conclusion to be drawn on the absence of specific IgM.

In cases where IgG were also positive, performances were not improved by changing the positivity
threshold. Given the consequences of infection during pregnancy, an avidity test should be per-
formed, making it unnecessary to perform a confirmatory technique for IgM. Concerning
IgM+/IgG+ groups, in the literature, some studies have used a cut-off point of 4 months post-
infection to distinguish recent from old infections.”""” Given the duration of pregnancy, the perfor-
mance of reagents for IgM detection may still be of interest at 4 months post-infection. In our study,
the limit for defining an old infection has been set at one year, as in the study carried out by the
National Reference Center for toxoplasmosis.”” They compared the results with ISAGA. Results for
Biorad and Diasorin were similar to those of the gold-standard, while the number of IgM-positive
sera was lower for Biomerieux, Roche and Abbott. Once again, these differences can be explained by
the composition of the population groups and the gap between technical and diagnostic perfor-
mance.

If we focus on the non-IgG population, as a detection assay, high sensibility and specificity should
be targeted to ensure the test's reliability in the event of suspected acute toxoplasmosis. Using the
manufacturers cut-off, the highest sensitivity was obtained with Biorad. For the other tests, equiva-
lent sensitivity could be obtained by lowering the positivity threshold of the technique in relation to
the threshold proposed by the supplier. In this population (group 1 and group 2), LDBio exhibited a
very good specificity near 100%, but its sensitivity was significantly lower than that of the screening
tests. The performance of the combination of Biorad at the manufacturer threshold, or Abbott,
Roche and Biomerieux at the new thresholds, and LDBio seemed more interesting than in IgG+ pa-
tient, as it allowed confirmation of the presence of specific IgM in the case of a positive LDBio test.
The low sensitivity of the LDBio made it impossible to distinguish between false negatives from the
LDBio and false positives from screening tests. In order to limit the number of LDBio tests per-
formed, ranges of values, from 95% sensitivity to 95% specificity, have been proposed for each
screening test (Table 9), within which LDBio could help to confirm the presence of specific IgM. In
our population, Abbott would result in a greater number of LDBio confirmation tests than Biorad,
Roche and Biomerieux. In a study carried out in 2022, Meroni et al."® demonstrated that the LDBIO-
Toxo IgM Western blot was capable of detecting recent infection with a sensitivity of 97.8% and a
specificity of 89.7%, performances quite different from those found in our study. The very high sen-
sitivity could be explained by the fact that in their ‘recent infection’ group, the population corre-
sponded to the combination of our groups 2 and 3, group 3 in which sensitivity and specificity were
100% for all tests. Their lack of specificity could be explained by the fact that they used several sera
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for the same subject in the control group, thus artificially increasing the number of false positives.
Meroni et al. conclude that the p30 band may be responsible for the detection of false positives by
ELISA techniques. This hypothesis was analysed in our study and not confirmed.

In our study, the LDBio confirmatory test demonstrated its ability to confirm the specificity of IgM
when it returned a positive result. However, due to insufficient sensitivity, a negative result does not
rule out the presence of specific IgM detected by the screening test. In patients who already have
specific 1gG, the test is therefore of little value, as it will not avoid the need to perform an avidity test
to date the infection. In patients without specific IgG, its value is just as limited, since it can't reas-
sure the doctor and patient by ruling out the presence of specific IgM, and therefore the suspicion
of a recent infection. Only close monitoring of the appearance of IgG, in the absence of a positive
result, can rule out recent infection. For patients with specific IgM confirmed by LDBio, current man-
agement recommendations® are based on confirmation of infection by the appearance of IgG. In this
case, it will indicate that an infection is underway, although no treatment is planned at this stage.

In patients who already have IgG, the tests studied showed diagnostic performances that were at
best acceptable and equivalent between them. This is probably due to the fact that in toxoplasmo-
sis, specific IgM can persist for several months or even years,”'® making the tests, however specific,
less discriminating. In patients who do not yet have IgG, greater familiarity with screening tests
means that threshold values can be determined, beyond which specificity is the same as for the con-
firmatory test, making it unnecessary to carry it out.

As a laboratory is rarely equipped with several automated systems, choosing the most appropriate
reagents for IgM requires a concomitant analysis of diagnostic performances in IgG detection, and
in different populations, performances on which numerous studies have already been published.'>%
The solution or solutions envisaged must also consider the adaptability of techniques to the volume
of tests to be carried out and the characteristics of the targeted population, which may differ be-
tween expert laboratories, university hospital laboratories and outpatient laboratories.
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. Données complémentaires

La majorité des bandes présentes sur les western-blots sont les bandes p30 et p40.
Leur pic de positivité se trouve entre la séroconversion et 2 mois aprés l'infection, puis di-
minue a 65% de présence dans les sérums de plus de 4 mois, sans jamais se négativer
totalement (Figure 10). Les bandes p31 et p38 sont moins fréquemment retrouvées mais
suivent la méme cinétique. La présence de la bande p33 est rare et semble variable dans
le temps.
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0%
Non immunisés Séroconversion Moins de 2 mois Plus de 2 mois Plus de 4 mois Plus d'1 an

30 p31 p33 P38 em===p40
Figure 10. Répartition des bandes (en %) en fonction du temps.

Conclusion

Aucun des tests évalués ne permet d'exclure une infection tardive ou de confirmer la
présence d’IgM non spécifiques. La meilleure stratégie a adopter varie en fonction de la
présence d'lgG et il parait nécessaire de faire évoluer les seuils des techniques en
'absence d’lgG. Pour confirmer la présence d’IgM spécifiques et la suspicion d’infection
récente dans les sérums sans IgG, la meilleure stratégie semble étre un test de dépistage
comme Biorad (seuil de 0,8), Abbott (seuil de 0,15), Roche (seuil de 0,3) ou Biomérieux
(seuil de 0,15) suivi d’une confirmation par le western-blot de LDBio. Un seuil au-dela du-
guel la réalisation du western-blot n'est plus utile, car la spécificité des tests de dépistage a
rejoint celle du test de confirmation, a été déterminé pour chaque technique. Pour les pa-

tients 1gG-positifs, le test d'avidité reste nécessaire pour dater l'infection, étant donné la
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persistance des IgM spécifiques. Quel que soit le résultat des 1gG, la négativité du test de
confirmation ne permet pas d’exclure la présence d’IgM spécifiques en raison de sa
moindre sensibilité.

Un laboratoire étant rarement équipé de plusieurs automates, le choix des réactifs
les plus appropriés pour les IgM nécessite une analyse concomitante des performances
diagnostiques dans la détection des IgG, et dans différentes populations, performances sur
lesquelles de nombreuses études ont déja été publiées®®4, La ou les solutions envisagées
doivent également prendre en compte I'adaptabilité des techniques au volume des tests a
réaliser et aux caractéristiques de la population ciblée, qui peuvent étre différentes entre les
laboratoires experts, les laboratoires hospitalo-universitaires et les laboratoires ambula-

toires.

Selon les recommandations nationales, un traitement par spiramycine ou pyrimé-
thamine-sulfadiazine ne doit étre débuté qu’aprés documentation de la séroconversion (ap-
parition des IgG). Cependant, certains protocoles de soins de la toxoplasmose congéni-
tale*? préconisent l'instauration de la spiramycine dés la détection d’IgM isolées, en attente
de l'apparition des IgG. Les conséquences sur la cinétique des IgG et l'avidité ont été dé-
montrées, entrainant un retard d’apparition et de maturation de ces derniéres.*® En effet, le
traitement par spiramycine a un impact direct sur 'augmentation du taux d’lgG et de leur
avidité, réversible a I'arrét du traitement. Sous traitement, I'avidité peut rester faible jusqu’a
6 mois post-infection. A I'heure actuelle aucune étude ne montre I'efficacité de cette instau-
ration précoce, et I'on peut supposer que cette derniére peut étre délétére sur la datation de

la séroconversion.

Parmi les axes d’amélioration du diagnostic sérologique de la toxoplasmose, des
recherches sur I'utilisation d’antigénes recombinants sont en cours.?* Leur utilisation per-
mettrait une standardisation des réactifs, a I’heure actuelle compliquée par la variabilité des
lysats de tachyzoites utilisés. Une revue de littérature a regroupé les études faites sur les
antigénes de surface (SAG), les protéines de rhoptries (ROP) et les antigenes de granules
denses (GRA) principalement. Il semblerait que les antigenes ROP2 et GRA8 ne réagissent
pas dans les infections chroniques. Néanmoins les méthodes de dosages et de référence
et les criteres d’inclusion variaient trop entre les études pour permettre une vraie comparai-
son. Une autre stratégie pourrait étre I'utilisation de marqueurs de l'inflammation pour dis-

tinguer une infection aigué telle que YKL-40, une glycoprotéine.**
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En attendant que de plus larges études évaluent leur efficacité, chez les patients
sans 1gG, aprés détection des IgM et confirmation par LDBio Toxo IgM, I'utilisation du wes-
tern blot IgG pourrait avoir sa place. En effet il a été montré qu’il permet une détection plus
précoce des IgG d’'une dizaine de jours.® S’il confirme la présence d’lgG, un traitement

prophylactique pourrait directement étre instaure.
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Clara PETIT Toulouse, 5 septembre 2025

Quelle méthode choisir pour la détection des IgM anti-Toxoplasma chez la femme en
age de procréer ? Evaluation des performances de six réactifs commercialisés au
CHU de Toulouse.

L'infection par Toxoplasma gondii pendant la grossesse peut avoir des conséquences graves pour le feetus.
La détection des IgM anti-Toxoplasma est nécessaire, mais l'interprétation reste difficile en raison de la per-
sistance des IgM et de la performance variable des tests. Cette étude a évalué six tests IgM commerciaux
(cing immunodosages et un western-blot) en utilisant 368 échantillons de sérum de femmes en age de pro-
créer, classées en fonction de leur statut immunitaire et de la date de l'infection. Aucun des réactifs évalués
n'‘a permis d'exclure une infection récente ou de différencier les IgM provenant d'une infection récente de
celles provenant d'une infection ancienne. La meilleure stratégie a adopter dépendait de la présence d'lgG.
Pour diagnostiquer des infections précoces dans des sérums dépourvus d'lgG, c'est-a-dire pour confirmer la
spécificité des IgM, la meilleure stratégie semble étre un test de dépistage, a un seuil donnant une sensibilité
d'au moins 90 %, comme Biorad (seuil 0,8), Abbott (seuil 0,15), Roche (seuil 0,3) et Biomerieux (seuil 0,15),
suivi du LDBio western-blot. Un seuil au-deld duquel le western-blot n'est plus utile a été déterminé pour
chaque technique. Pour les patients avec des IgG, le test d'avidité restait nécessaire pour dater l'infection,
compte tenu de la persistance d'IgM spécifiques. Quel que soit le résultat des IgG, un test de confirmation
négatif ne permettait pas d'exclure la présence d'IgM spécifiques, en raison de leur moindre sensibilité.

Which method should be chosen for the detection of anti-Toxoplasma IgM in women
of childbearing age? Evaluation of six commercially available assays

Toxoplasma gondii infection during pregnancy can have serious consequences for the fetus. Detection of anti-
Toxoplasma IgM is necessary, but interpretation remains difficult due to IgM persistence and variable test
performance. This study evaluated six commercial IgM tests (five immunoassays and one western blot) using
368 serum samples from women of childbearing age, classified according to immune status and date of infec-
tion. None of the reagents evaluated was able to rule out recent infection, or to differentiate between IgM from
recent and IgM from old infection. The best strategy to adopt depended on the presence of IgG. To diagnose
early infections in IgG-free sera, i.e. to confirm the specificity of IgM, the best strategy seemed to be a screen-
ing test, at a threshold that gave a sensitivity of at least 90%, such as Biorad (threshold 0.8), Abbott (threshold
0.15), Roche (threshold 0.3) and Biomerieux (threshold 0.15), followed by the LDBio western-blot. A threshold
beyond which the western-blot was no longer useful was determined for each technique. For IgG-positive
patients, the avidity test remained necessary to date the infection, given the persistence of specific IgM.
Whatever the 1gG result, a negative confirmatory test could not rule out the presence of specific IgM, due to its
lower sensitivity.
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