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Résumé

La consommation de viande crue ou insuffisamment cuite est une voie de transmission de
Toxoplasma gondii (T. gondii) a I’humain dont on connait peu I’impact sur la santé publique.
Dans une perspective d’évaluation de 1’exposition humaine, nous avons caractérisé la présence
de T. gondii dans la viande vendue au détail au Canada par 1’estimation de prévalences, de
facteurs de risque et de quantités de parasites par portion. Au total, 302 échantillons d’agneau,
363 de porc et 330 de beeuf ont été collectés dans des magasins d’alimentation a travers le pays.
Les échantillons d’agneau et de porc ont été testés par ELISA. Tous les échantillons séropositifs
ainsi que tous les échantillons de beeuf ont été testés par réaction de polymérase en chaine
précédée d’une capture magnétique (MC-PCR). Parmi les échantillons de porc et de beeuf,
respectivement 0,3% et 0,6 % étaient positifs a 7. gondii. Des prévalences de 11,1%, 4,3% et
5,4% ont ét¢ estimées respectivement dans la viande d’agneau vendue au Québec, en Colombie-

Britannique et en Ontario, avec généralement plus de 4000 parasites par échantillon.

Une régression logistique multivariable a permis d’identifier la viande d’agneau comme étant a
risque plus élevé de contenir 7. gondii comparativement a la viande de beeuf (OR=13,9 et
p<0,001) et de porc (OR=33,3 et p<0,001). La viande d’agneau hachée comparée aux autres
coupes (OR=8,8 et p<0,001) ainsi que la viande d’agneau provenant de Nouvelle-Zélande
comparativement a I’ Australie (OR=12,3 et p<0,001) ont ¢galement été identifiés comme étant
des facteurs de risque. Ces données sont essentielles a 1’élaboration de modéeles quantitatifs
d’évaluation du risque de toxoplasmose par la consommation de viande et par conséquent,

permettent d’orienter sa gestion au Canada.

Mots-clés : Toxoplasma gondii, Prévalence, Quantification, Facteurs de risque, MC-PCR,

Porc, Agneau, Beeuf, Santé publique, Evaluation du risque
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Abstract

The consumption of raw or undercooked meat is a route of transmission of Toxoplasma gondii
(T. gondii) to humans whose public health impact is little known. In a human exposition
assessment perspective, we characterized the presence of 7. gondii in retail meat in Canada by
the estimation of prevalences, risk factors and amounts of parasites per serving. A total of 302
samples of lamb, 363 pork and 330 beef were collected in food stores across the country. Lamb
and pork were tested by ELISA. All seropositive samples and all beef samples were tested by
magnetic capture polymerase chain reaction (MC-PCR). Among pork and beef samples, 0.3%
and 0.6% were T. gondii positive, respectively. Prevalences of 11.1%, 4.3% and 5.4% were
found in lamb meat purchased in Quebec, British Columbia and Ontario respectively, with

generally more than 4000 parasites.

Multivariate logistic regression identified lamb meat as being more at risk to contain 7. gondii
compared to beef (OR=13.9, p<0.001) and pork (OR= 33.3, p<0.001). Ground lamb meat
compared to other cuts (OR=3.2, p<0.001) and lamb from New Zealand compared to Australia
(OR=12.3, p<0.001) were also identified as risk factors. These data are essential to the
development of quantitative models for assessing the risk of toxoplasmosis by meat

consumption and therefore guide its management in Canada.

Keywords: Toxoplasma gondii, Prevalence, Quantification, Risk factors, MC-PCR, Pork,
Lamb, Beef, Public Health, Risk Assessment
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1. Avant-propos

Toxoplasma gondii est un parasite largement répandu a travers le monde. Il est responsable
d’une zoonose appelée toxoplasmose'. Cette maladie posséde un fardeau élevé dans plusieurs
régions du monde, de par la sévérité de ses conséquences sur la santé humaine, plus que par son
occurrence. La difficulté que nous éprouvons a la diagnostiquer chez I’humain et a détecter les
protozoaires dans des matrices environnementales telles que 1’eau, le sol et les aliments a
certainement ralenti [’attribution de source pour cette maladie. Aujourd’hui, nous avons
I’opportunité de contribuer a I’avancement des connaissances scientifiques grace a de nouvelles
techniques qui sont prometteuses, sans toutefois étre standardisées. Le portrait actuel de la
toxoplasmose au Canada reste nébuleux. Est-ce une infection fréquente au sein de la population
? D’ou provient-elle ? Quelles en sont les conséquences économiques et sociales ? Toutes ces
questions restent sans réponse.

L’¢élaboration du modé¢le d’évaluation du risque axé sur les établissement alimentaires (ERE) de
I’Agence canadienne d’inspection des aliments a permis de mettre en lumi¢re un manque
d’information flagrant concernant le risque que représentait 7. gondii dans la viande consommée
au Canada. Des données non-publiées, simplifiées ou étrangéres (des Pays-Bas et des Etats-
Unis) sont incluses par défaut au modele, ce qui seme le doute quant a la précision et I’exactitude
des estimations de risque produites. Suite a nos lectures préliminaires, il s’est avéré évident
qu’un flou important persistait quant a la présence de ce parasite dans la viande consommée et
ce, partout dans le monde. Les potentielles retombées sur la santé publique et 1’aspect novateur

de cette fenétre de recherche ont motivé les travaux décrits fierement dans ce mémoire.

! Le terme toxoplasmose est utilisé dans ce mémoire pour désigner la maladie provoquée par T. gondii. En d’autres
mots, si I’on veut désigner une infection latente sans manifestation clinique, le terme «toxoplasmose» sera plutdt

remplacé par « infection a 7. gondii».



2. Recension de la littérature

2.1 Description du parasite

2.1.1 Historique et classification

Toxoplasma gondii (T. gondii) a été découvert par Nicolle et Manceaux (1908) en Tunisie dans
les tissus d’un rongeur, le gundi (Ctenodactylus gundi), qui était alors utilisé en laboratoire pour
étudier la leishmaniose. A la méme époque, Splendore identifia le parasite chez un lapin de
laboratoire au Brésil (Jitender Prakask Dubey, 2010). Le développement d’un test sérologique
en 1948 permit d’établir I’infection a 7. gondii comme étant commune chez I’humain (Dubey,
2011; Sabin et al., 1948). Ce n’est que dans les années 1970 que le cycle de vie du parasite et
ses voies de transmissions ont été élucidées par Dubey et al. (1970) par le biais d’études sur sa

réplication dans I’intestin des chats.

T. gondii est un protozoaire coccidien appartenant au phylum des Apicomplexa. La classification
des coccidies est basée sur la structure de I’oocyste, forme parasitaire ayant un role clé dans leur
transmission. Deux classes sont ainsi distinguées : les eimeria et les isospora. T. gondii est la
premiere coccidie du groupe des isosporas dont le cycle de vie a été €lucidé, contribuant ainsi a
la découverte de plusieurs autres parasites y étant apparentés tels que Neospora, Sarcocystis et
Hammondia (Jitender Prakask Dubey, 2010). 7. gondii est couramment utilis¢é comme modele

dans le domaine de la biologie cellulaire des organismes Apicomplexa.

2.1.2 Structure populationnelle

Malgré la présence d’un cycle de reproduction sexué et d’une distribution géographique
planétaire, la structure de la population de 7. gondii a initialement été¢ décrite comme étant
hautement clonale et génétiquement peu diversifiée. Ces conclusions, tirées d’analyses par
isoenzymes et par microsatellites, ont permis de grouper des isolats européens et américains, en
trois lignées (I, II et III) génotypiques (clonales) majeures, stables dans le temps et 1’espace
(Darde et al., 1988, 1992; Howe et al., 1995; Sibley et al., 2008). Un faible degré de divergence

(1 a 2% de la séquence d’ADN) est présent entre ces lignées «occidentales» (Ajzenberg et al.,



2004). En contrepartie, les récents génotypages multi-chromosomiques et multi-loci d’isolats de
partout dans le monde ont révélé une population parasitaire plus complexe et diversifiée,
reflétant un probable historique d’échange et de dérivation génétique fréquents. En effet, la
majorité des isolats trouvés en Amérique du Sud, en Afrique et en Asie ne concordent pas avec
’une des trois lignées majeures occidentales. A ce jour, le regroupement des nombreux
génotypes (incluant les 3 lignées occidentales) a permis de décrire 12 haplogroupes. Ceux-ci ne
sont toutefois pas totalement homogenes, dévoilant des sous-regroupements potentiellement
associés a I’origine géographique et aux caractéristiques phénotypiques des isolats. Il existe
encore des isolats atypiques et hautement différenciés qui ne peuvent étre inclus dans aucun de

ces haplogroupes (Robert-Gangneux et al., 2012) .

En Europe et en Amérique du Nord, la lignée clonale de type II est nettement prédominante
chez ’humain. En Amérique du Nord, les types II et III sont prédominants chez les animaux de
consommation (D. E. Hill et al., 2013). Il s’avere toutefois qu'une prévalence plus élevée de
souches atypiques y a été notée chez les animaux (sauvages et domestiques) nord-américains en
comparaison aux européens. L’haplogroupe 12, trés similaire a la lignée II, serait également
présent de fagon notable en Amérique du Nord (J. P. Dubey et al., 2011; Khan et al., 2011). La
population de 7. gondii en Amérique du Sud est hautement diversifiée du point de vue génétique,
avec plus de 88 génotypes atypiques identifiés a 1’aide de marqueurs de restriction fragment
length polymorphism (RFLP) (Pena et al., 2008; Pena et al., 2011). La lignée II y est presque
inexistante (Dubey et al., 2006). En Afrique et en Asie, la structure populationnelle du parasite

est encore peu connue, mais semble étre moins complexe et diverse qu’en Amérique du Sud.

2.1.3 Organisation génique

A I’aide du séquencage de génome complet, 14 chromosomes ont été identifiés dans le génome
de T. gondii allant d’une taille de 2 millions a plus de 7 millions de paires de bases (Khan et al.,
2005). Pour chacun des chromosomes, seulement deux alléles ont ét¢ identifiées. Celles-ci sont
réparties de fagon aléatoire entre les trois lignées principales, de sorte que pour chacun des loci,
deux lignées ont des all¢les identiques (a I’exception de possibles mutations mineures) alors que

I’autre aura une combinaison d’all¢les différente. Ce bassin génétique bi-allélique indique que



les trois lignées dominantes sont originaires de deux souches étroitement liées (Ajioka et al.,

2007).

2.1.4 Facteurs de virulence

La virulence des isolats de 7. gondii est normalement déterminée expérimentalement par
I’inoculation intrapéritonéale de tachyzoites chez une souris. Les isolats de type I sont trés
virulents, alors que les types II et III sont considérés avirulents. Tous les autres isolats ont une
virulence variable selon les différentes combinaisons de génes dont ils ont hérités (Dardé¢, 2008).
Les génotypes avec une majorité d’all¢les de type I sont généralement plus virulents (Mercier

et al., 2010).

Les facteurs de virulence clés sont des protéines sécrétoires libérées par des organelles apicales,
les rhoptries. Ces dernicres ont été étudiées chez T. gondii et chez plusieurs autres parasites
apicomplexiens tels que Plasmodium et Eimeria (Dubremetz et al., 1998). Elles jouent un role
dans le processus d’invasion parasitaire et régulent la réponse inflammatoire de I’hdte (Robben
et al., 2004). La protéine rhoptrie ROP16 interfére avec les voies de signalisation de la réponse
immune de la cellule hote, résultant en une diminution de production d’interleukine-12 (IL-12)
par les macrophages et subséquemment une diminution d’interféron gamma (IFN-y)
(Boothroyd et al., 2008). Cette propriété est toutefois exclusive aux isolats de type I (Saeij et al.,
2006). Cela est cohérent avec le fait que les souches contenant les alleles de type I créent
généralement des infections plus séveres. Les souches de type II induisent une réponse
immunitaire rapide limitant la croissance du parasite qui résulte en une conversion vers la forme

bradyzoite et un enkystement tissulaire.

Il est important de noter que des caractéristiques (statut immunitaire, génétique, etc.) de 1’hdte
peuvent €galement influencer la virulence du parasite.

2.1.5 Formes parasitaires

Le parasite se présente sous trois formes infectieuses : les tachyzoites, les bradyzoites et les

sporozoites. Elles ont toutes une morphologie semblable, c’est-a-dire une forme de croissant



d’approximativement 5 um de long et 2 um de large avec une extrémité effilée et I’autre arrondie

(Robert-Gangneux et al., 2012).

Le tachyzoite est la forme réplicative retrouvée principalement dans les cellules épithéliales de
I’intestin en phase aigiie d’infection. Ils peuvent également se retrouver dans les fluides
corporels (sang, lymphe, lait, salive, etc.) (Derouin et al., 2005). Il s’agit de la forme parasitaire
la moins résistante aux conditions environnementales et physiologiques diverses (Tenter et al.,
2000). Les tachyzoites restent infectieux pour la souris aprés une exposition de 30 minutes a
une température de 45°C. Ils sont détruits par la pasteurisation et par le maintien du lait a une

température de 50°C pendant 30 minutes (Derouin et al., 2005; Tenter et al., 2000).

Le bradyzoite est la forme latente du parasite retrouvée en phase chronique de I’infection. Il
prend forme lorsque le tachyzoite ralentit son développement afin de survivre au sein de kystes
tissulaires (Villeneuve, 2003). La taille des kystes varie entre 5 et 100 um proportionnellement
a leur sénescence au sein du tissu (Dubey et al., 1998). Leur aspect varie selon la localisation;
les kystes cérébraux sont de forme sphérique alors que ceux dans les muscles sont allongés.
Chaque kyste peut contenir des centaines de bradyzoites (Jitender Prakask Dubey, 2010). La
localisation des kystes varie en fonction de I’hdte (variation inter-espéce et individuelle) et de
la souche de 7. gondii. Les kystes demeurent intracellulaires durant toute leur durée de vie. Seuls
la mort ou la destruction de la cellule kystique peuvent déclencher la libération de bradyzoites
dans I’organisme (Dubey et al., 1998). T. gondii peut demeurer infectieux pendant trois
semaines dans une carcasse réfrigérée ou dans la viande hachée. La congélation de la viande ne
garantit pas la destruction du parasite. Il a ét¢ démontré que le bradyzoite peut survivre pendant
plus de 11 jours a -7°C, mais qu’il est inactivé par une température maximale de -12°C
maintenue pendant au moins trois jours, avec une efficacité dépendante de 1’épaisseur de la
piece de viande (Dubey, 1988). Les kystes tissulaires sont neutralisés instantanément par une
exposition a une température de 67°C. Sous ce seuil, le temps de cuisson nécessaire a la
suppression du parasite est inversement proportionnel a la température de cuisson (Dubey et al.,
1990). Heureusement, les bradyzoites de 7. gondii ne survivent pas a la plupart des méthodes
de cuisson couramment utilisées en Amérique du Nord (Jitender Prakask Dubey, 2010) a
I’exception de 'utilisation du four a micro-ondes, qui procure une cuisson inégale peu efficace

pour la destruction du parasite (Lundén et al., 1992). Les divers traitements tels que la salaison,



la fumaison a froid et le traitement a la saumure peuvent détruire le parasite avec une efficacité
variant en fonction de I’osmolarité de la matrice et de la température d’entreposage de la viande

(Robert-Gangneux et al., 2012).

Le sporozoite est contenu dans les oocystes matures, soit des structures ovoides de 12 a 14 um
excrétées dans 1I’environnement par les félins. Les oocystes de 7. gondii sont auto fluorescents
(Lindquist et al., 2003) et chargés négativement (Shapiro et al., 2009). Les oocystes prennent de
1 a 5 jours pour sporuler dans I’environnement et ainsi devenir infectieux. Chaque oocyste
sporulé contient deux sporocystes renfermant chacun quatre sporozoites. La membrane
cellulaire des oocystes est une structure épaisse et robuste leur conférant une grande résistance
aux dommages mécaniques et chimiques (Dubey et al., 1998). Les oocystes immatures perdent
leur capacité a sporuler s’ils passent 7 jours a -6 °C ou apres avoir €t€ exposé a une température
de 37°C pendant une journée (Jitender Prakask Dubey, 2010). Une fois sporulés, ils sont
davantage résistants aux conditions environnementales. L’oocyste peut survivre pendant plus
d’un an dans un environnement humide (Tenter et al., 2000). Lélu et al. (2012) ont récemment
mis en évidence que le pouvoir infectieux des sporozoites sporulés trouvés dans le sol
diminuaient dans le temps et ce, de facon plus prononcée en milieu sec qu’humide. La longue
persistance des oocystes sporulés dans le sol fait en sorte que 1’on ne peut s’étonner d’en
retrouver dans les plans d’eau. Ils peuvent maintenir leur plein pouvoir infectieux dans une eau
a 35 °C pendant 32 jours, a 4°C pendant 54 mois et jusqu’a 106 jours a -10°C (Dubey, 1998).
Les traitements chimiques et physiques de I’eau couramment appliqués (incluant la chloration
et le traitement a I’ozone) ne détruisent pas le parasite, mais sa taille relativement importante
fait en sorte qu’il devrait étre retenu par les systémes municipaux usuels de traitements des eaux

(coagulation, floculation et précipitation préalable a la filtration) (Krueger et al., 2014).

2.2 Hotes, cycle de vie et voies de transmission

L’hote définitif de 7. gondii est le félidé, incluant les chats domestiques et les félins sauvages.
Seul I’hote définitif est en mesure d’excréter des oocystes dans ses feces et peut ainsi contaminer
son environnement. Toutes les espéces animales a sang chaud, mammiféres comme oiseaux,

sont des hotes intermédiaires potentiels pour 7. gondii (Villeneuve, 2003).



Les hotes définitifs et intermédiaires peuvent s’infecter via trois voies principales

horizontalement par ingestion d’oocystes sporulés dans 1’environnement, horizontalement par
ingestion de kystes tissulaires contenus dans la viande crue ou peu cuite (incluant les viscéres)
et verticalement par passage transplacentaire de tachyzoites. Des routes de transmission
impliquant les tachyzoites telles que la voie vénérienne, I’ingestion de lait, I’échange de salive
ou la transmission in ovo, sont théoriquement possibles, mais rarement observées (Tenter et al.,

2000).

Le cycle de vie de T. gondii est hétéroxene facultatif, ¢’est-a-dire que la maturation du parasite
peut impliquer le passage par un, plusieurs ou aucun hdte intermédiaire. La transmission peut
donc se faire entre les hotes intermédiaires et définitifs mutuellement et/ou a I’intérieur de
chaque catégorie. Par exemple, le cycle peut perdurer autant par la transmission de kystes
tissulaires entre les hotes intermédiaires que par transmission d’oocystes entre les hotes

définitifs exclusivement (Tenter et al., 2000).

2.2.1 Description du cycle de vie de 7. gondii

Débutons la description du cycle par le félin qui s’infecte principalement lors de la prédation
(figure 1). Lorsque la proie est mangée, les kystes enfouis dans les tissus du rongeur se
retrouvent dans le systeme digestif du chat. Sous I’effet des enzymes protéolytiques contenus
dans I’estomac et le petit intestin, la membrane kystique est dégradée et des bradyzoites sont
relachés dans le systéme digestif. Ces derniers ont une résistance significative (1 a 2 heures) a
I’acide peptidique trouvée dans les sucs gastriques ce qui permet leur transmission par ingestion
(Jacobs et al., 1960). Ils pénétrent alors les cellules épithéliales du petit intestin et y initient le
cycle entéroépithélial. Une phase de multiplication asexuée initiale par endodyogénie est suivie
d’une endopolygénie répétée pour former successivement cing différentes formes parasitaires
(types A a E) morphologiquement distinctes. Il est important de noter que ces formes
intermédiaires sont différentes des tachyzoites qui se développent eux aussi dans les cellules
intestinales, mais a d’autres moments du cycle. La reproduction sexuée (endopolygénie) débute
deux jours apres I’ingestion du kyste. La production de gametes perdure jusqu’a 15 jours au sein
des cellules épithéliales de 1’hote. Apres fertilisation des gametes, un mur « oocystique » est

formé autour du parasite apreés quoi 1’éclatement de la cellule hote survient (Jitender Prakask



Dubey, 2010). Les oocystes sont alors libérés dans la lumiére intestinale et excrétés dans les
feces. L’excrétion d’oocystes dure 1 a 2 semaines, avec une période d’excrétion massive entre
le jour 5 et 8 (Dubey et al., 1972, 1976). Les chats ont I’habitude d’enfouir leurs selles dans la
terre ou le sable, ce qui procure les conditions idéales a la survie de 7. gondii. La dispersion se
fait ensuite par divers vecteurs mécaniques tels que les insectes, le vent, la pluie, la machinerie
agricole, les chaussures et les animaux. Les féces des chats sont en général fermes et denses, ce

qui limite la dispersion locale du parasite (Jitender Prakask Dubey, 2010).

Une fois sporulés, les oocystes présents dans I’environnement (sol, végétaux, eau, etc.) peuvent
alors étre ingérés par un hote intermédiaire et ainsi démarrer un nouveau cycle. Le
développement du parasite se fait alors en deux phases asexuées (Dubey et al., 1997; Jitender
Prakask Dubey, 2010). La premiére phase débute lors de I’ingestion des oocystes sporulés et
met en action les sporozoites qui vont pénétrer la paroi du petit intestin. s se différencient alors
en tachyzoites et se répliquent par endodyogénie en deux lieux, soit localement dans les
entérocytes ou dans la lamina propria apres avoir franchi les couches superficielles de la paroi
intestinale. Une grande variété de cellules telles que les fibroblastes, les cellules endothéliales
et les leucocytes peuvent étre envahies par les tachyzoites (Jitender Prakask Dubey, 2010). Ils
sont d’ailleurs les acteurs de la dissémination du parasite dans I’ensemble de 1’organisme et
initient la seconde phase de développement qui résulte en la formation de kystes tissulaires. Il a
été¢ démontré que le passage entre ces deux formes parasitaires (tachyzoite vers bradyzoite)
comporte une succession de transformations transitoires qui ne sont pas encore caractérisées sur
le plan morphologique et biologique (Jitender Prakask Dubey, 2010). Sous forme de bradyzoite,
le parasite se multiplie lentement par endodyogénie au sein de ces kystes. Il représente le stade
terminal chez I’hdte intermédiaire et est immédiatement infectieux (Dubey et al., 1998). Les
kystes peuvent persister durant toute la vie de I’hote et se retrouvent principalement dans les
cellules a longue espérance de vie telles que les neurones et les cellules musculaires. Le
mécanisme de persistance est encore peu connu, mais il semblerait que les kystes, en réponse a
une pression immunitaire de 1’hote ou a divers stress environnementaux, se dégradent et libérent
des bradyzoites qui se convertissent en tachyzoites pour envahir I’hdte a nouveau et créer de
nouveaux kystes ailleurs dans I’organisme (Dubey et al., 1998; Tenter et al., 2000; Weiss et al.,

2000).



Dans le cas ou un héte intermédiaire carnivore ou omnivore ingére des bradyzoites enkystés
dans les tissus de leur proie, le cycle enclenché est le méme que celui initi¢€ par les oocystes. Par
contre, il a été¢ démontré que les bradyzoites sont moins infectieux que les sporozoites chez la

souris (Dubey, 2006; Dubey et al., 1997) .

Dans le cas ou un félin ingére des oocystes, le cycle enclenché est le méme que chez 1’hote
intermédiaire, a 1’exception du fait que les bradyzoites éventuellement enkystés sont relachés
lors de rupture fortuite du kyste et retournent alors vers 1’intestin pour démarrer le cycle de

réplication entéro-épithélial expliqué précédemment (Freyre et al., 1989).

Si des tachyzoites sont ingérés par un hote définitif ou intermédiaire, le cycle enclenché est le
méme que celui déclenché par les oocystes, selon le type d’hote. N’ étant pas aussi résistants aux
milieux acides que les bradyzoites, 1’utilisation par les tachyzoites d’une voie d’infection
alternative a 1’ingestion a été suggérée par Dubey et al. En effet, il semblerait que ces derniers

soient en mesure de pénétrer la muqueuse buco-pharyngienne (Dubey, 2002, 2005).

2.2.2 L’excrétion parasitaire chez les félins

Les félins peuvent excréter des oocystes de 7. gondii apres avoir ingéré 1’une des trois formes
infectieuses du parasite. La période prépatente et la fréquence d’excrétion varient selon la forme
parasitaire ingérée. Moins de 50% des chats présenteront une phase d’excrétion aprés avoir
ingéré des tachyzoites ou des oocystes alors que pratiquement tous les chats (97%) excreteront
apres avoir ingéré des bradyzoites (Jitender Prakask Dubey, 2010; Dubey, 2011; Tenter et al.,
2000). La période de prépatence est de 3 a 10 jours apres ingestion de bradyzoites, et d’un
minimum de 18 jours suite a I’ingestion d’oocystes sporulés, indépendamment de la dose
(Dubey, 1996, 2001, 2006; Freyre et al., 1989). Lors d’ingestion de tachyzoites, une période
prépatente allant de 11 a 17 jours a été observée (Dubey, 2005). Cette variabilité de prépatence
est probablement due a I’ingestion de formes transitoires de 7. gondii entre le tachyzoite et le

bradyzoite.



En général, il semblerait que ce sont surtout les chats en bas age (< 1 an) qui excretent
massivement les oocystes de 7. gondii dans 1’environnement. (Dubey et al., 1977). Personne n’a
encore établi si le chat domestique excréte a une ou plusieurs reprises dans sa vie (Dubey, 2011).
Par contre, il a ét¢ démontré expérimentalement qu’un chat ayant développé une immunité
contre 7. gondii suite a une primo-infection peut excréter de nouveau s’il y a ré-inoculation orale

de kystes tissulaires (Dubey, 1995).

2.3 Sources d’infection

2.3.1 Chez ’humain

Chez I’humain, la transmission par ingestion d’oocystes provenant de 1’environnement est
rapportée. Toute activité impliquant un contact étroit avec le sol (ex. jardinage) ou avec des
félidés (ex. gardien de zoo, vétérinaire) combinée a un manque d’hygi¢ne représente une

situation de potentielle transmission indirecte (Villeneuve, 2003).

Parmi ces scénarios de transmission par le biais de 1’environnement figure aussi la
consommation d’aliments ou d’eau contaminés par des oocystes sporulés (figure 1). Les fruits
et les légumes poussant pres ou a méme le sol sont particulierement sujets a étre contaminés.
L’importance de la transmission via les oocystes a été appuyée par des séroprévalences allant
de 24 a 47% chez des populations végétariennes (Hall et al., 1999; Roghmann et al., 1999).
Quelques éclosions de toxoplasmose ont été associées a des réservoirs d’eau potable non filtrée
et ont touché bon nombre de citoyens (Balasundaram et al., 2010; Moura et al., 2006). En 1995,
une éclosion ayant potentiellement atteint jusqu’a 7700 habitants de I’ile de Vancouver en
Colombie-Britannique a été associée a la consommation d’eau provenant d’un réservoir

municipal non filtré (Bowie et al., 1997).
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Figure 1. Cycle de vie de Toxoplasma gondii et sources d’infection de I’humain
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La transmission de 7. gondii par la consommation de viande contaminée est d’une importance
épidémiologique notoire. En effet, une étude multi-centrée a estimé que la consommation de
viande serait responsable de 30 a 63% des cas de toxoplasmose en Europe (Cook et al., 2000).
Quelques éclosions liées a I’ingestion de viande insuffisamment cuite ont été décrites. Toutefois,
celles-ci tendent a impliquer un nombre restreint d’individus (2 a 20) contrairement aux cas liés

a I’eau contaminée qui atteignent souvent plus de 100 personnes a la fois (Derouin et al., 2005).

2 Reproduit avec la permission de I’ American Society for Microbiology
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T. gondii peut également étre transmis d’humain a humain par la transplantation d’organes ou
de moelle osseuse. Deux scénarios permettent cette transmission : lorsqu’un organe contenant
un kyste est implanté chez un receveur immuno-compromis et non immunisé contre le parasite
et lorsqu’un organe sain est implanté chez un receveur immuno-compromis atteint d’une
toxoplasmose latente. Ce dernier scénario provoquerait en fait une réactivation de 1’infection
latente. Le coeur semble étre I’organe le plus incriminé a ce jour (Robert-Gangneux et al., 2012)
dans les cas liés aux greffes d’organes. Les transfusions de leucocytes peuvent également
transmettre 7. gondii (Jitender Prakask Dubey, 2010). Au Canada, aucun test de dépistage de

T. gondii n’est fait dans le sang transfusé (Gouvernement du Canada, 2004).

Un faible pourcentage des toxoplasmoses humaines est généralement considéré comme étant
acquis verticalement, soit moins de 1% (Dubey, 2011; Tenter et al., 2000). Hide et al. (2009)
ont toutefois rassemblé les résultats de plusieurs études qui suggerent que la transmission
congénitale pourrait étre plus fréquente que ce que I’on croit, chez ’homme comme chez la
plupart des mammifeéres domestiques (mouton, chevre, porc). Celle-ci survient lors de
I’infection primaire de la mére durant la gestation (Jitender Prakask Dubey, 2010). Plus
I’infection se produit & un stade avancé de la grossesse, plus le risque de transmission au feetus
est ¢levé (Hohlfeld et al., 1994). Bien qu’elle soit rare en début de grossesse, les conséquences
de la transmission a la progéniture y sont plus lourdes qu’en fin de gestation. Les grossesses
survenant au moins 4 a 6 mois apres I’infection primaire ne sont généralement pas a risque,
puisqu’une protection immunitaire suffisante est déja développée chez la mere (Tenter et al.,
2000). Ceci é¢tant dit, quelques cas de transmission congénitale impliquant des femmes
immunisées contre 7. gondii s’étant réinfectées durant la grossesse ont été rapportés (Elbez-
Rubinstein et al., 2009; Gavinet et al., 1997; Hennequin et al., 1997; Kodjikian et al., 2004) et
incitent a investiguer davantage le phénomene. Il a ét€ suggéré que des souches atypiques ou
étrangeres de 7. gondii échapperaient a I’immunité de 1’hdte et seraient en cause (Kodjikian et
al., 2004). Bien que la transmission via le lait maternel ait été¢ démontré chez plusieurs modeles

animaux, elle reste hypothétique chez I’humain (Tenter, 2009).

La toxoplasmose humaine a été¢ associée a I’ingestion de lait animal non pasteurisé, en

particulier celui de chevre. Il est convenu que le risque li¢ a la consommation de lait de vache
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est minime en raison de la pasteurisation fréquente de ce lait et de la rare détection du parasite

chez cet hote (Jitender Prakask Dubey, 2010).

2.3.2 Chez les félidés

Les félidés s’infectent principalement par ingestion de bradyzoites contenus dans des kystes
enfouis dans les tissus de leurs proies. Il semblerait que les autres formes infectieuses de
T. gondii soient moins efficaces, puisqu’elles provoquent une infection chez un faible nombre
d’animaux suivie d’une excrétion tardive et d’une séroconversion incertaine (Dubey, 1996;

Frenkel et al., 1982; Villeneuve, 2003).

La transmission verticale de 7. gondii est possible chez le chat, mais serait toutefois rare dans
des conditions naturelles (Jitender Prakask Dubey, 2010). Le chaton infecté de cette manicre est

un excréteur potentiel (Dubey, 2011).
2.4 Relation hote-parasite

2.4.1 Dose infectieuse

La dose infectieuse de 7. gondii chez I’humain est encore inconnue et pourrait varier en fonction
de plusieurs facteurs dont la virulence de la souche, la voie d’infection et certaines
caractéristiques de I’hote (santé, age, immunité, etc). Des courbes exponentielles dose-réponse
basées sur des données expérimentales animales sont décrites par I’ Agence francaise de sécurité
sanitaire des aliments (AFSSA) dans son dernier rapport concernant la toxoplasmose (Derouin
et al,, 2005). Les données concernant les bradyzoites proviennent de la souris et le rat
uniquement, alors que celles concernant les oocystes proviennent du porc, du beeuf et du
mouton. Elles varient selon le type génétique et la souche du parasite inoculé aux animaux. Il
est important de mentionner que ces courbes ont été créées avant tout pour comparer le potentiel
infectieux des différentes formes et souches parasitaires et non pour prédire le risque d’infection.
Le rapport de ’AFSSA mentionne tout de méme qu’une dose de 452 bradyzoites (souche de
génotype II ME49) entrainerait une probabilité de 50% d'infection humaine (Derouin et al.,

2005).
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Tout récemment, des modeles (exponentiel et beta-poisson) ont été €laborés pour prédire la
probabilit¢ d’infection humaine par la consommation de viande contenant 7. gondii.
Des facteurs de mise a I’échelle ont été développés permettant de tenir compte des ajustements
intra et inter-espece et d’inclure le modele directement dans des évaluations du risque de
toxoplasmose humaine. Toutefois, ces modéles considérent la pathogénicité et la virulence
d’une seule souche parasitaire (type II ME-49) et estiment le risque pour la population en

général, sans tenir compte des populations a risques (M Guo et al., 2016).

La dose infectieuse de 7. gondii chez le porc semble étre particulierement basse. En effet, le
parasite a pu étre isolé des tissus d’un porc inoculé expérimentalement avec un seul oocyste de
T. gondii et une réponse sérologique spécifique a pu étre mesurée chez des individus ayant

ingéré entre 1 et 10 oocystes (Dubey et al., 1996).

La dose infectieuse de 7. gondii chez 1’ovin n’est pas précisément connue, mais 1’inoculation
expérimentale de 20 oocystes viables a permis I’infection d’agneaux de 14 mois (Buxton et al.,
1991) et des brebis inoculées avec 100 oocystes ont donné naissance a des agneaux

congénitalement infectés (Kirkbride et al., 1992).

2.4.2 Réponse immunitaire de I’hote

Les acteurs de la réponse immune contre 7. gondii ont été largement ¢tudiés dans les dernieres
années, particuliecrement chez ’humain. Une revue exhaustive et détaillée a été publiée par

Miller et al. (2009) sur ce sujet.

2.4.2.1 Immunité cellulaire

Treés sommairement, une réponse de I’immunité cellulaire impliquant les lymphocytes T de type
1 et soutenue par les cellules productrices d’IFN-y et d’IL-12 est essentielle au contrdle de la

charge parasitaire (Miller et al., 2009).

La réaction immunitaire de I’hdte (homme ou animal), bien que puissante et bien orchestrée,
comporte deux principales failles. Premi¢rement, la forte réponse de I’immunité cellulaire peut

surpasser I’objectif de défense de I’organisme et avoir des répercussions négatives en créant une
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réaction inflammatoire séveére, entre autres au niveau intestinal. Ces mémes effets délétéres sont
présents lorsqu’une primo-infection survient durant la grossesse et cela peut entrainer la mort
feetale en déstabilisant la population lymphocytaire nécessaire a la tolérance du feetus par
I’organisme maternel. Le placenta a probablement un réle immuno-modulateur essentiel au
maintien de la gestation suite a I’infection de la mere (Pfaff et al., 2007). Il constitue une barriere
naturelle congue pour protéger le feetus, mais est ¢galement un tissu cible pour la multiplication
de T. gondii. La barriére placentaire est plus efficace en début de gestation pour ensuite
graduellement augmenter sa perméabilité, ce qui fait qu’une infection maternelle durant le
troisiéme trimestre permet le passage trans-placentaire du parasite dans 60 a 70% des cas alors
qu’une infection durant le premier trimestre résulte en une infection congénitale dans 10% des
cas (Dunn et al., 1999). La sévérité des I1ésions au feetus est inversement corrélée au stade de
gestation. La multiplication parasitaire crée des foyers de nécrose et une forte inflammation
induisant des dommages majeurs entre autres au cerveau et aux yeux du feetus. Une destruction

ou un remodelage extensif de la mati¢re blanche cérébrale peut survenir (Robert-Gangneux et

al., 2012).

2.4.2.2 Immunité humorale

La réponse immunitaire humorale de 1’hote produit divers types d’anticorps dont I’importance
relative varie au fil du processus infectieux. Les immunoglobulines de type A (IgA) et de type
M (IgM) sont produites durant la premicre semaine suivant I’infection et atteignent un plateau
en un mois. Les [gM diminuent apres 1 a 6 mois, mais peuvent étre encore détectables plus d’un
an post-infection (Gras et al., 2004). Les IgA quant a eux disparaissent au maximum 9 mois
post-infection (Nascimento et al., 2008). Des immunoglobulines de type E (IgE) spécifiques
sont produites tot apres I’infection et disparaissent promptement (Foudrinier et al., 2003). La
production d’immunoglobulines de type G (IgG) atteint un plateau en 2 a 3 mois et ralentit plus
ou moins rapidement. Elle persiste durant toute la vie de I’hote a des concentrations résiduelles
grandement variables entre les individus. La capacité de détecter précocement les IgG dépend
du test sérologique utilisé. Les ELISA, utilisant surtout des mélanges d’antigenes de surface
cytosoliques et métaboliques, les détecte plus tardivement comparativement aux tests qui
utilisent des antigénes membranaires ou carrément le parasite entier. La figure 2 décrit la

cinétique des concentrations des divers types d’anticorps a travers le temps suite a une infection
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primaire chez I’homme. La réponse moyenne aux différents isotypes est représentée et peut

différer entre les patients et la technique de détection sérologique utilisée.

Figure 2. Cinétique des concentrations des divers types d’anticorps dans le temps suite
a une infection primaire a Toxoplasma gondii chez I’humain.
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(Robert-Gangneux et al., 2012)°

2.4.2.3 Les mécanismes d’évasion immunitaire de 7. gondii

T. gondii est un maitre dans I’art de la manipulation et réussi a tromper le systéme immunitaire
de I’hote pour pouvoir y persister pendant plusieurs années, voire jusqu’a sa mort. Les
tachyzoites envahissent les monocytes au niveau de la lamina propria de 1’intestin (Barragan et
al., 2008). Ces cellules ont un rdle clé dans la dissémination de 7. gondii par le flux sanguin

jusqu’aux organes. En effet, tout comme plusieurs autres protozoaires, 7. gondii utilise les

3 Reproduit avec la permission de American Society for Microbiology
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monocytes comme un cheval de Troie pour traverser les barriéres biologiques (Bierly et al.,
2008). La capacité de ce parasite a envahir activement toutes les cellules nucléées, incluant les
cellules phagocytaires, lui procure une emprise directe sur la réponse immune de 1’hote. Le
parasite peut également inhiber les mécanismes d’induction de I’apoptose (mort) de la cellule
infectée et ainsi éviter 1’élimination des tachyzoites intracellulaires par les macrophages et
assurer la survie des bradyzoites enkystés. Par exemple, il a été démontré que 7. gondii module
entre autres la cascade d’activation des caspases, protéases de la cellule hote jouant un role clé
dans I’apoptose cellulaire (Hippe et al., 2009). Finalement, la grande diversité génétique de
T. gondii pourrait étre une arme immunologique en soi, puisque 1’hypothése d’une immunité
croisée solide a été réfutée par un cas de réinfection humaine par une souche atypique ayant
men¢ a une toxoplasmose sévere. Les lignées atypiques en général semblent créer des infections

cliniques plus sérieuses (Robert-Gangneux et al., 2012).

2.4.3 Localisation préférentielle des kystes parasitaires selon I’espece

La localisation de la forme enkystée de T. gondii au sein de I’hdte est tres variable. Chez
I’agneau et le porc, 7. gondii semble avoir un tropisme pour le cerveau, le cceur et les poumons.
Des kystes peuvent se former également dans les muscles squelettiques plus couramment
consommes, mais aucune tendance n’a pu €tre mise en évidence parmi ceux-ci. Chez le bovin
et le cheval, aucun site de prédilection n’a pu étre identifié. Chez la volaille, le cerveau et le
cceur sont les organes les plus souvent porteurs de kystes. La charge parasitaire y est 100 a 1000

fois plus ¢élevée que dans la poitrine, les cuisses ou les ailes (Opsteegh et al., 2016).
2.4.4 Présentation clinique

2.4.4.1 Chez I’humain

La majorit¢ des individus immunocompétents infectés par 7. gondii demeurent
asymptomatiques ou développent des symptomes mineurs pouvant facilement étre confondus
avec la grippe et la mononucléose infectieuse. Par contre, I’infection primaire a 7. gondii chez
la femme enceinte fait I’objet de grandes préoccupations, puisque la transmission au feetus peut
avoir des conséquences séveres telles que l’avortement spontané, la mortinatalité ou le

développement d’une infection congénitale entrainant des désordres oculaires et neurologiques
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majeurs. Chez les patients immuno-supprimés (virus de I’immunodéficience humain (VIH),
transplantation d’organe, chimiothérapie), I’infection est toujours trés menagante et peut résulter
en une toxoplasmose cérébrale fatale. Quatre principaux syndromes sont trouvés lors d’une
infection clinique, toutes catégories d’hotes confondues : 1) une lymphadénopathie cervicale
avec maux de téte et de gorge, fievre et myalgie parfois accompagnée d’une éruption cutanée
érythémateuse; 2) une forme exanthématique ressemblant & un typhus avec myocardite,
méningo-encéphalite et pneumonie atypique pouvant mener a la mort; 3) une choroido-rétinite
pouvant étre sévere, mener a la cécité et/ou nécessiter 1’énucléation; 4) une implication du
systéme nerveux central pouvant entrainer des désordres psychiatriques et physiques (Beaver et
al., 1984; Flegr et al., 2014). La lymphadénopathie est la forme clinique de toxoplasmose la plus
souvent rapportée (Jitender Prakask Dubey, 2010). 7. gondii peut étre responsable d’un grand
¢ventail de symptomes supplémentaires. Cette grande variabilité des manifestations cliniques
serait le résultat d’une interaction extensive entre le parasite et environ 3000 geénes ou protéines
de I’hdte. Cela est possible grace a une fréquente homologie antigénique entre 1’hote et le
pathogene qui interrompt ou déclenche des voies métaboliques spécifiques et contribue au
développement d’endophénotypes de différentes maladies (Carter, 2013). La présence d’auto-
anticorps dérivés de 7. gondii chez I’hote joue également un role dans sa pathogénie (Carter,
2013). La toxoplasmose, spécialement sous sa forme oculaire (choroido-rétinite), peut se
développer chez tout individu, qu’il soit immuno-supprimé ou non. Il est reconnu que la sévérité
de la maladie dépend entre autres du génotype de la souche en cause (Howe et al., 1995). La
toxoplasmose est généralement de moindre gravité en Europe de I’ouest et en Amérique du nord
ou la souche de type II prédomine, alors qu’elle tend a étre plus pernicieuse en Afrique et en
Amérique du sud ou d’autres génotypes circulent (Carme et al., 2002; Khan et al., 2006; Robert-
Gangneux et al., 2012).

Il existe une unité permettant d’exprimer quantitativement les conséquences d’ une maladie sur
la santé (individuelle et publique) d’une population, soit le disability adjusted life years

(DALY). Cette donnée est calculée de la facon suivante :

DALY =YLL +YLD
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Le years of life lost (YLL) représente le nombre d’années de vie perdues en raison de la mortalité
due a la condition étudi¢e dans une population spécifique. Le years of life with disability (YLD)
représente le nombre d’années vécues avec une invalidité résultant de la maladie dans une
population spécifique. Le DALY peut étre exprimé pour la population entiere, par 100 000 cas
ou par cas. Havelaar et al. (2012) a mesuré les DALY attribuables a 14 pathogeénes d’origine
alimentaire aux Pays-Bas. Selon cette étude, la listériose périnatale et la toxoplasmose
congénitale sont responsables des plus hauts fardeaux de maladie par cas. 7. gondii a é¢galement
¢té¢ associé au plus haut fardeau de maladie au niveau de la population, aux cotés de

Campylobacter spp. thermophilique et Salmonella spp..

2.4.4.2 Chez les animaux d’élevage

T. gondii a été identifi¢ comme une des principales causes d’avortement dans les troupeaux
ovins en Nouvelle-Zélande, en Australie, en Angleterre et aux Etats-Unis. L’avortement peut
survenir chez les brebis de tous ages, mais est retrouvé surtout chez les jeunes, puisqu’il survient
majoritairement lorsque la brebis est infectée de facon primaire. Moins de 1% des avortements
se produisent lors des gestations subséquentes a I’infection (Morley et al., 2008). Les brebis
demeurent asymptomatiques ce qui complique le diagnostic de la condition. Comme chez la
femme, la conséquence de la transmission trans-placentaire sur le fcetus varie en fonction du
moment ou ’infection survient dans la gestation. Les agneaux peuvent subir une momification,
une macération, peuvent étre avortés, mort-nés, naitre affaiblis et/ou mourir dans la semaine
suivant la naissance. La toxoplasmose crée des lésions de nécrose caractéristiques au niveau des
cotylédons placentaires dans environ 50% des infections qui atteignent le placenta (Jitender
Prakask Dubey, 2010). Les agneaux qui survivent a leur premiere semaine de vie ont une
croissance normale jusqu’a maturité et ne transmettent pas I’infection a leur progéniture. Les
brebis qui avortent retournent en chaleur et congoivent normalement par la suite. La cause des
avortements dus a 7. gondii n’est pas bien comprise, puisque des agneaux sains peuvent naitre
en étant associés a un placenta séverement atteint. Les hypothéses proposant un débalancement
hormonal ou le déclenchement de 1’avortement par la pyrexie chez la brebis ont été émises
(Jitender Prakask Dubey, 2010). Une récente étude a démontré la présence de 1ésions vasculaires
thrombotiques des placentomes chez des brebis expérimentalement infectées a 7. gondii durant

leur gestation. Des Iésions ischémiques au cerveau de plusieurs feetus manifestent le possible
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effet hypoxique des dommages placentaires dus a 7. gondii (Castano et al., 2014). Cette

découverte représente une hypothése a investiguer davantage dans les prochaines années.

Chez le porc, la toxoplasmose clinique sévere est rare. Les signes cliniques incluent I’anorexie,
la faiblesse généralisée, la fievre, la diarrhée, la dyspnée et des troubles neurologiques, pouvant
entrainer la mort. La transmission congénitale est possible, mais peu fréquente et peut causer
des avortements, de la mortinatalit¢ et de la mortalité néonatale. Il a été rapporté que les
porcelets infectés congénitalement peuvent étre atteints d’une encéphalite, une pneumonie, une
lymphadénite, une myocardite et/ou une hépatite et qu’ils peuvent présenter de la boiterie ainsi

que de la diarrhée sanguinolente (Jitender Prakask Dubey, 2010; Haritani et al., 1988).

Aucun cas de toxoplasmose avec signes cliniques n’a été rapporté en milieu naturel chez le
bovin adulte a ce jour. Avant la découverte de Neospora caninum comme cause d’avortement
chez la vache, il semblerait que 7. gondii ait souvent été diagnostiqué a tort. Les deux parasites
sont en fait morphologiquement similaires ce qui porte a les confondre. En regard des quelques
rapports disponibles a ce jour dans la littérature concernant 1’isolation de 7. gondii chez des
avortons bovins, il est raisonnable de considérer que la transmission trans-placentaire est
possible chez cette espéce, mais d’occurrence rare. Il a été possible de transmettre I’infection a
des souris par inoculation de tissus de veaux infectés expérimentalement avec une grande
quantité d’oocystes (200 000), sans toutefois étre en mesure de détecter le parasite chez les
veaux. Les seuls signes cliniques observés expérimentalement sont une anorexie et diarrhée

1égere (Dubey et al., 1993; Jitender Prakask Dubey, 2010).

La volaille infectée par 7. gondii est habituellement exempte de signes cliniques. Seuls quelques

cas de toxoplasmose ont ét¢ rapportés a travers le monde jusqu’a ce jour (J. P. Dubey, 2010).

2.5 Méthodes de détection

La performance des diverses méthodes de détection de T. gondii est difficile a évaluer. Elles
sont souvent comparées a 1’essai biologique chez le chat ou la souris, considéré comme
I’épreuve de référence, ou a des tests sérologiques tres performants en contexte expérimental,
soit le test de Sabin-Feldman ou I’agglutination directe modifiée (MAT). Lorsqu’effectués sur
des échantillons provenant d'animaux naturellement exposés a 7. gondii, ces tests demeurent

trés spécifiques, mais leur sensibilité est affectée par le petit volume pouvant étre analysé. Les
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estimations de performance des divers tests sont conséquemment basées sur des épreuves

imparfaites, ce qui produit un biais de mesure difficilement quantifiable (Derouin et al., 2005).

2.5.1 Méthodes de détection immunologiques

La majorité des études de prévalence d’infection par 7. gondii chez les animaux a ce jour ont
utilisé des méthodes de détection immunologique. L’estimation de la séroprévalence informe
uniquement sur le fait que I’animal a été infecté ou non par le parasite, c’est-a-dire s’il a des
anticorps spécifiques pour ce pathogeéne. Cela est donc pertinent si 1’objectif de 1’étude est
d’avoir une idée du niveau d’infection d’un cheptel donné ou de dépister 7. gondii dans une
population. Le diagnostic sérologique de cette infection chez les animaux est basé sur la
détection IgG principalement. Pour ce faire, plusieurs épreuves sérologiques ont été utilisées,

dont les principales sont décrites ci-apres.

Le «Dye test» ou test de Sabin-Feldman est basé sur la cytolyse, médiée par le complément, de
tachyzoites vivants couverts d’anticorps. La lyse des cellules est mise en évidence par
I’incapacité du réactif a fixer le bleu de méthyléne. Ce test est hautement sensible et spécifique
et est considéré comme la référence pour la mise en évidence des anticorps spécifiques
anti-7. gondii (Udonsom et al., 2010). Il détecte les immunoglobulines totales (IgA, IgG et I[gM)
et permet de distinguer les infections aigues des infections latentes (Grillo et al., 1999). Par
contre, il n’est pas applicable chez le bovin pour qui on observe des faux positifs dus a la
présence d’immunoglobulines de type M (IgM) naturels et des faux négatifs dus a la disparition
rapide des anticorps lytiques (Dubey et al., 1985). Ce test est peu utilis€¢ puisqu’il requiert

’utilisation de parasites vivants.

Le MAT a été initialement proposé pour le sérodiagnostic de la toxoplasmose chez ’homme
dans les années 80 (Desmonts et al., 1980), puis utilisé chez I’animal. L’antigéne est une
suspension de tachyzoites trypsinés fixés au formol et la réaction est réalisée sur des dilutions
de sérums. Ce test est simple a réaliser, a une bonne sensibilité et spécificité, et peut étre réalisé
chez de nombreuses especes animales. Il est largement employé dans des études de dépistage
sur de nombreuses espéces de la faune domestique ou sauvage (Tenter et al., 2000). A titre
d’exemple, une sensibilité de 90% (95% IC : 83-95%) a été rapportée concernant un MAT

détectant des tachyzoites dans des fluides cardiaques de moutons (Villena et al., 2012).Dans une
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¢tude de Gamble et al. (2005a), une sensibilité de 85,7% et une spécificite de 94,6% a été

mesurée en comparaison avec 1’essai biologique sur des échantillons de sérums de porc.

L’immunofluorescence indirecte (IFAT) peut étre employée chez les animaux, mais la
sensibilité varie selon les seuils utilisés et I’espeéce hote (Miller et al., 2002). Cette technique est
limitée par la nécessité d’utiliser un conjugué spécifique a 1I’espéce animale testée et est peu

adaptée aux enquétes de séroprévalence (Eckert, 1996).

Les techniques immuno-enzymatiques (ELISA) ont été proposées pour la recherche d’anticorps
anti-7. gondii chez de nombreuses espéces animales domestiques. Comme pour
I’immunofluorescence, les techniques ELISA nécessitent ’emploi d’un conjugué spécifique
pour chaque espéce, ce qui limite son utilisation auprés de la faune et/ou des espéces peu
communes (Derouin et al., 2005). Toutefois, un ELISA commercial incluant le conjugué
approprié¢ est disponible pour la plupart des especes charcutiéres occidentales. L’ELISA a
I’avantage d’étre rapide, facile a exécuter et peu couteux, en plus d’avoir une performance
diagnostique comparable a celle du MAT. Villena et al. (2012) et Dubey et al. (1995) ont estimé
une concordance (coefficient kappa) entre le MAT et ’ELISA de 0,64 et 0,62 respectivement.
L’ELISA peut étre réalisé sur du sérum ou du liquide tissulaire (jus de viande), composé
principalement de liquide interstitiel et de sang. De nombreuses études ont décrit les résultats
de D'utilisation d’épreuves ELISA sur ces deux matrices et en ont tiré des conclusions
divergentes. En effet, certains auteurs décrivent une forte corrélation entre les résultats d’ELISA
obtenus a partir des deux matrices (Glor et al., 2013; Lunden et al., 2002; Mecca et al., 2011;
Anne Wingstrand et al., 1997), alors que d’autres ont trouvé I’exsudat de viande moins sensible
que le sang (Gamble et al., 2005b; Hill et al., 2006). La comparaison des données
bibliographiques a ce sujet est difficile en raison d’une grande variation au niveau du seuil
utilisé, du type d’antigéne considéré et de 1’échantillon. II est toutefois important de noter que
la plupart des études ayant conclu a une faible performance de I’ELISA sur liquide tissulaire ont
utilisé un taux de dilution de matrice €levé, ce qui résulte inévitablement en un échantillon dilué
et a une sous-estimation du nombre d’échantillons positifs. La principale lacune concernant
I’utilisation de liquide tissulaire pour la détection d’anticorps réside dans le fait qu’il contient

souvent une faible proportion de sang, ce qui dilue les anticorps et peut mener a un résultat
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faussement négatif. Tel que proposé récemment par Mecca et al. (2011), il est possible de
contrecarrer ce probléme en ajustant chaque unité d’échantillonnage a la dilution optimale pour
procéder a I’ELISA, et ce en fonction de la concentration du liquide tissulaire en hémoglobine.
La pratique courante est néanmoins d’utiliser quand méme la méme dilution pour toutes les
unités d’échantillonnage. L’utilisation de liquide tissulaire est intéressante dans le cadre
d’enquétes épidémiologiques de séroprévalence chez les animaux de boucherie, car
contrairement au sérum, il est aisément récolté¢ a I’abattoir ou dans les étapes ultérieures de
transformation. Des programmes de surveillance basés sur des tests sérologiques sur fluide
tissulaire ont déja été validés dans des abattoirs de porcs pour le diagnostic de Salmonella
(Mousing et al., 1997; Nielsen et al., 1998), Trichinella (Nockler et al., 2005) et pour le virus
Aujeszky (Le Potier et al., 1998). De plus, des trousses d’ELISA commerciales ont été validées

pour I’utilisation sur le liquide tissulaire.

2.5.2 Méthodes de détection directe dans les tissus

Parmi les méthodes de détection directe de 7. gondii dans les tissus, la visualisation
microscopique du parasite est peu sensible et rarement employée. La culture cellulaire, quant a
elle, est possible et relativement rapide (3 a 5 jours), mais est moins sensible que 1’essai
biologique ou que les techniques de biologie moléculaire au profit desquels elle a été
abandonnée au fil des ans (Jitender Prakask Dubey, 2010). Ces dernieres méthodes, ainsi que
les récentes innovations en matiére de détection directe de 7. gondii, sont expliquées plus en

détails ci-apres.

La recherche de kystes tissulaires se fait souvent a partir du cceur, du cerveau et des muscles
(Jitender Prakask Dubey, 2010). L’isolement du parasite par essai biologique chez le chat ou la
souris demeure I’épreuve de référence et a 1’avantage d’évaluer la viabilité et le pouvoir
infectieux du parasite. La procédure chez le chat et la souris consiste en la mise en solution de
tissu animal suspecté de contenir des parasites, suivi de son inoculation par voie orale ou
intrapéritonéale respectivement. Chez la souris, I’infection est confirmée par la séroconversion
et la présence de kystes tissulaires dans le cerveau. Chez le chat, I’excrétion d’oocystes dans les
feces permet de conclure a une infection réussie. Le seuil de détection de 1’essai biologique chez

la souris est d’un kyste par 100g de tissus porcins. Cette technique a une spécificité optimale de
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100%, mais manque de sensibilité puisqu’elle permet I’analyse d’une portion relativement petite
de tissu (<100g pour la souris, 100-500g pour le chat) qui peut étre exempte de parasite, méme
si I’hote en héberge ailleurs dans son organisme (Jitender Prakask Dubey, 2010). De plus, la

procédure est laborieuse, coliteuse et implique 1’utilisation expérimentale d’animaux.

Des techniques de réaction en chaine par polymérase (PCR) ont été développées pour détecter
T. gondii dans la viande. Elles sont considérées tres sensibles, spécifiques et pouvant fournir un
diagnostic rapide. La PCR en temps réel (qPCR) a 1’avantage de procurer des informations
concernant la quantité d’acide désoxyribonucléique (ADN) présente dans 1’échantillon. Le gene
B1 (35 copies) et 1’élément 529-bp (300 copies) sont les marqueurs les plus fréquemment
utilisés. Le caractére hautement répétitif de la séquence non-codante 529-bp en fait un marqueur
10 a 100 fois plus sensible pour la détection du parasite que le géne B1 (Jitender Prakask Dubey,
2010). Il a également une bonne spécificité, puisqu’il n’est pas présent dans le génome de
I’homme, de la souris et de parasites génétiquement proche de 7. gondii, dont entre autres
Sarcocystis spp. et Neospora caninum (Opsteegh et al., 2010). La sensibilité avec laquelle les
techniques PCR peuvent détecter 7. gondii dans la viande varie selon la méthode d’extraction
et de purification d’ADN utilisée, la séquence ciblée, la technique d’amplification et le type
d’échantillon (Paredes et al., 2016). La distribution hétérogene des kystes tissulaires combiné
au petit volume de tissu pouvant étre trait¢ par PCR limite la détection chez I’animal. L’ADN
est habituellement extrait d’au maximum 50 mg de viande pour procéder a une PCR (Opsteegh
et al., 2010). La logique voudrait que I’on augmente le volume de viande duquel I’ADN est
extrait pour ainsi augmenter la sensibilité de la méthode. Malheureusement, si on procede ainsi,
I’ADN de T. gondii, généralement peu présent, sera dilué¢ dans une quantité énorme d’ADN de
fond (hote et autre). Cela risque fort de résulter en une inhibition de la réaction PCR (Bellete et
al., 2003). Une technique d’extraction d’ADN par capture magnétique a été congue pour pouvoir
analyser jusqu’a 100g de tissus tout en concentrant ’ADN parasitaire et en retirant les
inhibiteurs potentiellement présents dans la viande tels que 1’hémoglobine, la myoglobine, des
substances hormonales et de I’ADN non-ciblée (Opsteegh et al., 2010). Une section spécifique
du génome de 7. gondii est isolée lors de la capture magnétique, soit 1’élément répétitif 529-bp.
Il est hautement conservé entre les souches de 7. gondii, ce qui le rend idéal pour la détection,

mais inadéquat a des fins de génotypage. La technique de capture magnétique spécifique
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combinée au PCR en temps réel (MC-PCR) a un seuil minimal de détection de 230 parasites par
100g de viande. En préalable a cette méthode, une digestion enzymatique des tissus est
nécessaire pour permettre la lyse des formations kystiques, libérant les parasites et augmentant
ainsi la sensibilité de détection. Il est important de noter que la PCR ne permet pas de déterminer
la capacité infectieuse des parasites détectés dans la viande. Néanmoins, la PCR serait une bonne
alternative au bio-essai pour la recherche qualitative et quantitative de kystes dans la viande, et

ce particulierement pour des études a grande échelle (Opsteegh et al., 2010).

Des méthodes automatisées d’identification par fluorescence ont été développées pour détecter
et quantifier 7. gondii dans les tissus. Une technique par cytométrie en flux démontre de bonnes
performances, mais uniquement sur un volume trés restreint de tissus (un cerveau de souris)
contenant au minimum 70 kystes parasitaires. Une technique par microscopie a haut débit
démontre quant a elle une limite de détection plus intéressante, mais est aussi limitée par le

volume de tissu pouvant étre analysé (Aldebert et al., 2011).

La PCR numérisée par gouttelettes (ddPCR) est une technique en émergence qui intéresse
beaucoup les parasitologistes. Son principal avantage est qu’elle est indépendante de toute
courbe de calibration et qu’elle permet de quantifier une trés faible concentration d’ADN, méme
en présence de nombreux inhibiteurs. Bien qu’aucune étude ne soit encore publiée concernant
I’utilisation de cette technique pour quantifier 7. gondii dans la viande, ses qualités poussent a
croire qu’il serait prometteur de s’y intéresser. Toutefois, selon une étude 1’ayant comparé au
qPCR dans le but de quantifier Cryptosporidium dans des maticres fécales, son utilisation serait
deux fois plus cotiteuse (Yang et al., 2014). Le rapport colit-bénéfice devient donc important a

considérer selon les objectifs de 1’étude.

2.5.3 Corrélation entre la détection immunologique et la détection directe

Une toute nouvelle étude menée par I’ European Food Safety Authority (EFSA) a conclu que la
séroprévalence peut étre un indicateur utile pour estimer la présence du parasite viable dans
I’organisme animal (Opsteegh et al., 2016). Toutefois, cette conclusion mérite quelques nuances
et est applicable seulement aux especes porcines, aviaires, ovines et caprines. Il est important
de noter que la corrélation rapportée entre la séroconversion de ces animaux et la présence de

parasites dans leurs tissus est bonne (Dubey & Jones, 2008; Tenter et al., 2000; Zia-Ali et al.,

25



2007), mais pas parfaite (<10 % de faux négatifs) et varie selon la technique utilisée (Opsteegh
et al., 2016; A. Wingstrand et al., 1997). L utilisation de la sérologie n’est donc pas adéquate
pour déclarer un animal exempt de 7. gondii ou pour confirmer la présence du parasite dans un
tissu spécifique. Tel que mentionné précédemment, la présence de kystes tissulaires de 7. gondii
n’est pas constante en termes de quantité et de localisation dans I’organisme. Cette variabilité
constitue le principal obstacle a la détection de kystes tissulaires. Il est donc communément
recommand¢é de confirmer 1’atteinte tissulaire via un outil diagnostic indépendant des épreuves
sérologiques tel que la visualisation directe, 1’essai biologique, la culture cellulaire ou une
technique de biologie moléculaire (Marieke Opsteegh et al., 2011). Chez les bovins et les équins,
I’EFSA conclue que la sérologie ne devrait pas étre utilisée pour dépister la présence de
T. gondii. 1l semble qu’un individu de ces especes aurait autant de chance d’héberger des kystes
dans ses tissus, qu’il soit séropositif ou séronégatif (Opsteegh et al., 2016). Ce phénomene
demeure inexpliqué et les méthodes de détection directes telles que décrites précédemment

devraient donc étre priorisée pour tout programme de dépistage chez ces especes.

2.6 Prévalence et facteurs de risque

Il est important de noter que la séroprévalence n’est pas une donnée qui informe sur le stade de
I’infection, sa sévérité, son étendue et le statut d’excrétion de 1’hote. De plus, il est difficile de
comparer les études de prévalence entre elles, puisque les méthodes de détection et

d’échantillonnage varient énormément.

2.6.1 Chez I’humain

De 25 a 30% de la population humaine mondiale possede des anticorps contre 7. gondii, ce qui
en fait une des zoonoses parasitaires les plus fréquentes (Robert-Gangneux et al., 2012; Tenter
etal., 2000). La prévalence varie grandement (10 a 80%) entre les pays ainsi qu’entre les régions
et les communautés d’un méme pays. Tel qu’illustré dans la figure 3, les séroprévalences les
plus élevées ont été trouvées en Amérique du Sud et dans les pays tropicaux d’Afrique, alors
que les plus faibles ont été observées principalement en Amérique du Nord, en Asie du sud-est,

au nord de I’Europe et dans les pays sahariens d’Afrique.
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Figure 3. Niveaux moyens de séroprévalence de toxoplasmose humaine dans le monde
au cours des vingt derni¢res années.
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Aux Etats-Unis, Jones et al. (2014) constatérent une baisse de la séroprévalence globale chez
les américains natifs 4gés de 12 a 49 ans, passant de 14.1% entre 1988 et 1994 a 9% entre 1999
et 2004. Cette tendance a la baisse a aussi été observée en Europe. Par exemple, la
séroprévalence chez les femmes enceintes en France était de 80% dans les années 1960, 66%
dans les années 1980, 54% en 1995 et 44% en 2003 (Villena et al., 2010). Aux Pays-Bas, la
séroprévalence est passée de 35,2% en 1995-1996 a 18,5% en 2006-2007 chez les femmes en
age de se reproduire (Hothuis et al., 2011)..

La séroprévalence actuelle globale de toxoplasmose dans la population canadienne est inconnue.
Une étude menée exclusivement chez des personnes du milieu agricole et habitant en région
rurale au Québec a révélé une séroprévalence élevée de 72% (Pechere et al., 1977). Viens et al.
(1977) ont étudié la population québécoise agée de plus de 40 ans et y ont estimé une prévalence
de 70%. La prévalence chez des femmes (n=4136) et leurs enfants (n=3787) de la région de
Montréal a été mesurée a 40,8% et 36,4% respectivement avec un taux annuel de séroconversion

de 0,95%. Les populations autochtones canadiennes ont fait I’objet de nombreuses études dans

4 Reproduit avec la permission d’Audrey Simon
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les derniéres années en raison de plusieurs facteurs culturels et environnementaux suggérant une
exposition ¢levée a 7. gondii. Les résultats furent variables selon la région et la communauté.
Par exemple, dans les communautés Cree de la Baie James, des séroprévalences modérées de 4
a 12 % ont été mesurées (Sampasa-Kanyinga et al., 2013) alors que des anticorps contre
T. gondii ont été détectés chez plus de la majorité (59,8%) des Inuits du Nunavik (Messier et al.,

2009).

L’EFSA a établi en 2004 la toxoplasmose comme étant la parasitose humaine la plus répandue
en Europe (European Food Safety, 2007). De plus, il a été estimé, en appliquant des données
d’incidence américaine a la population canadienne, que 7. gondii est responsable de 28,1 cas de
toxi-infections alimentaires domestiques sur 100 000 annuellement au Canada, le classant ainsi
au 11° rang sur 30 pathogenes spécifiques causant ce type de maladie au pays (Thomas et al.,
2013). Une récente étude aux Etats-Unis a identifié la toxoplasmose comme étant la seconde
cause de mort et la quatriéme cause d’hospitalisation liées aux toxi-infections alimentaire avec

approximativement 327 morts et 4428 hospitalisations annuellement (Scallan et al., 2011).

De nombreuses variables peuvent altérer la probabilité d’étre infecté par 7. gondii: les
conditions climatiques, I’importance de la population de félidés, la qualité de I’eau et une
multitude de facteurs anthropologiques tels que les conditions socio-économiques et les
habitudes culturelles. Les coutumes liées a I’alimentation et a I’hygiéne semblent avoir un
impact majeur sur la prévalence de toxoplasmose dans les populations humaines. Par exemple,
la séroprévalence ¢€levée de toxoplasmose en France serait liée a une tendance a manger
certaines viandes crues (agneau, beeuf, gibier) (Jones et al., 2010). Il est rapporté que la
séroprévalence chez I’humain augmente avec I’age avec un taux variable selon le pays et le
niveau socio-économique. En effet, une étude menée au Brésil a démontré que la séroprévalence
de T. gondii était plus élevée chez les populations de niveau économique inférieur et que celles-
ci s’infectaient en plus bas age (Bahia-Oliveira et al., 2003). Des oocystes ont été détectés dans

32% des cours d’école au Brésil (dos Santos et al., 2010).
En général, les climats chauds et humides ainsi qu’une faible altitude sont des variables

environnementales associées a une séroprévalence d’infection plus élevée (Jitender Prakask

Dubey, 2010; Robert-Gangneux et al., 2012).
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L’immunosuppression de 1’hote augmente les risques de réactivation d’une infection latente et
de syndromes cliniques dévastateurs, mais n’augmente pas le risque d’infection primaire. Il est
¢galement important de mentionner que le fait d’étre enceinte ne constitue pas un facteur de
risque en soi, mais représente plutot une situation dans laquelle la toxoplasmose peut avoir de
graves conséquences et qui nécessite conséquemment une attention particuliére sur le plan

préventif (Jitender Prakask Dubey, 2010).

Une étude cas-témoins menée de 2002 & 2007 aux Etats-Unis a identifié de nombreux facteurs
de risque en lien avec la toxoplasmose dont la majorité sont associés aux aliments. La
consommation de beeuf haché cru, d’agneau saignant, de viande salée, séchée ou fumée produite
localement, de lait de chévre non pasteurisé et de mollusques crus sont tous des éléments
augmentant le risque d’infection récente a 7. gondii. A ceux-ci s’ajoute le fait d’avoir plus de
50 ans, d’étre un homme, de pratiquer un emploi impliquant la manipulation de viande et de
posséder 3 chatons ou plus (Jones et al., 2009). Il est intéressant de noter qu’aucun facteur de
risque n’a pu étre identifié¢ pour 48% des cas analysés lors de cette étude en excluant les facteurs
de risque non-modifiables (age, genre et région). Cela souligne le fait qu’il est difficile de définir
spécifiquement une exposition responsable de toxoplasmose chez un individu, puisque les
sources d’infections sont multiples et que les expositions sont souvent inconscientes, donc peu
rapportées. Bon nombre d’études épidémiologiques a travers le monde ont identifi¢ la
consommation de viande partiellement cuite comme étant un facteur de risque pour la

toxoplasmose humaine (Cook et al., 2000).

D’autre part, une étude transversale rétrospective révéla une association entre I’infection a
T. gondii et la source d’eau utilisée par 1’individu a partir des résultats sérologiques de 23 030
américains comptabilisées par le National Health and Nutrition Examination Survey
(NHANES) sur 8 ans (Krueger et al., 2014). Les consommateurs d’eau de puit domestique ou
d’eau d’aqueduc non-traitée a la maison ont un ratio de séropositivité significativement plus
haut que ceux qui utilisent de I’eau d’aqueduc traitée a la maison. Toutefois, ledit traitement

(type de filtre, entretien du filtre) est peu décrit dans 1’étude, ce qui laisse place a I’interprétation.
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2.6.1.1 Le role du chat domestique dans la toxoplasmose humaine

Plusieurs éléments font en sorte que le risque lié au fait de cotoyer un chat domestique est moins
alarmant que ce qui est généralement per¢u. Des conclusions équivoques ont été tirées d’études
comparant la séroprévalence chez les personnes qui posseédent ou non un chat. Certaines ont
révélé une association alors que d’autres n’en ont décelé aucune (Weese et al., 2011). Il est
toutefois clair que le principal facteur a considérer en lien avec la transmission de 7. gondii du
chat & I’humain est davantage le contact indirect avec ses féces dans 1’environnement que le fait
de le cotoyer. Le simple geste de toucher un chat entraine peu de chances de s’infecter puisqu’il
serait étonnant de retrouver des oocystes accolés a sa fourrure. Cela est expliqué par le
comportement d’auto-toilettage trés présent chez cette espéce et au fait que la toxoplasmose
n’induit généralement pas de signes cliniques (ex. diarrhée) chez le chat (Villeneuve, 2003). De
plus, tel que mentionnée en section 2.1.3, les oocystes présents dans les féces deviennent
infectieux seulement 1 a 5 jours apres I’excrétion qui se fait généralement en bas age et en une
seule phase d’une durée maximale de 20 jours (Jitender Prakask Dubey, 2010). Finalement,
I’infection de I’animal implique qu’il ait eu acces a I’extérieur ou qu’il soit nourrit de viande

crue ou peu cuite (Weese et al., 2011).

Tous ces facteurs impliquent théoriquement que le risque li€¢ au chat peut étre accentué pour
une personne ayant un chaton ayant accés a 1’extérieur et/ou nourrit avec de la viande crue ou
mal cuite, que les féces ne soient pas ramassées quotidiennement, que 1’animal soit en phase
d’excrétion et que des lacunes au niveau de 1’hygiene de base surviennent. Il est raisonnable de
penser que les probabilités que toutes ces conditions soient réunies sont plutot faibles et donc
que le simple fait de cotoyer un chat domestique ne met par nécessairement 1’humain a risque
d’infection a 7. gondii. 1l est néanmoins important de ne pas sous-estimer le pouvoir de
contamination environnementale des chats faisant leurs besoins a 1’extérieur, puisqu’un seul

individu peut excréter des millions d’oocystes (Jones et al., 2010).
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2.6.2 Chez les animaux d’élevage

2.6.2.1 Etudes multi-espéces et généralités

Dans une optique de santé publique, la présence de kystes tissulaires de 7. gondii chez les
animaux de production est une donnée importante a connaitre, puisque le bradyzoite est la forme
parasitaire principalement impliquée dans I’infection des humains a partir de produits carnés
(Jones et al., 2012). 11 est important de noter que la séroprévalence des animaux d’élevage n’est
pas équivalente a la présence du parasite dans ses tissus consommables, ni avec le risque que

celle-ci représente pour les consommateurs.

Une méta-analyse a estimé la prévalence de 7. gondii dans la viande dans plusieurs pays en
incluant des études utilisant uniquement des méthodes directes (bio-essai, PCR, microscopie).
Les conclusions étaient les suivantes : la présence de ce parasite chez les animaux d’élevage a
travers le monde n’est pas négligeable, des résultats trés variables entre les études sont obtenus,
la prévalence varie selon les régions du monde et aucune hypothése généralisée ne peut étre
émise a ce jour concernant le role de chacune des especes dans la transmission de la

toxoplasmose a I’humain (Belluco et al., 2016).

Une autre méta-analyse a estimé la prévalence (sérologique et directe confondue) chez les
animaux d’élevage aux Etats-Unis. Les prévalences agrégées ont été estimées a : 31,0 % chez
les porcs ¢€levés dans un environnement non confing, 30,7% chez les chévres, 24,1 % chez les
poulets €levés dans un environnement non confiné, 22,0% chez les agneaux, 16,7% chez les
truies élevées en environnement confiné et 5,6 % chez les porcs élevés en environnement
confiné (M et al., 2016). Comme dans plusieurs autres méta-analyses, les auteurs mentionnent
une grande variation dans les prévalences révélées par les différentes études incluses. Il est donc
important de se rappeler que plusieurs facteurs peuvent faire varier des résultats de prévalence

au sein d’un méme pays (méthodologie, localisation, conditions d’¢levage, etc.).
Une étude américaine a 1’échelle nationale a mesuré de faibles prévalences de 7. gondii dans la

viande au détail de beeuf, de porc et de poulet (Dubey et al., 2005). Ces résultats pourraient étre

expliqués par ’adoption majoritaire de méthodes d’élevage industriel intensif impliquant des
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mesures d’hygiéne et de confinement strictes, associées par plusieurs études a un déclin de la
prévalence de 7. gondii chez les animaux de production (Tenter, 2009). En contrepartie,
I’¢levage biologique, de plus en plus populaire, a été associé a une plus haute prévalence de
T. gondii chez les especes charcutieres (Jones et al., 2012). Bien qu’une hausse de 151% des
ventes de viande biologique aux Etats-Unis ait eu lieu entre 1999 et 2000, ce marché représentait
moins de 1% de la viande produite en 2001 (Carolyn Dimitri, 2002). Entre 2015 et 2016, les
ventes de viande biologique bondirent de 17%, soit la plus grande augmentation annuelle notée
pour ce marché (Dumas, 2017). Au Canada, alors que le nombre total de fermes (tout secteur
confondu) diminuait de 17% entre 2001 et 2012, le nombre de ferme certifiées biologiques
augmentait de 66,5%. La viande biologique représentait environ 1% des produits biologiques
vendus au Canada en 2008 (Louis-Samuel Jacques, 2012). Bien que ce marché croisse de fagon

manifeste, il semblerait que celui-ci demeure pour 1’instant marginal.

Un risque ¢élevé d’infection dans les ¢€levages (toutes especes confondues) a également été
associé¢ par plusieurs études a la présence de chats et de vermine, a I’accés des animaux a
I’extérieur, aux troupeaux de petite taille et a une mauvaise gestion des carcasses (Assadi-Rad

etal., 1995; Meerburg et al., 2006; Veronesi et al., 2011; Vesco et al., 2007; Weigel et al., 1995).

2.6.2.2 Chez le porc

Chez le porc d’¢élevage industriel en engraissement, la séroprévalence a été estimée inférieure a
5 % dans la plupart des pays industrialisés (Dubey & Jones, 2008). Une séroprévalence de 0,5%
a ¢t¢ mesurée par ELISA a partir de 2094 échantillons de jus de viande de porc vendue au détail
aux Etats-Unis (Dubey et al., 2005). Quatre études du National Animal Health Monitoring
System (NAHMS) réalisées aux Etats-Unis en 1990, 1996, 1998 et 2006 mettent en évidence
une baisse constante de la prévalence chez les porcs (Jitender Prakask Dubey, 2010). La derniere
mesure effectuée dans le cadre de ce projet, soit en 2006, a révélé une séroprévalence de 2,6 %

chez les porcs en engraissement par ELISA sur sérum (Hill et al., 2010).
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En 1990, une séroprévalence de 9,4 % a été rapportées chez des truies a 1’abattage provenant de
diverses régions du Canada. Les plus hautes séroprévalences ont été¢ retrouvées en Ontario
(16,2%) et dans les provinces maritimes (22,4%), alors que la Saskatchewan (6,8%) et le
Manitoba (3,0%) étaient les moins infectées (Smith, 1991). Selon I’auteur, cela pourrait étre
expliqué en partie par le fait que les €levages échantillonnés étaient plus volumineux (> 100

tétes) dans ces dernicres provinces que dans I’est du Canada.

En Ontario, une étude a permis d’estimer la séroprévalence réelle (par analyse bayesienne
rétrospective) a 1’échelle des individus et des troupeaux de porcs en finition et ce, pour les
années 2001, 2003 et 2004. Globalement, les données obtenues ont mis en évidence une
prévalence réelle faible et décroissante au fil des années, soit passant de 1,7% (95% PI 1,2-2,2),
en 2001 a 0,3% (95% PI 0,1-0,7) en 2004 (Poljak et al., 2008). Une étude menée en Alberta a
trouvé 8 échantillons (0,3%) de sang séropositif parmi 2689 échantillons provenant de porcs en
engraissement (Kennedy et al., 2003). Les résultats de ces études canadiennes démontrent que
les porcs en engraissement et en finition au Canada sont rarement infectés par 7. gondii et

soutiennent la tendance au déclin de la prévalence de ce parasite dans les pays industrialisés.

En contrepartie, 1’élevage biologique et axé sur le bien-€tre animal est associé a une
augmentation de I’exposition des porcs (Jones et al., 2012). Kijlstra et al. (2004) aux Pays-Bas
ont estimé (par IFAT, test de Sabin-Feldman et LAT) une séroprévalence nulle chez des porcs
en ¢levage conventionnel contrastant avec une séroprévalence de 2,9 % chez des porcs
provenant d’un élevage biologique. Toujours aux Pays-Bas, une séroprévalence moyenne de
2,6% variant de 0,38% en ¢levage intensif a 5,62% en ¢levage en liberté a ét€ mesurée par

ELISA (van der Giessen et al., 2007).

2.6.2.3 Chez la volaille

La prévalence de 7. gondii chez la volaille varie grandement selon le type d’élevage (Robert-
Gangneux et al., 2012). Aux Etats-Unis, la séroprévalence dans les fermes industrialisées est
pratiquement nulle, mais peut atteindre 100% dans les élevages de basse-cour et 30-50% dans

les élevages biologiques (J. Dubey, 2010; D. Hill et al., 2013). Au Brésil, une séroprévalence
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atteignant 65% chez des poulets ¢€levés en liberté a été estimée par MAT et la présence de
T. gondii viable dans la viande de 81% des oiseaux (entre 0,8 et 2,5 kg) séropositifs a été

déterminée par bio-essai sur des souris (da Silva et al., 2003).

2.6.2.4 Chez les petits ruminants

Les ovins et les caprins a travers le monde sont souvent élevés périodiquement ou en
permanence au paturage. Ils sont généralement soumis a une plus forte pression d’infection a
T. gondii en raison de la vraisemblable contamination de leur environnement par des oocystes.
Cette particularité est reflétée par des niveaux de séroprévalence généralement €levés, pouvant
atteindre 92% et 75%, respectivement, chez le mouton et la chévre, dans certaines régions du

monde (Tenter et al., 2000).

D’apres les résultats de Halos et al. (2010), environ 5,4% des carcasses ovines mises sur le
marché en France contiendrait du 7. gondii viable. Ils ont également rapporté des prévalences
¢levées de I’ordre de 17,7% dans la viande d’agneau et 89% dans la viande de moutons (>1 an).
Ces résultats révelent une différence significative entre les deux groupes d’age (p < 0,0001) qui
a aussi été démontrée dans d’autres études (Boughattas et al., 2014; Dumétre et al., 2006). Une
séroprévalence particulierement élevée de 87,4 % a ¢ét€¢ mesurée par ELISA sur des moutons de
plus d’un an en Belgique en 2014 (Verhelst et al., 2014). 1l est important de noter que la
séropositivité détectée chez les agneaux n’est pas liée au transfert d’immunité maternelle
puisque celle-ci est présente dans les trois premiers mois de vie uniquement (Halos et al., 2010)
et les agneaux inclus dans les études de prévalence sont généralement plus agés. Malik et al.
(1990) ont rapporté une séroprévalence de 42 % chez les agneaux et de 80 % chez les ovins
adultes de cinq abattoirs du nord-est des Etats-Unis. En 2007, 27,1 % des agneaux analysés par
MAT dans des abattoirs du nord-est des Etats-Unis étaient séropositifs a 7. gondii (Dubey,
Sundar, et al., 2008). Au Canada, une étude en Ontario a révélé que 99% des troupeaux de
moutons €taient séropositifs pour 7. gondii avec une séroprévalence moyenne au sein d’un
méme troupeau de 57.6% (Waltner-Toews et al., 1991). Au Québec, Dubreuil et al. (2003) ont
estimé que de 96,7% des troupeaux (n=29) et 42,6% des brebis (n=156) étaient séropositifs.
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La séroprévalence rapportée dans le monde chez la chévre varie de 4 a 77% (J. Dubey et al.,
2011; Tenter et al., 2000). Aux Etats-Unis, la viande de chévre est trés populaire auprés des
communautés ethniques et une récente ¢tude menée sur la cote est a révélé une prévalence de
T. gondii de 53,4% dans la viande caprine destinée a la consommation humaine (J. Dubey et al.,

2011).

2.6.2.5 Chez les bovins

La séropositivité rapportée chez le bovin varie de 2 a 92% (Tenter et al., 2000) a travers le
monde. Bien que de hautes séroprévalences ont été rapportées dans certaines études, il est trés
rare de trouver le parasite dans les tissus de vaches adultes ou d’avortons (Dubey & Jones, 2008),
comme le supporte I’absence d’échantillons positifs dans une étude portant sur la viande de
beeuf vendue au détail aux Etats-Unis (Dubey et al., 2005). En fait, une vache infectée avec
T. gondii éliminera le parasite ou le réduira a un niveau indétectable en quelques semaines, ce
qui suggere chez cette espéce une résistance naturelle et un systéme immunitaire
particulierement efficace pour évincer le parasite (Jitender Prakask Dubey, 2010) (Marieke
Opsteegh et al., 2011). De plus, la séroprévalence réelle pourrait étre plus basse que ce qui est
mesuré en laboratoire puisque la spécificité des tests sérologiques utilisés pour détecter les
anticorps contre 7. gondii semble problématique chez les bovins (Jitender Prakask Dubey,

2010).

2.6.2.6 Chez le cheval

Les prévalences sont généralement considérées basses chez le cheval, mais les données
rapportées dans la littérature varient de 0,4% a 65,6%. Aucun cas de toxoplasmose n’a été
rapporté chez le cheval a ce jour et le parasite n’a pu persister plus de 3 mois dans les tissus
€quins apres inoculation expérimentale (Jitender Prakask Dubey, 2010), ce qui suggere une
résistance naturelle de cette espéce au développement de la maladie et a ’enkystement

parasitaire.
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2.6.2.7 Chez le gibier

En général, le gibier semble étre davantage infecté par T. gondii que les animaux d’élevage. A
titre d’exemple, des séroprévalences entre 30 et 60% ont été mesurées chez le cerf de Virginie
aux Etats-Unis entre 2004 et 2008. Des parasites viables furent identifiés dans 17 a 29% de ces
¢chantillons (Jones et al., 2012). Chez le sanglier, des séroprévalences de I’ordre de 31 a4 37%
ont été mesurées par MAT aux Etats-Unis au début des années 1990 (Diderrich et al., 1996).
Chez I’ours noir, des séroprévalences allant jusqu’a 80% ont été mesurées aux Etats-Unis en
1995 (Dubey, Humphreys, et al., 1995). Tres peu d’information est disponible concernant la

séroprévalence chez les espéces visées par la chasse sportive au Canada.

2.6.3 Chez les félidés

Chez le chat domestique, la prévalence est élevée et peut atteindre 80% (Jones et al., 2010). 1l
est généralement considéré que la prévalence de 7. gondii est plus élevée chez les chats qui
peuvent aller a I’extérieur et chasser (Weese et al., 2011). Au Canada, une étude a estimé une
séroprévalence de 12% en Ontario sur un échantillon de 27 chats domestiques présentant des
épisodes de convulsions (Quesnel et al., 1997). La séroprévalence chez les chats errants de I’Ile-
du—Prince-Edouard a été estimée a 29,8%, ce qui est comparable a des données obtenues en

Californie et a Grenade (Stojanovic et al., 2011).

La séroprévalence chez les félidés sauvages est tres élevée et peut atteindre 100% selon les
populations (Jitender Prakask Dubey, 2010). L’infection par 7. gondii a été mise en évidence
chez 31 des 39 especes de félidés sauvages connues sur la planete (Jitender Prakask Dubey,

2010).

2.6.4 Chez les autres especes

L’infection par 7. gondii a été¢ décrite chez plus de 350 especes animales dont la majorité
appartiennent a la faune (Robert-Gangneux et al., 2012; Tenter et al., 2000). Plusieurs facteurs
influencent I’infection des populations sauvages a 7. gondii tels que les conditions climatiques,
la susceptibilité des espéces, leur espérance de vie, leur comportement alimentaire et la présence
de félidés dans I’environnement (Smith et al., 1995). Les plus hautes prévalences dans la faune

ont été trouvées dans des pays tropicaux, ¢’est-a-dire au climat chaud et humide. Les animaux
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ayant une courte espérance de vie ont tendance a avoir une prévalence plus basse. Les herbivores
ont en général une prévalence moindre que les omnivores et les carnivores (Smith et al., 1995).
Dans I’hémisphére nord, des prévalences €levées ont été trouvées chez des carnivores tels que
1I’ours noir et le renard roux, et chez des omnivores tels que le sanglier (Robert-Gangneux et al.,
2012). Un intérét particulier envers la présence de 7. gondii chez les mammiféres marins a
récemment €té suscité suite a la découverte de prévalences trés variables (47 a 100%) chez la
loutre de mer (Conrad et al., 2005). Suite a ses observations sur des populations sauvages sur la
cote californienne, Conrad et al. (2005) ont émis I’hypothese que ces animaux pourraient en fait
jouer le role de sentinelles reflétant la contamination environnementale des écosystémes marins
par le ruissellement de I’eau douce. L’augmentation des mortalité des loutres aux Etats-Unis
dues a des encéphalites protozoaires, incluant celles liées a 7. gondii, engendre donc certaines

inquiétudes pour la santé publique (Kreuder et al., 2003).

Au Canada, une séroprévalence de 6,4% et de 37% a été mesurée par MAT chez les beeufs
musqués (Kutz et al., 2000) et les caribous de la toundra (Kutz et al., 2001), respectivement dans
diverses régions nordiques. Ces especes sont couramment chassées par les communautés locales
et le risque pour la santé publique 1i¢ a la présence de 7. gondii reste a investiguer. La
séroprévalence a été évaluce a 14% chez les lynx de 1’ouest québécois (Simon et al., 2013) et a
41,7% chez les carcajous du Nunavut (Reichard et al., 2008). Le lynx du Canada est le seul hote

définitif sauvage identifié¢ dans la faune du Canada boréal (Simon et al., 2013).

Peu d’informations sont disponibles concernant la prévalence chez les animaux de compagnie
autres que le chat. Des prévalences allant de 11 a 89% ont ¢été rapportées chez le chien (Dubey,
Cortes-Vecino, et al., 2007; Dubey, Rajapakse, et al., 2007; Jitender Prakask Dubey, 2010;
Figueredo et al., 2008; Tsai et al., 2008; Weese et al., 2011) dans plusieurs pays d’ Amérique du
Sud, d’Europe et d’Asie. Les plus hauts taux de prévalence canine ont ét€ mesurés en Amérique
du Sud. Une ¢tude effectuée en Amérique du Nord a révélé une séroprévalence de 25 % chez
229 chiens du Kansas (Lindsay et al., 1990). Yan et al. (2012) a mesuré une séroprévalence de
40,3% chez des chiens errants en Chine et proposa que cette population animale pourrait servir

d’indicateur de la distribution de 7. gondii dans 1’environnement.
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2.7 Attribution de source de toxoplasmose humaine

L'attribution des sources de maladies consiste a associer leur fardeau a des sources précises, le
terme « source » pouvant désigner des voies de transmission (alimentaire, eau, par contact
animal ou par contact direct entre personne) ou des réservoirs (denrée alimentaire, animaux,
etc.). Nos connaissances sont limitées concernant plusieurs ¢léments phares de I’attribution de
source pour 7. gondii, dont ses principaux réservoirs naturels, I’importance relative de la
transmission horizontale entre les espéces hotes et I’impact épidémiologique des différentes

sources alimentaires pour I’humain.

Mondialement, la proportion d’infection humaine attribuable a chacune des sources de 7. gondii
est peu connue. Selon Dubey et al., (2010) une tendance semble toutefois se dessiner, soit que
I’infection via les oocystes serait prédominante dans les régions du monde ou les chats abondent
et défequent un peu partout dans I’environnement et les habitations. Les kystes tissulaires, quant
a eux, seraient la source principale d’infection dans les régions ou la population féline est mieux
contrdlée et ou la consommation de viande crue ou peu cuite est populaire, soit essentiellement

en Europe et en Amérique du Nord.

Un rapport visant a élaborer des recommandations concernant la méthode d’attribution de
source la plus appropriée a utiliser pour des maladies d’origine alimentaires spécifiques a été
produit par un groupe de 1’Organisation mondiale de la Santé (OMS), le Foodborne Disease
Epidemiology Reference Group (FERG) (Pires, 2013). 1l a été conclu qu’une approche
épidémiologique consistant en la réalisation d’une revue systématique et d’une méta-analyse de
données sur des cas sporadiques €tait appropri¢e pour 1’attribution de source de toxoplasmose.
L’approche par sous-typage, quant a elle, s’est avérée inapplicable. Une méta-analyse faite par
le méme groupe de I’OMS a été produite suite a la publication de ces recommandations, estimant
que les toxoplasmoses (congénitales et acquises) d’origine alimentaire représenteraient 49% de

tous les cas a I’échelle mondiale (Torgerson et al., 2015).

Butler et al. (2015) procéda a une attribution de source pour 28 pathogenes entériques au

Canada. A I’aide d’un processus de consultation d’expert, il fut en mesure de déterminer que
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51,4 % des cas de toxoplasmose au Canada étaient d’origine alimentaire, 33,8% étaient
attribuable a un contact animal, 8,8% était attribuable a la consommation d’eau, 3,3% a une
source autre et 2,7 % a un contact entre personne. La proportion de cas d’origine alimentaire au

Canada est en concordance avec celle estimée par I’OMS a I’échelle mondiale en 2015.

Des données d’attribution de source au niveau de la denrée alimentaire ont été produites par
I’Agence de santé publique du Canada (ASPC), mais ne sont pas encore publiées. Le tableau

tableau I1I est basé sur ces données.

Jusqu’a tout récemment, aucun test ne permettait de faire la distinction entre 1’ingestion de
kystes tissulaires ou d’oocystes comme voie d’infection dans un cas de toxoplasmose. La
découverte d’un antigéne spécifique a la forme sporozoaire du parasite par Hill et al. (2011)
constitue un nouvel outil prometteur. En effet, cette étude suggeére qu’une sérologie démontrant
la présence d’anticorps contre cette protéine (TgERP) serait indicateur d’une infection aigué
découlant d’une exposition a des oocystes de 7. gondii. Cette épreuve sérologique a permis
d’identifier les oocystes comme source de primo-infection chez 76% d’un échantillon de
femmes ayant donné naissance a un enfant infect¢ congénitalement. Il est difficile de comparer
ce résultat a I’attribution de source produite par I’OMS en 2015, car I’identification des oocystes
comme étant a I’origine de ces cas ne permet pas de distinguer clairement la voie de transmission
encourue. En effet, les oocystes peuvent infecter I’humain via I’alimentation, 1’eau, le contact
avec les animaux, etc. Ils ne sont toutefois pas présents dans la viande et ne peuvent €tre transmis
verticalement. Suite a une entrevue, des facteurs de risques significatifs liés a 1’exposition aux
oocystes ont été identifiés chez seulement 50% des femmes infectées par cette forme parasitaire.
Une autre ¢tude observa que 43% de 193 femmes enceintes séropositives a 7. gondii avaient été
infectées par des oocystes plutdt que par des kystes (Munoz-Zanzi et al., 2010). Ces données
rejoignent celles d’autres études suggérant que les oocystes représentent une source importante
de toxoplasmose chez I’humain, mais souvent non identifié¢e par les études épidémiologiques

(Boyer et al., 2011; Hill et al., 2011).

39



2.7.1 Le risque li¢ a l1a consommation des différents types de viande

Belluco et al. (2016) considérent qu’aucune hypothése générale ne peut étre émise a ce jour
concernant le réle de chacune des espéces dans la transmission de la toxoplasmose a I’humain
a I’échelle mondiale. L’¢évaluation comparative de 1’exposition a été identifiée par Pires et al.
(2013) comme étant une méthode prometteuse pour estimer le risque de transmission de 7.
gondii posé par les différents types de viande chez une population donnée. Elle consiste a
accorder un niveau de risque a chaque denrée en fonction de la probabilité d’exposition a celle-
ci, donnée qui dans le cas de 7. gondii nécessite bien souvent une modélisation mathématique.
Cette approche a été appliquée a un modele d’évaluation quantitative du risque lié a 7. gondii
aux Pays-Bas en 2011 (M. Opsteegh et al., 2011) et pourrait 1’étre ailleurs dans le monde a
condition que des données suffisantes y soient disponibles. Celles-ci incluent la prévalence
(directe ou sérologique dépendamment de la denrée) chez toutes les sources potentielles, des
données d’exposition humaine tenant compte de la consommation alimentaire typique de la
population ainsi que de I'information concernant la survie du parasite a travers les étapes

principales de la chaine de production alimentaire.

Cette derniere étude menée par Opsteegh et al. (2011) aux Pays-Bas identifia la viande de beeuf
comme étant responsable de 67,6 % des toxoplasmoses contractées par ingestion de viande
(parmi le porc, I’ovin, le beeuf et les produits mixtes). Ce résultat est plutot étonnant, car tel que
mentionné¢ en section 2.8.4, le bceceuf n’est pas considéré comme un hote favorable a
I’enkystement de 7. gondii (D. Hill et al., 2013). Dernierement, comme dans le cas de I’étude
d’Opsteegh, la consommation de viande de beeuf, surtout hachée, a été identifiée comme étant
un facteur de risque important pour la toxoplasmose humaine (Belluco et al., 2016; Jones et al.,
2009). Ce lien épidémiologique surprenant peut pour I’instant étre expliqué par la possibilité de
contamination croisée de la viande avec d’autres especes plus sujettes a contenir des kystes
parasitaires ou par un manque de performance dans nos méthodes de détection moléculaires,
spécifiquement pour cette espeéce. La popularit¢ de la viande bovine et les habitudes de
consommation qui impliquent parfois de la manger crue ou saignante contribuent probablement

au risque y étant attribué.
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Aucun cas de toxoplasmose humaine n’a pu étre directement li¢ a la consommation de volaille
aux Etats-Unis (D. Hill et al., 2013). La volaille est généralement consommée bien cuite et/ou
subit des conditions de congélation de durée variable dans son processus de transformation avant
de se rendre sur I’étagére de 1’épicerie, ce qui abaisserait le risque de transmission de 7. gondii.
Aucun des échantillons de viande de poulet vendus au détail aux Etats-Unis ne contenait de 7.
gondii viable parmi les 2094 échantillons analysés par Dubey et al. (2005) et une séroprévalence
de 1,3% a été estimée par ELISA sur le jus de viande de ces mémes échantillons. Ces résultats
suggerent que la toxoplasmose pourrait survenir dans les élevages de poulet américains, mais
que le risque lié a la viande de poulet au détail est tres faible (Jones et al., 2012). 11 est probable
que la situation soit similaire au Canada, étant donné les types de productions comparables.
Selon une communication personnelle, seulement 2,6% des DALY liés a T. gondii au Canada

serait attribuable a la viande de volaille.

La viande ovine et caprine est probablement une importante source d’infection dans de
nombreux pays et spécialement en Europe (Cook et al., 2000; Ginsbourger et al., 2012; Kijlstra
et al., 2008). La part du risque attribuée a ce type de viande pourrait étre plus faible en Amérique
du Nord en raison de sa popularit¢ moindre (Dubey et al., 2005). La consommation d’agneau
par les canadiens reste marginale (1% du volume annuel en 2011) comparativement aux autres
viandes (MAPAQ, 2014). La viande de mouton adulte (> 1 an), qui sont potentiellement exposés
plus longtemps au parasite, est quant a elle destinée principalement au marché de I’alimentation
animale et a I’exportation. Une offre importante de viande ovine provenant de la Nouvelle-
Z¢élande et I’ Australie est présente sur les tablettes des épiceries canadiennes. Il est raisonnable
de croire que ces produits représentent un risque moindre de transmettre 7. gondii, car 96% de
la viande ovine importée au Canada était congelée entre 2007 et 2012 (MAPAQ, 2014). La

température et la durée de congélation sont toutefois inconnus.

La faible prévalence tissulaire (0,38%) et sérologique (0,5%) estimée par Dubey et al. (2005)
suggere que le porc n’est pas une source d’infection importante aux Etats-Unis. Par contre, il
est important de prendre en compte le volume et les habitudes de consommation avant de
pouvoir établir que le risque lié a cette viande est faible. Une étude d’évaluation quantitative de

risque a récemment estimé que la probabilité d’infection humaine a 7. gondii par portion de
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viande de porc fraiche aux Etats-Unis était de 3,2 x107 29,5 x 107, ce qui correspond a 94 600
nouveaux cas annuellement (Guo et al., 2017). Toutefois, cette estimation était basée sur un
modele dose réponse d’infection chez la souris (M Guo et al., 2016) et puisqu’aucune donnée
n’était disponible concernant la concentration de bradyzoites dans la viande de porc, des
données concernant la viande caprine ont été utilisées. Ces facteurs pourraient avoir biaisé les

résultats.

Une étude portant sur un cas de toxoplasmose aigue chez une adolescente italienne a permis
d’identifier la consommation d’une saucisse de porc crue comme étant la source d’infection
(Vitale et al., 2014). 1l est important de noter que le porc ayant fourni la viande avait été élevé
a Pextérieur et abattu a la maison. En Italie, la saucisse de porc grillée est un plat traditionnel et
il n’est pas rare qu’elle soit goltée crue lors de la préparation du repas. Cette habitude est

commune a plusieurs autres pays d’Europe et augmenterait le risque d’infection via la viande.

2.8 Comment gérer le risque de transmission de 7. gondii a

I’humain par la viande ?

2.8.1 Prévention primaire

2.8.1.1 Education

Différentes mesures d’hygiene sont primordiales pour prévenir 1’infection humaine a 7. gondii.
Les recommandations de base (tableau I) sont fondées sur les connaissances quant a la résistance
intrinséque du parasite et aux caractéristiques biologiques de ses différents stades infectieux. La
portée de ces recommandations dépend grandement des politiques en santé publique propres a

chaque pays et de I’efficacité de leur communication a la population.
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Tableau 1. Mesures d’hygiéne de base pour prévenir la toxoplasmose humaine

Source d’infection Mesure de prévention
Qocystes dans les féces e Se laver soigneusement les mains apres avoir caressé un chat.
de chats e Porter des gants lors du changement de litiére.

e Changer la litiere souvent et laver le plateau avec de l'eau
chaude (60 ° C).
e Evitez de mettre la litiére dans la cuisine.

e Nourrir les chats avec de la nourriture séche ou en canne.

Qocystes dans e Se laver soigneusement les mains et brosser les ongles apres
I’environnement toute activité de plein air en contact avec le sol.

e Porter des gants pour le jardinage.

e Préférer I'eau minérale a I'eau du robinet (dans les pays ou le
réseau d'eau est fourni principalement par les eaux de surface)

e Evitez les huitres, les palourdes et les moules crues.

e Evitez ’ingestion accidentel d'eau (lacs, riviéres) pendant les
activités récréatives.

e Nettoyer soigneusement les légumes, les fruits et les herbes
mangées crues, surtout s’ils se développent prés du sol.

e Eviter les légumes crus aux restaurants.

Kystes tissulaires dans la e Bien cuire la viande (four, poéle ou mijoteuse).
viande e Eviter la cuisson au micro-onde.
e Manger de la viande ayant été préalablement congelée a un
minimum de -20 ° C pendant au moins 15 jours.
e Se laver les mains, laver les couteaux, les récipients et les

planches aprés avoir manipulé ou coupé la viande.

Traduit et adapté de (Robert-Gangneux et al., 2012)°

5 Reproduit avec la permission de American Society for Microbiology
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L’éducation du public est une stratégie potentielle pour prévenir la toxoplasmose humaine. Une
¢tude américaine a révélé que les femmes enceintes ne savent généralement pas comment
prévenir I’infection, et sont surtout mal informées quant aux risques liés a la consommation et
la manipulation de viande crue ou insuffisamment cuite (Jones et al., 2003). De nombreuses
¢tudes soutiennent que I’éducation prénatale constitue une intervention bénéfique et efficace
pour réduire 1’incidence de toxoplasmose congénitale (Foulon et al., 1994; Pawlowski et al.,
2001), alors que certaines revues systématiques concluent qu’il existe trés peu de preuves
scientifiques rigoureuses qui vont en ce sens. Ces études soulignent par le fait méme
I’importance de réaliser des essais controlés randomisés pour confirmer les bénéfices potentiels
et quantifier I’impact de telles interventions sur la population (Di Mario et al., 2013; Gollub et
al., 2008). De tels essais permettraient également de comparer I’efficacité de diverses stratégies
d’éducation; est-il plus efficace d’éduquer les patients a risque via le réle de premiére ligne des
médecins généralistes ou d’éduquer la population de fagon moins ciblée, par le biais des

systémes scolaires ou de campagnes gouvernementales ?

La plupart des recommandations du Gouvernement du Canada (2015) concernant la température
interne de cuisson sécuritaire des viandes sont suffisantes pour détruire 7. gondii (tableau II).
Toutefois, il est recommandé de cuire les coupes entieres de beeuf, de veau, d’agneau (cuisson
désirée mi-saignante) et la viande de beeuf attendrie mécaniquement a 63°C, ce qui laisse une
zone d’incertitude, puisque tel que mentionné précédemment, le taux de survie du parasite en

deca de 67°C dépend de plusieurs facteurs dont 1’épaisseur de la viande et la durée de cuisson.
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Tableau II.Recommandations du Gouvernement du Canada concernant les températures sécuritaires
de cuisson interne de la viande

Type de viande Température de

cuisson interne

Beeuf, veau et agneau (coupes entiéres et morceaux)

Mi-saignant 63°C
A point 71°C
Bien cuit 77°C

Porc (par exemple, jambon, longe, cotes levées)

Porc (coupes entiéres et morceaux) 71°C

Viande hachée et mélange de viande (par exemple, saucisses,

hamburgers, boulettes de viande, pain de viande, plats en casserole)

Beeuf, veau, agneau et porc 71°C

Volaille 74°C

Beeuf attendri mécaniquement (beeuf coupé solide)

Beeuf, veau 63°C

Bifteck (Retourner au moins deux fois durant la cuisson) 63°C

Volaille (par exemple, poulet, dinde, canard, etc.)

Morceaux 74°C

Volaille entiére 82°C

Adapté de (Gouvernement du Canada, 2015)
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2.8.1.2 Vaccination

La diminution d’excrétion d’oocystes chez le chat et la prévention de formation de kystes chez
les hotes intermédiaires permettraient de réduire significativement la transmission de 7. gondii.
Beaucoup d’efforts ont donc été dirigés vers 1’élaboration de méthodes d’immunisation
efficaces pour I'une ou Dl’autre de ces indications. Malgré d’importants progrés dans la
connaissance de I’immuno-pathogénicité de 7. gondii, le seul vaccin disponible
commercialement a ce jour (en Nouvelle-Zélande, Angleterre, France et Irlande) est le

Toxovax®

, constitué¢ de tachyzoites vivants atténués de la souche S48. Ce vaccin est autorisé
pour usage vétérinaire seulement afin de diminuer 1’incidence d’avortements chez les brebis. 11
n’a jamais été démontré que ce vaccin puisse prévenir la formation de kystes tissulaires chez le
mouton en infection naturelle (Garcia JL, 2014), mais une récente ¢tude menée au Royaume-
Uni a révélé que la vaccination avec la souche S48 réduisait la charge parasitaire dans les tissus
consommables d’agneaux infectés expérimentalement (Opsteegh et al., 2016). Il n’est pas utilisé
chez I’humain par peur qu’il mute en une souche virulente et parce que, comme tout vaccin
vivant atténué, il est susceptible d’étre pathogene chez les patients immunosupprimés (Zhang et
al., 2013). Depuis 2009, les études portant sur le développement de vaccins ont ét¢ menées
principalement chez les chats, les animaux de consommation et la souris. L antigene de rhoptrie
RP18 semble étre un candidat intéressant puisqu’il augmente significativement le taux de survie
chez des souris infectées expérimentalement (Yuan et al., 2011). 11 a également ét¢ démontré
que certaines interleukines sont des adjuvants efficaces a I’immunisation contre 7. gondii.
Finalement, des épitopes spécifiques aux antigenes de 7. gondii se liant au complexe majeur
d’histocompatibilité humain ont été découverts et représentent une voie prometteuse (Tan et al.,

2010).

Le contrdle du niveau d’excrétion des félins a ¢ét€¢ suggéré comme étant une stratégie
prometteuse pour les élevages d’especes herbivores. Aucun vaccin ou traitement préventif
permettant de limiter I’excrétion d’oocystes par les chats n’est disponible commercialement a
ce jour, mais il s’agit d’une avenue qui est en développement depuis plusieurs années. La
pertinence d’un tel vaccin est questionnable, car il serait vou¢ a étre administré de fagon massive

chez les chats ruraux qui sont souvent sans propriétaire et il n’améliorerait pas la santé du chat
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lui-méme. Il est généralement accepté qu’il est plus réaliste d’empécher 1’accés des chats aux

lieux de productions animales que de controler leur excrétion parasitaire (Kijlstra et al., 2008).

2.8.1.3 Biosécurité et gestion des intrants

A la ferme, aucun traitement n’est disponible & ce jour pour freiner la formation de kystes
tissulaires chez les animaux de consommation une fois qu’ils sont infectés. Il vaut donc mieux
prévenir leur infection en controlant les principales sources potentielles. On peut penser que le
fait de garder les troupeaux a I’intérieur permettrait de protéger les animaux de la toxoplasmose.
Cela a pourtant été réfuté par les résultats d’une récente étude transversale menée au Pays-Bas
sur des ¢levages de chevres laitieres. Celle-ci conclue que le confinement n’est pas associé a
une diminution significative de la séroprévalence, alors que le nombre de chats circulant sur la
ferme le serait (Opsteegh et al., 2016). Encore une fois, cela souligne I’importance de contrdler

I’acces des félins sur les lieux d’élevages.

Dans les élevages d’espeéces omnivores telles que le porce, le contréle de la qualité des intrants
d’origine animale s’ajoute a la mesure précédemment suggérée. En effet, il a été démontré que
le fait de nourrir un troupeau avec des protéines animales non-pasteurisées constitue un facteur
de risque a I’infection a 7. gondii. De plus, la gestion de la présence de vermine (rongeurs,
oiseaux) est importante, car ceux-ci sont des porteurs potentiels de kystes. La qualité de 1’eau
est également un facteur de risque dans tout type d’¢élevage, puisqu’une eau contaminée peut

transmettre 7. gondii (Kijlstra et al., 2008).

Bref, la gestion de la biosécurité, entre autres par un maintien d’un bon niveau de confinement
et par le contrdle de la salubrité des intrants (aliments, eau, lait, animaux) est la principale
stratégie recommandée actuellement a la ferme pour prévenir I’infection des troupeaux a

T. gondii (D. Hill et al., 2013; Opsteegh et al., 2016).

2.8.1.4 Surveillance

Au Canada, aucune surveillance concernant 7. gondii n’est usuellement faite a la ferme, a
I’abattoir ou dans les étapes subséquentes de la chaine de production des viandes. Un systeme
national ciblant 7. gondii a ’abattoir pourrait permettre d’identifier les fermes a risque et d’y

implanter des mesures de biosécurité pouvant améliorer la salubrité de la viande. Il pourrait
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¢galement permettre d’identifier la viande contaminée et de faire une destruction ciblée des
kystes parasitaires a 1’aide de procédures spécifiques (cuisson, congélation, irradiation ou autre).
Bien que potentiellement utile, un tel systéme ne peut actuellement pas €tre mis en place en
raison de lacunes technologiques (détection a grande échelle), d’'un manque de connaissance
des méthodes de controle efficaces (avec rapport colit-bénéfice favorable) et d’une prise en
charge financieére incertaine (Kijlstra et al., 2008). Il y a espoir que des actions seront prises
prochainement a I’international pour remédier a la situation, car un panel d’experts de la EFSA
a récemment émis la recommandation d’implanter un systéme gouvernemental longitudinal de
surveillance et de contrdle de 7. gondii chez le porc, entre autres par la détection ante-mortem

de lots infectés et par I’inactivation du parasite post-mortem (EFSA, 2011).

Au Canada, la réduction du risque post-¢levage repose pour I’instant entre les mains des
consommateurs et travailleurs en alimentation adoptant des habitudes de consommation et

d’hygiene sécuritaires (Jones et al., 2012).

2.8.2 Prévention secondaire : Dépistage et prophylaxie chez les femmes

enceintes

Certains pays ont mis en place un systéme de dépistage sérologique ciblant 7. gondii chez les
femmes enceintes. Par exemple, la haute prévalence observée chez les Francais dans les années
70 a motivé le pays a implanter un tel systeme constitué d’un premier dépistage sérologique
dans les trois premiers mois de grossesse et d’un suivi mensuel chez les femmes séronégatives
(Robert-Gangneux et al., 2012). Lorsque le premier test révele que la patiente possede des
anticorps depuis longtemps, aucun suivi n’est nécessaire durant la grossesse. Plusieurs autres
pays européens ont adopté des politiques similaires (Belgique, Norvége, Italie, Autriche)
(Robert-Gangneux et al., 2012). Démarrer un traitement ciblé aussitdt que la séroconversion est
observée et fournir un diagnostic prénatal sont les principaux objectifs visés par ces
programmes. Certaines limites telles que le respect des directives par les patients (Cornu et al.,
2009) et I’anxiété crée par un diagnostic d’infection primaire a 7. gondii chez la femme enceinte
(Eskild et al., 2001) mettent en doute I’efficacité et 1’utilit¢ de ces programmes. D’ailleurs,

plusieurs études et revue systématiques de la littérature ont soulevé des conclusions
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contradictoires quant aux bénéfices du dépistage prénatal et du traitement de la toxoplasmose
congénitale. Il y a un besoin certain pour la mise en ceuvre d’études rigoureuses permettant de
déterminer ’efficacité et la pertinence de telles interventions dans une population (Jeffrey L.

Jones et al., 2014).

Les traitements généralement utilisés chez les femmes enceintes et leurs nourrissons sont la
spiramycine ou une combinaison de pyrimethamine-sulfonamide avec de 1’acide folique
(Robert-Gangneux et al., 2012). L’effet de ces thérapies sur la transmission du parasite de la
mere a I’enfant n’est pas encore bien connu. Quelques études suggérent néanmoins que tout
traitement prénatal réduirait le risque de dommages neurologiques chez les feetus (Cortina-Borja
et al.,, 2010). Ci-dessous sont énumérées les principales directives cliniques en matiére de
dépistage et de prévention chez les femmes enceintes, approuvées par la Société des
obstétriciens et gynécologues du Canada en 2013 et mises en ceuvre par nos médecins

généralistes (Paquet et al., 2013) :

- Un dépistage universel ne devrait pas étre mis en ceuvre de fagon systématique en ce qui
concerne les femmes enceintes n’étant exposées qu’a de faibles risques. Le dépistage
sérologique ne devrait étre offert qu’aux femmes enceintes considérées comme étant plus

exposées a un risque d’infection primaire a 7. gondii.

-La présence d’une infection a 7. gondii devrait étre soupgonnée chez les femmes enceintes qui
présentent des constatations échographiques conformes a la présence possible d’une infection

TORCH (toxoplasmose, rubéole, cytomégalovirus, herpes et autres).

-Un dépistage devrait étre offert aux femmes enceintes ou non qui sont immunodéficientes ou

séropositives pour le VIH, en raison du risque de réactivation et d’encéphalite.

-Lorsque la présence d’une infection aigué est soupgonnée chez la femme enceinte, un deuxieme
dépistage devrait étre mené dans un délai de deux a trois semaines et la mise en ceuvre immédiate
(sans attendre les résultats du deuxieme dépistage) d’un traitement a la spiramycine devrait étre

envisagé.

-Une femme n’étant pas enceinte qui regoit un diagnostic d’infection aigué a 7. gondii devrait
se voir conseiller d’attendre six mois avant de tenter de devenir enceinte. Chaque cas devrait

étre pris en considération de fagon distincte, en consultation avec un spécialiste.

49



-Des renseignements sur la prévention de I’infection a 7. gondii pendant la grossesse devraient

étre mis a la disposition de toutes les femmes qui sont enceintes ou qui planifient le devenir.

2.8.3 Prévention tertiaire : traitements curatifs

Lors d’infection sans signe clinique chez un patient immunocompétent, aucun traitement n’est
recommandé. Lors de toxoplasmose (choriorétinite, encéphalite), une combinaison de
médicaments antiparasitaires est généralement prescrite (souvent constituée de sulfonamides et
de pyrimethamines). Malheureusement ces chimiothérapies présentent une toxicité élevée et ne
permettent pas la destruction compléte des kystes parasitaires déja formés. La forme chronique
de la toxoplasmose est donc encore incurable. Chez les animaux, aucun traitement n’est
actuellement disponible (Neville et al., 2015). Plusieurs thérapies de toutes sortes
(antimicrobiennes, anti-protozoaires, anti-fongiques, anti-bactériennes, immuno-modulatrices,
anti-rétrovirales, anti-cancérigeénes et anti-psychotiques) sont actuellement a I’étude et sont

décrites dans une récente revue de la littérature (Neville et al., 2015).
2.8.4 Analyse du risque alimentaire

2.8.4.1 Approche théorique

L’analyse du risque dans le domaine alimentaire a pour objectif ultime de raffiner notre
connaissance des risques potentiels liés a notre alimentation afin de les anticiper, les prévenir et
les gérer le mieux possible. Elle comprend trois volets interdépendants : 1’évaluation du risque,

la gestion du risque et la communication du risque (Welte, 2016).

L’évaluation du risque est un processus basé sur des données scientifiques qui permet d’estimer
la probabilité d’occurrence et I’importance d’un risque. La premiere étape est d’identifier le
danger potentiel (ex. Campylobacter de souche x dans la nourriture est lié a des cas cliniques
humains). Ensuite, le danger doit étre caractérisé en termes de sévérité, de virulence, de dose,
etc. La caractérisation de 1’exposition est aussi nécessaire pour savoir a quel type d’aliment il
est associé, dans quelle proportion il y est présent et sous quelle condition. Les conséquences de
I’exposition sont déterminées (morbidité, mortalité¢), pour finalement arriver a faire une

caractérisation exhaustive du risque que ce danger représente (Welte, 2016).
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La gestion du risque consiste a développer et mettre en place des mesures ou politiques
conséquentes a 1’évaluation du risque pour le prévenir et le contrdler. Cette gestion peut étre
entreprise autant au niveau de 1’industrie, du gouvernement local qu’au niveau international
(codex alimentaire). La communication du risque est un échange continu interactif, ouvert et
transparent entre toutes les parties intéressées (industrie, gouvernement, média, chercheurs,
consommateurs, etc.). Ce dialogue commence des le début de 1’évaluation du risque et a
plusieurs objectifs dont ceux de maximiser I’efficacité du processus d’analyse du risque, de
sensibiliser, engager et/ou influencer les parties et d’accroitre la confiance du public (Welte,

2016).

2.8.4.2 Evaluation du risque de toxoplasmose par la consommation de viande

L’évaluation des risques microbiens se fait généralement a 1’aide de modéles quantitatifs ou
qualitatifs. Seulement cinq mode¢les (trois quantitatifs et deux qualitatifs) ont été publiés a ce
jour pour évaluer le risque que représentait la viande pour la toxoplasmose humaine (Guo et al.,
2015; Guo et al., 2017; Miao Guo et al., 2016; Mie et al., 2008; M. Opsteegh et al., 2011).
Comme pour tout modé¢le mathématique, leur validité dépend entre autres de la disponibilité de
données de qualité pouvant y étre incluses, ainsi que de la nature des suppositions et

simplifications qui y sont émises.

Une récente étude a d’ailleurs souligné cela tout en précisant la nature des données les plus
importantes a détenir pour estimer le risque d’exposition humaine a 7. gondii par la
consommation de viande d’une fagon précise et exacte (Crotta et al., 2016). A 1’aide d’un
modele hypothétique quantitatif, la probabilité qu’un kyste viable soit présent dans une portion
de 100g de porc en Angleterre fut estimée. Apres avoir soumis ce modele a des tests de
sensibilité et de scénarios multiples, trois intrants furent identifiés comme ayant le plus grand
impact sur I’estimation finale, qui en soi avait une grande variabilit¢ (environ 1 a 10% de
probabilité d’infection). Il s’agit du nombre et de la taille des kystes présents dans les tissus de
prédilections des animaux infectés, le nombre de kystes dans les tissus consommables et la
présence de kystes viables chez les animaux séropositifs vs séronégatifs. La conclusion
principale de cette étude était qu’il est essentiel de prioriser la création de données descriptives

solides concernant la présence de 7. gondii dans la viande, sans quoi les estimations de risque
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ne pourront étre suffisamment précises pour développer des mesures adéquates de gestion des

risques.

2.8.4.3 Modé¢le d’évaluation du risque dans les établissements alimentaires au Canada

Au Canada, comme partout dans le monde, la salubrité alimentaire est 1’affaire de tous. Au
Québec, elle est surveillée et controlée par I’ACIA, le ministere de 1'Agriculture, des Pécheries
et de I'Alimentation du Québec (MAPAQ) et le secteur privé. Les produits alimentaires peuvent
étre porteurs de dangers biologiques, chimiques ou physiques. Pour un type d’aliment donné,
I’ACIA doit considérer et évaluer tous les dangers possibles. Les dangers biologiques sont
causés par la présence de microorganismes (bactéries, virus, parasites, champignons,
moisissures, etc.) pathogenes ou responsables de ’altération des aliments. Le risque qu’un
danger biologique représente peut étre évalué selon la gravité des conséquences qu’il engendre
(ACIA (2016a). Pour définir le risque d’un danger biologique dans un type d’aliment spécifique
(combinaison aliment-danger), divers éléments doivent étre mesurés, soient le risque intrinséque
du microorganisme lui-méme, la probabilit¢ qu’il se trouve dans l’aliment donné et la
probabilité que le consommateur développe une pathologie suite a son ingestion. Pour exprimer
quantitativement le fardeau que représente un agent pathogeéne sur la santé humaine, le DALY
est une mesure utile et de plus en plus utilisée a travers le monde, dont a I’ACIA. Cette mesure
quantitative permet de classer les agents pathogenes en ordre d’importance selon leur impact

sur la santé publique.

L’ACIA utilise depuis toujours une approche axée sur les risques pour orienter ses activités
d’inspection. Dans le cadre de récents efforts de modernisation, elle s’engage a adopter une
approche plus structurée et transparente dans 1’allocation des ressources d’inspection tout en
assurant le méme niveau de salubrité¢ alimentaire. Cela veut dire que les établissements
présentant un risque plus élevé seront soumis a des inspections plus serrées (en termes de
fréquence, d’intensité et/ou de type d’inspection) que les établissements représentant un faible
risque pour la santé publique (ACIA, 2016b). Pour évaluer ce risque, I’ACIA a élaboré un
modele d’évaluation du risque basé sur les établissements, nommément le ERE. Le principe de

base du modele est de distribuer les DALY's des différents pathogénes parmi les établissements.
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La formule générale permettant d’obtenir un résultat d’évaluation du risque pour un

¢tablissement (Re) est :

DALYs cas CaSgenrée  CASprod V.
Re = X ——— x x —P2% % xAjust(FR),
cas, annee casy CaSgenrée Vcanada

Ou  casp = nombre de cas pour un pathogéne spécifique
casdenrée = nombre de cas attribué a une denrée spécifique
casprod = nombre de cas attribué a un produit spécifique
Ve = volume de production d’un établissement
VCanada = volume de production total au Canada

Adj (RF)e = ajustements pour les facteurs de risque présents dans un établissement

(facteurs de risque inhérents, facteurs de mitigation et facteurs de compliance)

Le nombre de DALY par cas est bas¢ sur une ¢tude de Havelaar et al.(2012) Pour le modele
ERE, I’ACIA suppose que les conséquences de la maladie, le poids de l'invalidité et la durée de

la maladie sont les mémes pour les canadiens que pour les néerlandais.

Le nombre de cas d'origine alimentaire par année au Canada repose sur Thomas et al., (2013)
(données canadiennes de 2006) pour 30 agents pathogenes. Cependant, le nombre de cas de T.
gondii par année au Canada a été basé sur des données d'incidence américaine estimées a partir
de donné¢es sérologiques du U.S. National Health and Nutrition Examination Survey (Jones et
al., 2007; Scallan et al., 2011), puis appliquées a la population canadienne. L'étude de Thomas
a prédit 9 132 cas de toxoplasmose d'origine alimentaire acquise au Canada, dont 358 avec des
symptomes graves, le reste présentant des symptomes légers. Seuls 358 cas séveres ont €té pris
en compte dans le modele ERE. L'attribution a la voie alimentaire pour chaque pathogéne
provient de Butler et al. (2015). Les données d’attribution des cas de toxoplasmose aux

différentes denrées alimentaires (tableau III) ont été basées sur une communication personnelle
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entre ’ACIA avec I’ASPC. Une consultation d’expert a permis d’estimer la contribution des

différents sous-produits alimentaires aux cas de toxoplasmose dans la population canadienne.

Tableau III. Attribution des cas de toxoplasmose au Canada aux différentes denrées alimentaires (%)

Charcuteries  Agneau

Boeuf Porc Volaille Gibier et autres et Plgci)tcii:rlés Poissons Autres Total
viandes mouton
8,6 16,1 2,6 24,3 1,7 30,1 4.4 1,4 10,8 100,0

Adapté de (Quessy, 2017)°

Le volume de production de 1’établissement est obtenu grace a un questionnaire. La variable
d’ajustement selon les différents facteurs propres a 1’établissement comprend plusieurs
¢léments. Premiérement, un risque inhérent est attribu¢ a chaque établissement alimentaire selon
le type de produit, le volume de production, la clientéle cible, la persistance du danger aux
traitements faits au produit, etc (Quessy, 2016). A ce risque inhérent est ajouté 1’effet de facteurs
de mitigation (certification HACCP, procédé additionnel, audit par des tiers, etc.) sur le ou les
dangers en question (Quessy, 2016). A tout cela est combiné ’historique de conformité des
¢tablissements (rappel de produit, résultats d’inspection, plaintes, etc.) pour finalement définir
la variable Adj (RF). de I’établissement (Quessy, 2016). La performance du modéle ERE a déja
été évaluée dans le secteur laitier et des viandes et le sera sous peu dans le secteur des poissons
et produits de la mer. Une adaptation du modele est également en développement pour prendre

en charge les importations et les risques chimiques.

Tel que mentionné précédemment, aucune donnée n’est disponible quant a la présence de T.
gondii dans la viande vendue au détail au Canada. Il est donc problématique de déterminer avec
précision et exactitude le risque qui y est associ€ pour la santé humaine. Actuellement, certaines

données provenant d’études ameéricaines, néerlandaises ou de travaux non-publiés sont

6 Reproduit avec la permission de Dr. Sylvain Quessy, ACIA.
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appliqués a la population canadienne pour déterminer ce risque (Quessy, 2016). On peut
remarquer dans le tableau III qu’une proportion considérable des cas de toxoplasmose est
attribué a la viande de porc. Une part conséquente du fardeau de la toxoplasmose y est attribué.
Pourtant, les élevages porcins au Canada sont majoritairement hautement confinés, ce qui réduit
grandement leur propension a étre infecté par un parasite tel que 7. gondii qui rappelons-le, se
transmet principalement aux porcs par le biais de I’environnement contaminé par les féces de
chat. La proportion non-négligeable du fardeau de maladie attribuée au beeuf pourrait é¢galement
étre surestimée, puisque les données de séroprévalence produites a ce jour a travers le monde
semblent étre grandement variables et méme parfois discordantes chez cette espece. Toujours
en se référant au tableau III, ’agneau et le mouton semblent étre un réservoir important de 7.
gondii parmi les viandes consommeées au Canada. Cela est vraisemblable, mais mérite d’étre
validé par des données quantitatives directes et objectives compte tenu des divers facteurs
environnementaux, culturels et économiques qui sont propres au Canada et qui pourraient
affecter grandement 1’ attribution de source. Peu de fardeau de maladie est attribué a la volaille,
ce qui est tout-a-fait plausible étant donné que ces animaux n’ont pratiquement aucun contact
avec I’environnement, dii au climat canadien parfois rude. Tel que mentionné précédemment, la
volaille est considérée comme une source de toxoplasmose de tres faible importance en

Amérique du Nord.

La problématique générale mentionnée précédemment concernant le manque d’information liée
a la présence de 7. gondii dans la viande est manifestement applicable au Canada et pourrait
avoir des répercussions tangibles dans les activités gouvernementales de gestion du risque de

toxoplasmose.

3. Objectifs de I’étude

Ce projet vise a estimer la prévalence de 7. gondii dans la viande de porc, de beeuf et d’agneau
vendue au détail au Canada, mettre en évidence des facteurs de risque liés au statut positif de la

viande a 7. gondii et fournir une estimation de la quantité de parasites par portion de viande.
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4.1 Abstract

Toxoplasmosis is a zoonose of major public health concern worldwide. 7. gondii can be
transmitted to human by consumption of raw or undercooked meat, but little is known about the
risk associated with food products issued from various meat commodities consumed by
Canadians. We estimated the prevalence of 7. gondii positive status of retail meat in Canada
using a combination of ELISA and qPCR. The prevalence was 0.3 % in pork (n=360), 0.6 %
(n=329) in beef and was ranging between 4.3 % and 11.1 % in lambs (n=298) depending on the
province. When detected, generally more than 4000 parasites were present in lamb meat. Meat
origins and cuts were identified as risk factors for 7. gondii positive status of retail lamb meat
according to a multivariate logistic regression. These results preclude any quantitative risk

assessments in Canada and should contribute to a better toxoplasmosis management.

Keywords: Toxoplasma, Food parasitology, Prevalence, Risk Factors, Red meat, Public health,

Quantitative real time polymerase chain reaction
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4.2 Introduction

T. gondii is an intracellular protozoan having a major public health impact in several countries.
In the United States, 7. gondii was reported to account for 24% of all deaths due to foodborne
illness (Scallan et al., 2011). While the infection often remains asymptomatic, it can cause
abortions, congenital defects in newborns and encephalitis in immunocompromised patients.
Immunocompetent patients are susceptible to develop an ocular toxoplasmosis which is cureless

and can lead to blindness (Kijlstra et al., 2014).

T. gondii has three distinct infective forms. The sporozoite, contained in the oocysts, is the
environmental form excreted in feces of infested felids, which are the only definitive host. The
tachyzoite is the replicative form which can penetrate host cells and disseminate in the organism
via blood and lymph. The bradyzoite is the latent form encysted in host tissues. The parasite can
infect all warm-blooded animals as well as humans. The three main routes of transmission of
this parasite are the ingestion of oocysts from the environment, the ingestion of bradyzoites
encysted in another host tissues (meat) and the vertical transmission. In a systematic review and
meta-analysis based on sporadic toxoplasmosis cases, the World Health Organization estimated
that 49 % of the cases were foodborne at a planetary level (Torgerson et al., 2015). Among food
commodities, meat seems to be responsible for a considerable proportion of cases (Cook et al.,
2000; Guo et al., 2015). The parasite can be inactivated by most of the domestic cooking
methods; however, consumption habits vary a lot from a country to another and the annealing
power of cooking on the parasite depends on the temperature reached in the middle of the meat

piece (Jones et al., 2012

The gold standard for 7. gondii detection is still bio-assay in cats or mice. It provides valuable
information about the viability of the parasite, but it implicates the use of laboratory animals in
addition to be time and money consuming. Alternatively, the detection of 7. gondii bradyzoites
in meat by conventional DNA extraction is possible, but can be difficult, mostly because cysts
are unequally spread within tissues. Thus, it may lead to unreliable detection and quantification
outputs. Opsteegh et al. (2010) has consequently elaborated a DNA extraction method by which

specific sequences are captured with magnetic beads, allowing the extraction from a large
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volume of meat (up to 100g). It also concentrates specific 7. gondii DNA and removes potential
PCR inhibitors. Followed by a qPCR, it has been showed to be a highly sensitive and specific
detection tool in several species and it provides accurate and reliable quantification outputs
(Marieke et al., 2010). Alternatively, serology can be used to indicate the presence of 7. gondii
DNA in tissues of pork, lamb, poultry and goats (J. Dubey & Jones, 2008; Marieke Opsteegh et
al., 2016; Tenter et al., 2000; Zia-Ali et al., 2007). However, the correlation between

seropositivity and detection of tissue cysts is not perfect and varies between methods used.

The risk of human infection via bradyzoites in meat and the specific role of each meat products
depend on the prevalence of 7. gondii infection in meat animals, on cultural factors linked to
meat consumption and preparation, on host-related factors (such as age and immunological
status) and on parasite-related factors (such as viability and genotype) (Jitender Prakask Dubey,
2010; Robert-Gangneux et al., 2012). The evaluation of the risk of human exposure to 7. gondii
by meat consumption has been performed in few modelling studies (Guo et al., 2015; Guo et
al.,2017; Guo et al., 2016; Mie et al., 2008; M. Opsteegh, Prickaerts, et al., 2011). Most of these
studies have identified knowledge gaps leading to assumptions and simplifications, mostly
regarding the presence and quantity of cysts in predilection sites and edible tissues (Crotta et al.,
2016). In Canada, the scarcity of information on 7. gondii presence in meat clearly preclude the
development of risk assessment models and ultimately, adequate risk analysis and management.
The main objectives of this study were to 1) estimate the prevalence and risk factors for the
presence of 7. gondii in retailed pork, lamb and beef meat in Canada, and 2) provide a

quantitative estimate of parasite per meat portion.
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4.3 Methods

4.3.1 Experimental design and sampling

A cross-sectional study was conducted in five provinces of Canada (Alberta, British-Columbia,
Quebec, Ontario and Saskatchewan). Retail meat of pork, beef, and lamb was collected on a
weekly basis by the Canadian Integrated Program for Antimicrobial Resistance Surveillance
(CIPARS) according to their protocol (CIPARS Annual Report 2014, 2016). Briefly,
quartiles (or terciles) of the total population of each province were created from a list of census
divisions, ranked in increasing order of population. In general, between 15 and 18 census
divisions by province were then selected by stratified random selection and weighted according
to the population of each stratum. The number of sampling days attributed to each stratum was
also demographically weighted and sampling days were randomly scheduled over one year.
More concretely, each week in each scheduled area, three chain stores and one independent or

butcher store were sampled and one meat sample per commodity was sampled in each store.

The required sample size for prevalence estimation was calculated for each commodity using a
confidence level of 95% (Dohoo et al., 2009). For pork, the target sample size was fixed at 280
at the given precision of 2% and expected prevalence of 3% (J. P. Dubey et al., 2005; Hill et al.,
2010; Poljak et al., 2008; Smith, 1991). For beef, the target sample size was fixed at 288 at the
given precision of 5% and expected prevalence of 25% (J. P. Dubey et al., 2005; Tenter et al.,
2000). For lamb, the target sample size was fixed at 370 at the given precision of 5% and
expected prevalence of 40%. (J. Dubey, Sundar, et al., 2008; Dumétre et al., 2006; Halos et al.,
2010; Lopes et al., 2013; Waltner-Toews et al., 1991). Expected prevalences were calculated as
the average of North-American prevalence estimates assessed by comparable detection methods

(ELISA, PCR or bio-assay). International data were used if no Canadian data were available.

Information about the following variables was collected for each sample: date of sampling,
localisation of the store, store category, store volume, country of origin, meat cut, final
processing in store, ‘package may contain frozen meat’ and ‘organic label’. All lamb (figure 4)
and pork (figure 5) samples were sent to the laboratory for ELISA testing, and a subsample was
then submitted to molecular detection. For lamb, this subsample consisted in 30 randomly

selected samples among weak seronegative samples, using a cut-off defined as their positivity
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percentage median (3,1 %). For pork, 87 samples were also selected among weak seronegatives,
using a cut-off defined as the 33th percentile (-0.09 %) of their positivity percentage distribution.
All beef samples were directly submitted to molecular analysis (appendix figure 1), given the

low reliability of serology for this animal species (M. Opsteegh, Teunis, et al., 2011).
4.3.2 Sample processing

Samples were received at the Public Health Agency of Canada laboratory of Saint-Hyacinthe
within 24 hours post purchase. They were kept at 4 °C for 2 to 3 days before being brought to
the Research Chair in Meat Safety (RCMS) laboratory in Université de Montréal. Samples were
frozen (-20°C for at least 3 days) and thawed to increase meat fluids seepage, as recommended
by the ELISA test manufacturer. After thawing, a minimum of 50 pl of meat fluid was sampled
directly from the storage bag of each pork and lamb sample, transferred to a 1.5 ml freezing tube
and refrozen at -20°C until serological analysis. The meat was refrozen at -20°C for an eventual

T. gondii DNA extraction.
4.3.3 Serological analysis

Antibodies (IgG) against 7. gondii were detected in meat fluids with host-specific commercial
indirect ELISA kits. The protocols provided by the manufacturer were followed, with exception
that the plate reader filter was set at 640 nm instead of 620 nm because of equipment limitations.
The sensitivity and specificity of ‘prioCHECK® Toxoplasma AB porcine’ (Prionics, The
Netherlands) were respectively of 97% and 100% on meat fluids relative to IFAT, WB and
ELISA (Patrick Buholzer, 2010). The sensitivity and specificity of ‘prioCHECK® Toxoplasma
AB SR’ (Prionics, The Netherlands) were respectively of 91,3-97,9 % and 94,9-97,9% on meat
juice, relative to IFAT and IHA (Glor et al., 2013).

4.3.4 Control samples and parasites

Samples of 100g of rear leg muscle from seronegative pigs were used as environmental matrix
for molecular detection controls. These tissues came from experimental animals of another
research project where they were raised in a biocontainment level 2 facility of the Université de
Montréal. For positive controls and standard curve DNA extracts, a known number of parasites
were spiked into weighted and prepared meat from which DNA was extracted by magnetic

capture. Negative controls consisted in blank control samples from which DNA was extracted.
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Whole type 1 tachyzoites from RH strain, provided by Dr. Louis-Philippe Leroux from INRS-
Institut Armand-Frappier (Québec), were used to spike control samples. These parasites were

stored dry at -80°C until suspended in sterile water and then stored at -20°C until use.

4.3.5 DNA extraction and qPCR

A specific and highly conserved fragment of 7. gondii genome, the repetitive 529-bp element,
was extracted from meat by magnetic capture and quantified by gPCR (MC-PCR) following the
protocol elaborated by (Marieke et al., 2010) with minor modifications (technical appendix 1).
The detection limit of our MCR-PCR method was 250 parasites per portion of 100g of meat.

A positive and negative meat control were included in every magnetic capture run and tested by
qPCR with the samples processed in that run. The qPCR standard curve was made of previously
extracted 7. gondii (529-bp) DNA from pork meat spiked with tachyzoites. Five extractions,
from 250 to 4000 parasites with a dilution factor of 2, were included in the standard curve.
Positive samples were visualized on agarose gel electrophoresis. The amplicons of one positive
sample of each commodity and a positive control were submitted to a Sanger type sequencing
to confirm their identity. The competitive internal amplification control (CIAC) present in the

original PCR protocol (Marieke et al., 2010) was not included in our method.

4.3.6 Statistics and data analysis
All statistics were performed in SAS® 9.4.

4.3.6.1 Prevalence estimation

Prevalences of antibody-positive and 7. gondii positive samples with 95% exact confidence
limits were estimated for each commodity. 7. gondii positive status was defined as molecularly
confirmed presence of more than 250 parasites (detection limit) notwithstanding of serological
status. 7. gondii negative status was defined as a molecularly confirmed absence (less than 250
parasites) of 7. gondii. Seronegative samples that were not selected for PCR confirmation were

also considered as 7. gondii negative.
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4.3.6.2 Risk factors

A multivariable logistic regression was used to model the 7. gondii status in meat per commodity
(lamb, pork and beef), adjusted for the province of localisation of the store. A risk factor analysis
was then performed separately for each meat commodity. For each potential risk factors (table
V), association with 7. gondii status was evaluated using a Chi-square test; only variables with
p<0,25 were kept for multivariable modeling. Pairwise correlations between selected variables
were assessed using Chi-square tests. In the presence of strong correlation between two
variables, the variable deemed to be the most directly related to the presence of 7. gondii DNA
in meat in a biological point of view was kept for modeling. A multivariable logistic regression
model was the built using a backward selection, with p>0.05 (log-likelihood ratio test) as criteria
for rejection. The Hosmer and Lemeshow test was performed to assess the fit of our data in the

final model.

4.4 Results
4.4.1 Sampling

Between September 2015 and January 2017, a total of 363 pork meat and 329 beef meat samples
were collected from the 5 provinces. Lamb samples were collected from December 2015 to
November 2016 in Ontario, British-Columbia and Quebec. Due to timetable and practical limits,
a convenience sampling occurred in December 2016 and January 2017, representing 52 lamb
samples that were collected exclusively in Quebec using the same store selection protocol, but

collecting as much different cuts as possible in each store.
4.4.2 Seroprevalence and prevalence of T. gondii

Prevalence results are detailed in table III. For pork and beef, data from all sampled provinces
were aggregated for the prevalence estimation according to each food commodities, whereas
provincial prevalences were estimated for lamb due to differences in the sampling effort per
province. The highest seroprevalence and 7. gondii positive prevalence were observed in lamb

retail meat collected in Quebec. No seropositive sample was found in pork samples.
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Only one pork sample containing 7. gondii DNA was detected among the subsample of weak
seronegative (figure 5). This sample was 0,53% as positive as the ELISA positive control in
term of optical density. No PCR-positive samples were found among seronegative lamb samples

(figure 4).
4.4.3 Quantification

Out of 28 lamb samples with a Cp-value on qPCR, 21 had more than 4000 parasites, three were
under the limit of detection and four were precisely quantifiable (table IV). All pork and beef

samples with a Cp-value were considered positive and contained less than 1500 parasites.

4.4.4 Risk factors

The commodity (pork, beef and lamb) was associated with 7. gondii status of retail meat
(p<0.001, Khi-2 test). Lamb meat had a higher risk to be 7. gondii positive compared to beef
(OR=13.9 ; 95% CI 3.3-59.5) and pork (OR=33.3 ; 95% CI 4.5-247.1) products. No difference
was observed between pork and beef (p=0.48).

Due to the very small number of positives samples found in beef and pork meat, the risk factor
analysis per commodity was limited to lamb meat samples. Among the potential risk factors
(table V), the variable ‘organic labelling” was excluded from the analysis, because only one
sample was classified as ‘organic label’. The following variables were first considered (all p
<0.25) for multivariate modeling: ‘localisation of the store’, ‘meat cut’, ‘country of origin’,
‘final processing in store’ and ‘package may contain frozen meat’. Then, ‘final processing in
store’ and ‘package may contain frozen meat’ variables were excluded due to their strong
correlation with ‘country of origin’. Indeed, meat coming from New-Zealand and Australia was
more frequently found in packages possibly containing frozen meat and was unlikely to have
final processing in the store. From the remaining variables, the ‘localisation of the store’ variable
was rejected during the backward selection (p=0.91).
Since all pairwise comparisons were non-significant for non-minced meat cuts, they were
grouped together in the final model for simplification. According to the final model (table VI),
‘Ground’ meat compared to other cuts, and New-Zealand origin of lamb meat compared to

Australian were identified as risk factors for 7. gondii positive status of lamb meat. A statistical
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trend towards significance (p=0.08) was found for the New-Zealand origin of lamb meat as a
risk factor compared to Canadian meat; no difference was observed between Canadian versus

Australian origin (p= 0.13).

4.4.5 Sequencing
We found a similarity at the nucleotide level between our samples and the 529-bp reference
sequence on about 80 consecutive nucleotides. It was considered sufficient to confirm the

identity of the detected fragment (data not shown).

4.5 Discussion

Prevalence estimates resulting from this project provide the first estimates of proportion of meat
portions in Canada that contained 7. gondii cysts in a human exposure assessment perspective.

Only a few studies in North-America can be used as comparatives to our prevalence results.

In Canada, a seroprevalence by ELISA of 0.3% among nearly 3000 finishing porks raised in
Alberta was estimated, which is similar to what we found (Poljak et al., 2008). Using ELISA, a
seroprevalence of 0.5% in retail pork and 0% in beef meat fluids in USA was reported (J. P.
Dubey et al., 2005). The same research team reported a seroprevalence of 17.7% by MAT on
lamb hearts from slaughterhouses in USA (Dubey, Sundar, et al., 2008). This higher
seroprevalence may be explained by methodological and matrix differences between serological

assays.

A prevalence of viable T. gondii measured by biological assay was estimated at 0.38% for pork
and 0% for beef. The direct detection method we used didn’t evaluate the viability of the
parasites found in retail meat in Canada, but based on Dubey’s bio-assay results, it would be
reasonable to assume that most of our PCR positives contained viable cysts. A prevalence of
viable 7. gondii by bio-assay of 13.8% in lamb hearts from slaughterhouses in USA(Dubey,
Sundar, et al., 2008). The slightly higher direct prevalence compared to our might be explained

by the use of heart samples, heart being a predilection site for 7. gondii in lamb.

The detection limit of our adapted MC-PCR method was very similar to the original experiments

of Dr. Opsteegh (230 parasites-equivalent) which seemed to be comparable with bio-assay
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(Marieke et al., 2010). Because tissues cysts can contain hundreds of bradyzoites, one single

cyst should have been detected in most cases by our method (J. P. Dubey et al., 1998).

T. gondii status of every pork and lamb sample was not confirmed by molecular detection, but
considering our stratified verification of seronegative samples and supporting scientific opinions
in the literature concerning the use of such a screening in lamb and pork species, we are
confident that final status is a good approximation of the presence of the parasite. The single
ELISA false-negative out of 360 could be explained by the performance limits of the assay itself,
more precisely by the reported sensitivity of 97%.

Most positive lamb samples found in our study contained more than 4000 parasites. We could
not precisely estimate the parasite load of these samples, because their Cp-value were outside
of our standard curve. Based on a mice experiment, a dose of 452 bradyzoites (genotype I strain
ME49) would result in a 50% probability of human infection (Derouin et al., 2005). This
exponential model considers the pathogenicity and virulence of one single strain in a general
healthy population. In full awareness of these limits, it seems probable that most of positive
lamb portions found in our study contained enough parasites to infect humans. We believe that
our quantification results are a reliable first indicator of the quantity of 7. gondii that Canadian
consumers may be exposed to while eating lamb meat and justify changes in the way this

microbial risk should be managed.

As far as we know, this project is the first to identify risk factors for the presence of the parasite
among intrinsic characteristics of retail meat. The main risk factor found was the species, with
a higher odd of positivity for lamb meat products compared to pork and beef meat. This result
can be explained by the suspected resistance of bovine to 7. gondii (Jitender Prakask Dubey,
2010). Moreover, most pork productions in Canada are kept in highly confined housing while
lambs are raised in various type of environment including farm flocks (combine pasture grazing
for part of the year and indoor or corral housing for the winter), confined housing and pasture-
based farming (OSMA, 2017) depending on the climate, the resources and the producer
management choices. Consumption of rare lamb has been identified has a major risk factor for

human toxoplasmosis in USA (Jones et al., 2009), supporting our finding.

66



In lamb meat, ‘ground meat’ was associated with a higher odd of positivity compared to other
cuts of meat. This association is biologically plausible as ground meat is often made of pooled
skeletal muscles from several individuals and could contain meat from older animals (mutton)
(Chevalier, 2017). The significant effect of New-Zealand origin on 7. gondii status of lamb meat
compared to Australian was a surprising discovery at first sight as we expected similar
prevalences. Indeed, lambs in both countries are raised on pasture with a probable important
exposition to 7. gondii oocysts, due to a high density of feral cat populations (Langham et al.,
1990; Reynolds et al., 2005; Dempster et al., 2011; Government of Australia, 2011). However,
when comparing meteorological data of both countries, a tendency toward a higher level of rain
precipitations in New-Zealand compared to Australia is observed. 7. gondii oocysts infective
power is reduced faster in dry rather than in humid environments (L¢lu et al., 2012). It is
important to mention that in the interpretation of this risk factor, we assume that the origin of

meat indicated on the package is reliable.

New-Zealand origin tends to increase the risk of positive 7. gondii status of lamb meat compared
to Canadian. This tendency could be explained by the full-time access of New-Zealand lamb to
the outdoor environment compared to the variable access, going from inexistent to complete, in
Canada. New-Zealand lamb represents most of Canadian lamb imports (MAPAQ, 2014) and
thus has to be considered in risk management. However, since most of New-Zealand meat
imported in Canada is frozen (MAPAQ, 2014), the viability of 7. gondii and the probability of
infection related to these products might be reduced. The assessment of the viability of 7. gondii
in frozen lamb meat coming from New-Zealand should be conduced to clarify this possibility,
taking in consideration the freezing temperature and duration, thickness of the meat and many

more factors.

In conclusion, lamb was much more likely to be 7. gondii positive than pork and beef retail meat
in Canada and generally contained more than 4000 parasites. Lamb ground meat and lamb
coming from New-Zealand seem to be more at risk of positive 7. gondii status compared to other
cuts and origins. This project provides essential information for toxoplasmosis risk evaluation

at a national and international scale.
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Tableau IV. Seroprevalence and prevalence of Toxoplasma gondii in pork, beef and lamb retail meat

in Canada

T.gondii antibodies

T.gondii positive statust

c dit No. No.
ommodity sampled Tested No Seroprevalence No Prevalence
positive positive

% 95% CI % 95% CI

Pork 363 360 0 0 - 1 0.3 0.0-1.5

Beef 329 329 - B B 2 0.6 0.0-2.2
Lamb

Québec 173 171 22 12.9 8.2-18.8 19 111 6.8-16.8

B.-C. 72 70 4 5.7 1.6-14.0 3 4.3 0.9-12.0

Ontario 57 57 3 5.3 1.1-14.6 3 5.3 1.1-14.6

*Some samples couldn’t be tested because of an absence of meat fluids.

T Positive status was defined as molecularly confirmed presence of more than 250 parasites (detection

limit) notwithstanding of serological status.
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Tableau V. Distribution of meat samples (frequency) according to the quantity of Toxoplasma

gondii, detected in retail meat in Canada

Number of Toxoplasma gondii DNA equivalents

Commodity No. samples with Cp values (Co:szisg,.ed 250 4000 (6PCR >pﬁ?t?\,sF:§F
gPCR negative)  POSitivVe: quantifiable) quantifiable)
Pork 1 0 1° 0
Beef 2 0 2t 0
Lamb 28 3 4% 21
*Number of parasites +PCR inter-duplicate variation = 313 + 69
+Number of parasites + PCR inter-duplicate variation = 604 + 275, 723 + 519
tNumber of parasites £ PCR inter-duplicate variation = 1603 +475, 2941+1360, 19334243,

1941221
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Tableau VI. Distribution of meat samples by commodity, meat characteristics and Toxoplasma
gondii status.

Variable Pork Beef Lamb
No. * % positive No* % positive No.* % positive Exact Chi-2
P-value
Localisation of the store 0.16
Alberta 49 0 63 0 - -
BC 57 0 67 0 70 43
Ontario 13 0 14 0 57 5.3
Quebec 206 0 155 1.3 171 111
Saskatchewan 35 2.8 30 0 - -
Store category 0.29
Butcher 39 0 44 23 26 15.4
Chain 268 0.4 221 0 226 7.1
Independant 53 0 64 1.6 45 111
Meat cut <0.001
Ground 15 6.7 328 0.6 68 23.5
Leg - - - - 47 43
Loin 338 0 - - 84 3.6
Shoulder 1 0 - - 80 3.8
Other 6 0 1 0 16 6.3
Country of origin <0.001
Australia 0 - 1 0 74 41
Canada 137 0.7 103 0 125 4.0
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New Zealand 0 - 0 - 53 26.4

Othert 5 0 0 - 3 0

Final processing in store 0.07
Yes 282 0 247 0.8 161 5.0
No 53 1.9 71 0 135 13.0

Package may contain frozen meat <0.001
Yes 6 16.7 9 0 56 214
No 8 0 161 0.6 242 5.4

Organic label NA £
Yes 0 - 1 1
No 285 0.4 263 0.4 105 3.8

Store volume § 0.53
Small 142 0.7 152 0.7 71 11.3
Medium 156 0 122 0 168 7.7
Large 60 0 52 0 51 12.5

* Discarded samples (absence of meat fluids) and samples with ‘Unknown’ values are not
represented in this table.

TUK, USA and Spain were grouped as a ‘Other’ category, because the number of samples in
each category was very low (1 pork sample from Spain, 4 pork and 1 lamb samples from the
USA and 1 lamb sample from the UK).

1The variable ‘Organic label’” was not tested, because the number of ‘Yes’ value was too low.

§’Small” store volume is considered as 5 cash registers or less, ‘medium’ goes from 6 to 10

and ‘large’ 1s considered as more than 10.
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Tableau VII. Results from the final multivariable logistic regression modeling Toxoplasma gondii

positive status in lamb retail meat in Canada

Odds ratio
Variable
Estimate 95% ClI P-value

Meat cut

Ground vs Other * 8.8 2.8-28.9 <0.001
Country of origint

Canada vs Australia 3.8 0.7-21.6 0.13

New-Zealand vs Australia 12.3 3.1-49.1 <0.001

New-Zealand vs Canada 3.2 0.9-11.7 0.08

*All categories of meat cut except ‘Ground® were combined for this analysis, because there

was no significant differences in post-hoc pairwise comparisons.

T The category ‘Other’ was excluded of statistical analysis because it contained no positive
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Figure 4.  Description of the methodological process to determine Toxoplasma gondii
status of lamb retail meat samples in this study

Seronegative

Seropositive

Pos. % <20 Pos. % 220

n=298 n=29

Strong seronegative Weak seronegative
n=149 n=149

Pos. % <3.1 3.13< Pos. % <20.0

Stratified

sampling Selected

Not
selected

w/o Cp-value 2250 w/o Cp-value 2250

or <250 parasites parasites or <250 parasites parasites

Negative Negative Negative Positive
n=149 n=119 n=30 n=0
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Figure 5.  Description of the methodological process to determine Toxoplasma gondii
status of pork retail meat samples.
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<250 parasites parasites or <250 parasites parasites

Negative Negative Negative Positive Negative

n=240 n=33 n=86 n=1 n=0

Figure 5 legend: Dashed lines represent planned but un-needed steps
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Appendix Table 1 Oligonucleotide sequences of capture-oligonucleotides, primers and probes

used in this study, adapted from Opsteegh et al., (2010).

Name Sequence 5°-3’ 5’ label 3’ label Position

Tox-CapF cttggagcca cagaagggac Biotin TEG - 173-242
agaagtcgaa ggggactaca

gacgcgatgc cgctectcca geegtcettgg

Tox-CapR aagcctccga ctetgtctee ctegeectet Biotin TEG - 406-475
tctecactct tcaattctct ccgecatcac
cacgaggaaa
Tox-9F aggagagata tcaggactgt ag - - 243-264
Tox-11R gcgtegtcte gtctagatcg - - 386405
Tox-TP1 ccggcttggce tgcttttect 6-FAM BHQ1 338-357
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Appendix Figure 1. Description of the methodological process to determine 7. gondii status of

beef retail meat samples.

w/o Cp-vlaue or >250

<250 parasites parasites

Negative Positive

n=327 n=2

77



Technical Appendix 1. Detailed method for molecular detection of

Toxoplasma gondii in retail meat

T. gondii DNA extraction by magnetic capture

Preparation of crude DNA extract

After removing fat and connective tissues, 100g of meat sample were cut into small pieces
(approximately 1x1x1 cm). Knifes and cutting board were cleaned between each sample using
hot water and soap, followed by DNAzap (Life Technologies). Meat was put into a stomacher
bag with filter and cell lysis buffer containing 100 mM Tris HCI pH 8, 5 mM EDTA pH 8, 0,2%
SDS, 200 mM NaCl, 40 mg/1 proteinase K (36,3 U/mg; Wisent Bioproducts, St-Jean-Baptiste,
Quebec, Canada) at 2,5 ml per gram of sample. The sample was homogenized in a stomacher
for 2 minutes at high speed. The sample was incubated overnight at 55 °C in a water bath. After
incubation, the samples were homogenized for 1 additional minute. Afterwards, 50 ml of
homogenate was transferred to a 50-ml tube, and centrifuged for 45 min at 3500xg.

Removal of free biotin

Twelve milliliters of supernatant (crude extract) were transferred to a 15-ml polypropylene tube.
This crude extract was incubated at 100 °C for 10 min to inactivate the proteinase K. Per sample,
50 pl of streptavidin sepharose (binding capacity 300 nmol/ml; GE Healthcare,) was washed 3
times in phosphate buffered saline (PBS). After cooling down the crude-extract samples to
below 40 °C, the washed streptavidin-sepharose was added. The samples were incubated for 45
min at room temperature, while rotating at approximately 10 rpm, to allow for streptavidin—
biotin binding. Afterwards, the tubes were centrifuged for 15 min at 3500xg, and 10 ml of biotin-
free supernatant was transferred to a clean 15-ml polypropylene tube.

Sequence-specific magnetic capture

Ten picomoles of each oligonucleotide were added to each tube. The supernatants were heated
at 95 °C for 15 min to denature all DNA. Then, the tubes were transferred to a water bath set at
55 °C, and left to allow for hybridization between capture oligonucleotides and 7. gondii DNA
for 45 min with manual decantation each 15 minutes. The tubes were left to cool down to room

temperature while rotating. Per sample, 80 ul of M-270 Streptavidin Dynabeads (Termo Fisher
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Scientific, Waltham, MA, USA) was washed in Binding & Washing (B&W) buffer (5 mM Tris
HClpH 7.5,0.5 mM EDTA pH 8.0, 1 M NaCl) according to the manufacturer's instructions. The
washed beads and 2 ml of 5 M NaCl were added to each supernatant sample and the samples
were incubated rotating (10 rpm) at room temperature for 60 min. The complex of streptavidin
bead and biotin-labelled capture-oligonucleotide with hybridized 7. gondii DNA was isolated
using a magnet support for 15 ml tubes (Promega PolyATract System 1000, Promega,
Wisconsin, USA). The tube was placed in the magnet for 10min on a shaking platform and
supernatant was removed. The beads were washed twice in B&W buffer, and resuspended in 50
ul of distilled water in a 1.5-ml tube. The bead suspension was heated at 100 °C for 10 min to
release 7. gondii DNA from the beads. The tube was placed in the DynaMag-2 magnet (Termo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), and the supernatant was immediately transferred to a
clean 1.5-ml tube. Beads were discarded. This last supernatant is the concentrated 7. gondii

DNA extraction that was stored at -20 °C for ulterior PCR amplification.

qPCR amplification

PCR amplification was performed using a LightCycler96 thermo-cycler instrument (Roche,
Laval, Canada). All samples and controls were tested in duplicate. The 20 pl reaction mixture
consisted of 10 pl 2x FastStart Essential DNA probes master mix (Roche, Basel, Switzerland),
0.7 uM of each primer (Tox-9F and Tox-11R), 0.1 uM of Tox-TP1, 1 ul of PCR-grade water
and 8 pl of template (sample or quantification control) DNA. The reaction mixture was initially
incubated at 95 °C for 10 minutes to activate FastStart DNA polymerase. Initial incubation was
followed by 45 amplification cycles that consisted of a denaturation step at 95 °C for 10 s, an
annealing step at 58 °C for 20 s, and an extension step at 72 °C for 20 s. Afterwards, the samples
were cooled to 37 °C for 60 s. Fluorescence at 530nm (Tox TP-1) was measured at the end of
each extension step. A standard curve made of previously extracted 7. gondii (529-bp) DNA
was included in each PCR run. The magnetic capture protocol was used to produce the standard
curve by extracting DNA from negative pork meat spiked with a known number of tachyzoites.
Five extractions, from 250 to 4000 parasites with a dilution factor of 2, were included in the
standard curve. Cp-values, scores (positive/negative) and quantification data were determined

by the LightCycler® 96 SW 1.1. The efficiency (> 85%) of the standard curve was verified for
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each PCR run containing at least one positive sample to quantify. The error and R? was noted,
but not considered as a criterion to discard the run. If a positive and/or negative control were
not scored correctly, all samples were retested. Positive samples were visualized on agarose gel
electrophoresis. The length of the fragment isolated (162 bp) and the specificity of the amplicon
were verified. The amplicons of one positive sample of each commodity and a positive control
were extracted on gel and submitted to a Sanger type sequencing to confirm their identity.
Resulting sequences were trimmed at 120 bp and aligned with a reference 529-bp sequence

(GenBank AF146527) using ClustalX.
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5. Discussion générale

5.1 Aspect innovateur

Les estimations de prévalence obtenues lors de cette étude sont pionnicres sous plusieurs
aspects. En effet, aucune étude n’avait encore évalué la quantité de parasites dans la viande de
porc, de beeuf ou d’agneau vendue au détail ni au Canada, ni ailleurs dans le monde. Aucune

¢tude n’avait méme évalué la prévalence de 7. gondii dans la viande d’agneau vendue au détail.

La méthode utilisée (MC-PCR) pour produire ces données est elle-méme innovatrice, n’ayant
jamais été utilisée auparavant en Amérique du Nord. Cette étude a d’ailleurs permis d’appuyer
sa pertinence et son applicabilité dans le contexte d’un projet a grande échelle visant a détecter
et quantifier ’ADN de T' gondii dans la viande. Cela pourrait ouvrir la voie pour d’autres
équipes de recherche ayant pour but d’obtenir des données descriptives fiables. L’usage de cette
méthode pour détecter et quantifier ’ADN de 7. gondii est avantageuse comparativement a
I’essai biologique, puisqu’elle est plus rapide, moins colteuse et laborieuse, et n’implique pas

[’utilisation d’animaux vivants.

A notre connaissance, aucune étude ne s’était penchée sur de potentiels facteurs de risque
concernant la viande au détail elle-méme. Des €léments d’information nouveaux sont donc
fournis concernant le type de viande consommé au Canada le plus a risque de contenir 7.

gondli.
5.2 Interprétation des résultats

5.2.1 Statut a 7. gondii vs présence de T. gondii

Compte tenu de notre démarche méthodologique particuliere constituée d’un dépistage
sérologique, suivi d’une confirmation moléculaire pour un sous-échantillon ciblé, il nous est
paru plus exact de présenter nos résultats en termes de statut (positif ou négatif) a 7. gondii. 1l
est pertinent de se demander si un statut positif équivaut a la présence de 7. gondii dans la
viande. Tel que défini dans notre article scientifique, pour qu’un échantillon ait un statut positif,

une confirmation de la présence d’ADN de 7. gondii était nécessaire. De plus, les tests PCR
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réalisés chez un sous-ensemble d’échantillons négatifs a I’ELISA suggerent fortement que le
statut attribué a nos échantillons est concordant avec la présence de moléculaire de 7. gondii
dans la viande. Il est donc adéquat, selon nous, d’interpréter nos résultats en termes de présence
de T. gondii dans la viande. Toutefois, il est important de garder en téte que la viabilité du

parasite n’est pas définie dans ce statut.

5.2.2 Prévalence

Trés peu de données concernant la prévalence de 7. gondii dans la viande au détail sont
disponibles dans le monde, ce qui limite les comparaisons possibles des données trouvées dans
cette étude. En regard des résultats obtenus, le beeuf et le porc consommés au Canada semblent
peu infectés par 7. gondii. Cela n’est pas une découverte étonnante. En effet, le porc au Canada
est généralement élevé sous haut niveau de confinement, ce qui minimise 1’exposition des
animaux a l’environnement et par le fait méme, a 7. gondii. Pour ce qui est du beeuf, sa
résistance a I’enkystement du parasite est I’explication la plus plausible de la faible prévalence
observée. Pour ces deux espéces, Dubey et al. (2005) ont émis des conclusions semblables
concernant un vaste échantillon de viande vendue au détail aux Etats-Unis, ce qui est cohérent
avec la prédominance de 1’¢levage industriel dans les deux pays. Aucune donnée n’est
actuellement disponible pour mettre en reflet nos résultats de prévalence dans la viande
d’agneau vendue au détail spécifiquement. Par contre, des infections expérimentales ont permis
de démontrer la persistance de kystes tissulaires dans des muscles squelettiques d’ovins

(Esteban-Redondo et al., 1999), ce qui du moins suggere que leur présence est probable.

L’espece ovine, chez qui la prévalence est relativement élevée, fut identifiée comme étant un
facteur de risque li¢ a la présence de 7. gondii dans la viande au détail au Canada
comparativement au beeuf et au porc. Ce résultat était attendu et pourrait étre expliqué par un
acces total ou partiel au paturage et/ou a un controle moins serré de la circulation de chats dans
les batiments de ferme. Ces facteurs augmenteraient la probabilité d’exposition des animaux a
des oocystes de 7. gondii. Aucune donnée n’est disponible a I’échelle nationale concernant la
proportion de troupeaux d’agneau ayant acces a I’extérieur. Au Québec, il semblerait que la
majorité des troupeaux ovins sont €levés en bergerie (selon Agneau du Québec) en raison du

climat aride. En Ontario, le plus grand producteur d’agneau au Canada, il semblerait que le type
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de production varie selon la préférence de 1’¢éleveur selon Food & Care Ontario (2011). Aucune
¢tude n’a porté directement sur la présence de félins dans les ¢élevages ovins au Canada en
relation avec le risque d’infection & 7 gondii au sein du troupeau. Toutefois, dans le but
d’identifier des facteurs de risque pour la fievre Q (Coxiella burnetii) dans les fermes de petits
ruminants Meadows et al. (2014) estimérent a 1’aide d’un questionnaire rempli par 72
producteurs ovins en Ontario, que dans 87,5% des fermes, des chats avaient acces a la bergerie.
Au Québec, Turcotte et al. (2015) estimérent que des chats étaient présents dans 73,9% des
fermes ovines participant a son étude (portant également sur Coxiella burnetii). Ces données
suggerent que la présence de chats dans les élevages ovins au Canada est fréquente, ce qui

pourrait contribuer a la transmission de 7. gondii aux agneaux que 1’on consomme.

La viande de volaille n’a pas été analysée dans cette étude, car la littérature scientifique suggere
que cette espeéce est exempte de 7. gondii lorsqu’élevée en conditions industrielles et qu’elle
représente peu de risque de transmission en raison de sa cuisson quasi-systématique en
Amérique du Nord. Les autres especes charcutieres telles que le cheval, la chévre, le canard et
le lapin n’ont pas été évalués en raison de leur part négligeable dans la consommation de viande

canadienne.

5.2.3 Facteurs de risque

La totalité des variables analysées lors de 1’étude de facteurs de risque chez 1’agneau étaient
liées entre elles, ce qui faisait qu’une association statistiquement significative était parfois
décelée entre une caractéristique et la présence de 7. gondii sans que cette relation n’ait de lien
biologique plausible. Par exemple, le fait que le paquet de viande puisse contenir de la viande
congelée a ¢€té associé au statut positif a 7 gondii. Sachant que la congélation n’a jamais été
identifiée comme €tant un processus qui exposait la viande a I’infection et qu’elle est méme
reconnue pour avoir un effet délétere sur le parasite, cette association n’avait aucun sens. Suite
a D’exploration des données, I’explication suivante est apparue : les échantillons pouvant
contenir de la viande congelée étaient constitués de beaucoup plus de viande hachée et de viande
provenant de la Nouvelle-Zélande que les autres. Nous faisions donc face a un biais de confusion
entre 1’effet de nos variables. Nous nous sommes conséquemment basés sur la présence d’une

explication biologique pour sélectionner les variables a inclure dans le modele multivarié.
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La viande d’agneau hachée s’étant révélée étre plus a risque de contenir 7. gondii que les autres
coupes de viande, nous avons tenté d’en connaitre davantage sur sa composition. Selon une
communication personnelle (Chevalier, 2017), ’ensemble des acheteurs d’agneaux qui passent
par la Fédération des producteurs d’agneau du Québec achétent les carcasses entieres, qui sont
ensuite débitées dans les boucheries ou les supermarchés. Les abattoirs provinciaux ne
produisant donc pas de viande hachée comme telle, il est difficile de savoir d’ou provient la
viande hachée d’agneau et il ne semble pas y avoir de données disponibles a ce sujet. La
réglementation sur les étiquettes de produit fait en sorte que s’il est indiqué « agneau haché »,
c’est de I’agneau (donc agé de moins d’un an). Par contre, cela ne semble pas étre vérifié et ce
n’est pas impossible que de la viande de brebis se retrouve dans 1’agneau haché. Tel que discuté
dans I’article, nous considérons que la présence de viande d’animaux plus agés est possible dans

la viande hachée et pourrait expliquer en partie le facteur de risque observé dans notre étude.

5.2.4 Quantification

Pour ce qui est de I’aspect quantitatif, Opsteegh et al. (2011) ont estimé la quantité moyenne de
bradyzoites par portion de viande aux Pays-Bas en se basant sur ses propres résultats (non-
publiés) de MC-PCR sur des coeurs d’agneau. La quantité moyenne s’est avérée €tre d’environ
4000 parasites par portion d’agneau. Toujours par MC-PCR, Opsteegh et al. (2011). ont
identifi€, sur 100 ceeurs bovins, deux échantillons contenant une trés faible quantité de parasites,
dont le nombre précis n’était malheureusement pas mentionné dans I’article Ces résultats, bien
que produits a partir de cceurs et non de muscles périphériques, présentent une tendance similaire
a celle trouvée dans notre étude, soit une charge parasitaire supérieure chez 1’ovin que chez le

bovin. Aucun comparatif n’est disponible chez le porc.
5.3 Limites de I’étude

5.3.1 Limites liées a I’échantillonnage

Les tailles d’échantillon ¢élevées de ce projet ont permis d’atteindre des niveaux de précisions
¢élevés. Il est toutefois important de noter que la taille de I’échantillon d’agneau s’est avérée plus
petite que ce qui était prévu au départ selon nos calculs. Toutefois, la prévalence attendue incluse

dans la formule était assez conservatrice dans le but de s’assurer d’avoir un nombre
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d’échantillon (n) suffisant pour détecter une prévalence de pres de 50%. La prévalence mesurée
s’avérant €tre plus faible qu’attendue, il est raisonnable de penser que la précision de notre
estimation de prévalence est peu affectée par 1’échantillonnage plus limité. Les résultats
démontrent que bien que 1’on ait divis¢ 1’échantillon par province, les intervalles de confiance
obtenus sont tres pres de la précision désirée, a un moindre degré pour 1’Ontario ayant un effectif

plus modeste.

Toujours concernant I’agneau, un échantillonnage de convenance a été fait durant les 2 derniers
mois et ce, uniquement au Québec. La sélection des magasins s’est fait selon le protocole, mais
on a tenté de maximiser le nombre d’échantillons différents (marque, coupe, origine, etc)
collectés par magasin. L’échantillon du Québec reste donc probablement représentatif de sa
population source, mais se retrouve avec une probabilité d’échantillonnage différente des autres
provinces. Si I’on avait combiné les prévalences de toutes les provinces, la haute prévalence au
Québec combinée a la plus grande probabilité¢ d’échantillonnage de cette province aurait
probablement fait en sorte que 1’on aurait surestimé la prévalence canadienne. La prévalence de

T’ gondii dans 1’agneau a donc été calculée séparément pour chacune des provinces.

Pour ce qui est des prévalences estimées chez le porc et le beeuf, les cing provinces ont été
échantillonnées en respectant le protocole du PICRA durant toute la durée de 1’¢tude, donc sont
considérées représentatives de la consommation de viande de la population source. Une
extrapolation de ces prévalences au Canada est justifiable sous plusieurs aspects. Premieérement,
la population de ces cinq provinces totalisait prés de 90% de la population canadienne en 2015
et 2016 selon Statistiques Canada. Deuxieémement, I’abattage du porc et du beeuf au Canada ne
se fait pas nécessairement a proximité du lieu de production, ce qui fait que la viande produite
dans une province peut tres bien étre vendue au consommateur dans une province voisine. Par
exemple, 85% de la viande de beeuf consommeée au Québec en 2012 provenait du commerce

interprovincial (Herry, 2014).

Dans notre ¢tude, tous les échantillons de beeuf étaient hachés, donc notre échantillon de beeuf
pourrait ne pas étre représentatif de toute la viande de beeuf vendue au Canada. Le beeuf haché
est souvent constitué de tissus mis en commun a partir de bovins de réforme, plus agés (donc

avec une période d’exposition potentielle supérieure) et élevés dans un environnement plus
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variable que les bovins de boucherie. Par conséquent, la prévalence que nous avons estimée

dans le beeuf pourrait étre surestimée.

La généralisation de ces résultats de prévalence a une population externe autre que la population
canadienne est délicate. Pour pouvoir estimer la prévalence de 7. gondii dans la viande au détail
d’un autre pays a 1’aide de ces résultats, il faudrait entre autres que les conditions d’¢levage de
I’espece visée soit semblable, que les souches parasitaires présentes soient les mémes, que le
marché d’importation soit semblable, etc. Il est essentiel d’€tre conscient de ces limites lors de

I’utilisation de ces données a des fins d’évaluation des risques dans d’autres pays occidentaux.

Finalement, il est important de mentionner que certaines voies de distribution de la viande au
consommateur (restauration, vente de proximité, etc.) et sous-produits (charcuterie, prét-a-
manger, etc.) de viande n’ont pas été directement évaluées dans cette étude. Il suffirait de
déterminer si cette part de la viande consommée au Canada provient des mémes productions
que la viande vendue au détail, pour savoir si nos résultats fournissent une approximation de la
présence réelle du parasite dans ces produits. Malheureusement, cette information n’est pas
facilement disponible et demanderait des recherches qui surpassent les objectifs de nos travaux.
Il nous apparait donc raisonnable de limiter notre interprétation des résultats a ce qui a été étudié,

c’est-a-dire la viande au détail.

5.3.2 Limites techniques

En infection naturelle, le bradyzoite est la forme parasitaire retrouvée dans les muscles. Nous
ne croyons pas que l'utilisation de tachyzoites comme contrdles pour la détection et
quantification ait altéré la sensibilité de la méthode. En fait, 1'é1ément répétitif de 529 pb dans
le génome de 7. gondii est hautement conserveé parmi les souches et entre les formes parasitaires.
De plus, les kystes présents dans nos échantillons de viande au détail ont subi une lyse
enzymatique, de sorte que les bradyzoites se retrouvent libres dans le digesta a partir duquel
I’ ADN sera extrait, tout comme les tachyzoites contrdle. Une analyse comparative préliminaire
(Opsteegh et al., 2010) a méme permis d’observer que la sensibilité de la méthode MC-PCR
semble avoir une sensibilité comparable a celle du bio-essai, qui lui se base sur la détection de

bradyzoites en condition naturelle d’infection.
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La méthode de quantification telle qu’appliquée dans notre projet comportait certaines limites
en termes de précision. En fait, la plupart des échantillons d'agneaux étaient en dehors de notre
courbe standard ce qui fait qu’ils n’ont pu se voir attribu¢ qu’une information quantitative
générale, soit plus de 4000 parasites. L’analyse quantitative absolue par qPCR elle-méme a
produit des marges d'erreurs notables, ce qui pourrait étre di a la trés faible quantit¢ d'ADN
extraite a partir d'une matrice complexe. La mise au point de cette méthode ou 1’¢élaboration
d’une technique plus précise employant un appareil hautement sensible (ex. ddPCR) pourrait
avoir un intérét en particulier pour les échantillons avec un petit nombre de parasites. Cependant,
le besoin de données de quantification trés précises devrait étre mis en perspective considérant
les connaissances actuelles limitées (décrites précédemment) concernant la dose infectieuse
minimale de 7. gondii chez I’humain. Il nous apparait vain de fournir des efforts en ce sens alors

que I’applicabilité des données obtenues ne se verrait pas nécessairement améliorée.
5.4 Directions futures

5.4.1 Evaluation du risque d’exposition humaine par la consommation de

viande

Les prévalences estimées lors de cette étude incitent a se demander s’il serait pertinent de
procéder a une analyse quantitative du risque d’infection humaine par la consommation de ces
viandes au Canada. A premiére vue, il semble clair que I’évaluation du risque 1ié a I’agneau est
prioritaire puisque la prévalence chez cette espece est plus élevée. 1l est toutefois primordial de
tenir compte de la consommation relative de chacune de ces viandes au Canada. La viande la
plus populaire en 2011 était la volaille avec 42% de la consommation canadienne, suivie par le
beeuf (incluant le veau) avec 33%, le porc avec 24% et I’agneau avec 1% (MAPAQ, 2014). Si
on se fie a ces statistiques, il semble logique de vouloir prioriser I’évaluation du risque lié¢ au
beeuf et au porc, puisque les canadiens en consomment davantage. Pour départager, il est
pertinent de considérer le volume de viande consommé par personne, qui est une donnée plus
concrete. Le nombre de portions contenant 7. gondii consommé en 2015 par un canadien a été

estimée (annexe 1) et suggere que la plus grande quantité de viande contaminée consommeée est
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le beeuf, suivi par le porc et finalement 1’agneau. Ces données représentent une estimation de
I’exposition brute des canadiens annuellement, mais il est important de préciser qu’un ¢lément
crucial reste inconnu pour pouvoir évaluer 1’exposition réelle, soit la viabilité des parasites
présents dans la viande au moment de la consommation. En regard de ces estimations, il apparait
pertinent de procéder a une analyse quantitative du risque le plus exhaustivement possible pour

les trois types de viandes.

Plusieurs ¢léments devront étre considérés si de telles analyses du risque sont entreprises. En
voici les principaux : la fréquence de consommation des différentes coupes de viande, la
viabilité des parasites au moment de I’ingestion (en lien avec les habitudes de cuisson, la survie
du parasite a travers la chaine de production) et la relation dose-réponse de 7. gondii chez
I’humain. Ce dernier englobe plusieurs facteurs tels que la souche parasitaire trouvée dans la

viande au Canada, I’'immunité de la population et ses caractéristiques sociodémographiques.

Plusieurs éléments parmi cette liste ne sont pas décrits au Canada. A défaut d’investigations les
concernant, de futurs modé¢les quantitatifs d’évaluation du risque comprendraient de
nombreuses suppositions et simplifications qui affecteraient leur validité et précision. Ce projet
de maitrise fournit non seulement les données les plus prés de données d’exposition jamais
produites au Canada, mais contribue €galement a de futures études sur le plan technique. En
effet, les échantillons conservés et la méthode MC-PCR utilisée pourraient servir a un éventuel
génotypage des parasites détectés. Cette analyse était d’ailleurs comprise dans les objectifs
initiaux du projet, mais a dii €tre retirée par respect des échéances alloués. Le gene GRA6 peut
étre extrait et amplifié¢ par MC-PCR. Son polymorphisme permet de distinguer les trois
principaux génotypes de 7. gondii. Pour la viande provenant du Canada, le résultat risquerait
d’étre assez uniformément de type II et III, selon ce qui a été identifié jusqu’a maintenant chez
les animaux de production et chez I’humain en Amérique du Nord. Considérant cette
homogénéité attendue au niveau du type génétique de 7. gondii chez les animaux de production
au Canada, une technique ayant une plus grande profondeur d’analyse devrait étre envisagée
pour vraiment lier le profil génomique de 7. gondii chez les animaux de production a celui chez
I’humain. L’exercice de la MC-PCR sur le géne GRAG6 risquerait d’étre plus informatif
concernant la viande en provenance de Nouvelle-Z¢élande, de par sa localisation géographique

¢loignée, son climat distinct et sa structure phylogéographique originale (Wallis et al., 2009).
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La structure populationnelle de 7. gondii en Nouvelle-Z¢élande n’a jamais été décrite et pourrait
potentiellement expliquer pourquoi les agneaux y étant élevés sont plus a risque d’arborer des

kystes parasitaires dans leurs tissus que ceux élevés au Canada.

La seule méthode permettant d’évaluer la viabilité de 7. gondii dans la viande est le bio-essai
sur le chat ou la souris. Une RT-PCR sur acide ribonuclé¢ique messager (ARNm) parasitaire
pourrait en théorie étre développée, mais présente de nombreux obstacles techniques, entre
autres pour la préservation de ’ARNm. La viabilité pourrait également étre évaluée a 1’aide
d’un mod¢le mathématique qui estimerait la probabilité de survie du parasite a chaque étape de
la chaine de production, de la ferme a 1’assiette, en se basant sur la littérature scientifique. Cela
a d’ailleurs été partiellement complété dans des études antérieures (Miao Guo et al., 2016; M.

Opsteegh et al., 2011).

5.4.2 Doit-on ajuster le modele de ’ACIA?

A la lumiére des résultats obtenus dans cette étude, il serait injustifi¢ de recommander des
modifications immédiates au modele utilisé par I’ACIA pour évaluer les risques alimentaires.
Une évaluation quantitative du risque basée sur les données de prévalences mesurées dans cette
¢tude permettrait de fournir des données d’attribution de la toxoplasmose au Canada parmi les
types de viandes. Le fait de comparer celles-ci avec les données utilisées dans le modele ERE
(communication personnelle avec I’ASPC) serait intéressant et pourrait permettre de poser un
jugement sur quelle source d’entre les deux représente le mieux la réalité canadienne.
L’avantage certain des données fournies par cette étude réside dans le fait qu’elles sont tirées
directement de la matrice concernée, soit la viande vendue au détail au Canada. La méthodologie
derriere les données fournies par ’ASPC n’est pas publiée, donc n’est pas disponible pour en

débattre dans ce mémoire.

La viande d’agneau hachée et/ou provenant de Nouvelle-Zélande ont été identifiés comme des
facteurs de risque liés a la présence de 7. gondii. Cela suggére qu’un risque initial plus élevé
devrait étre attribué aux établissements qui traitent ce type de viande. Cela ne veut pas
nécessairement dire que le risque final attribué a cet établissement sera accru, car certaines
mesures telles que la congélation peuvent amenuiser le risque que représente le parasite. La

grande majorité de 1’agneau importé au Canada en provenance de la Nouvelle-Zélande est
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constituée de picces de viande et a donc été transformée (MAPAQ, 2014). 11 serait intéressant
d’en savoir davantage sur la fagon dont cette viande est transformée avant son arrivée au Canada

afin d’évaluer si le risque de contenir des parasites viables peut étre amplifié et/ou atténué.

5.4.3 Investigation d’autres sources potentielles de 7. gondii

L’estimation de la quantit¢ de viande contaminée consommée par année peut sembler
inquiétante, surtout considérant que I’infection peut rester dormante durant plusieurs années
avant de créer des symptomes. Toutefois, le nombre de portions de viande contaminée par des
parasites vivants au moment de I’ingestion est sans doute moindre, car ceux-ci sont souvent tués
soit par la congélation ou la cuisson domestique. Il est possible que la consommation de viande
crue ou insuffisamment cuite ne représente pas la principale source d’infection au pays. Il serait
important d’estimer la séroprévalence de la population générale, mais surtout 1I’occurrence de
toxoplasmose clinique chez les canadiens pour pouvoir évaluer 1’étendue de cette maladie, et
par le fait méme, la part de responsabilité que la viande, et méme que les aliments en général,
peuvent assumer statistiquement. L’investigation de sources alternatives de transmission de
T. gondii, en commengant par celles décrites ci-apreés, m’apparait pertinente considérant les

résultats obtenus.

L’eau est une source de 7. gondii dont on connait trés peu I’'impact au Canada et ailleurs dans
le monde. Elle a été liée a de nombreuses éclosions, dont une en Colombie-Britannique en 1995
(Bowie et al., 1997). La consommation d’eau potable et I’ingestion accidentelle d’eau récréative
sont des voies impliquées dans la transmission a I’humain. Les aliments végétaux frais, tels que
les fruits et les 1égumes, sont aussi une source potentielle de 7. gondii dont on connait trés mal
1’étendue et I’impact. A ma connaissance, aucune étude épidémiologique n’a encore décelé de
cas li¢ a la consommation de fruits et/ou de légumes. L’¢tude de ces sources alternatives
comporte des obstacles techniques importants, car aucune méthode n’est standardisée pour
détecter les oocystes de 7. gondii dans I’environnement. Le principal enjeu concernant ces
matrices consiste en la présence d’une grande concentration de matériel inhibiteur combiné a
une faible concentration d’ADN de 7. gondii (Jones et al., 2010). L’extraction d’ADN par
capture magnétique pourrait étre une méthode prometteuse de par sa capacité a concentrer et a

1soler I’ADN cible.
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6. Conclusion

Ces travaux constituent une premicre étape dans 1’évaluation de l’exposition humaine a

T. gondii par la consommation de viande au Canada. En effet, nous avons pu décrire et méme

caractériser la présence du parasite dans la viande au détail vendue au Canada sous plusieurs

aspects. Les principales conclusions tirées de nos travaux sont :

>

Une infime proportion (< 1%) de la viande de porc et de beeuf vendue au Canada est

contaminée par 7. gondii.

Entre 4,3 % et 11,1% de la viande d’agneau est contaminée par 7. gondii selon la

province de vente.

La viande hachée comparée aux autres coupes de viande d’agneau est plus a risque de

contenir 7. gondii.

L'origine néo-z¢landaise de la viande d'agneau par rapport a 1'origine australienne a été
identifiée comme un facteur de risque pour le statut positif de 7. gondii. Une tendance
statistique a été trouvée pour l'origine néo-zélandaise de I’agneau comme facteur de

risque par rapport a la viande canadienne.

Lorsque détecté dans une portion d’agneau, 7. gondii semble présent en quantité

suffisante pour infecter I’humain (> 4000 parasites).

La popularité de la viande de beeuf et de porc aupres des canadiens étant élevée, il
semblerait que davantage de portions de ces viandes contenant 7. gondii (viable ou non)

soient consommeées annuellement comparativement a la viande d’agneau.

Une évaluation quantitative du risque de toxoplasmose par la consommation de viande
au Canada serait pertinente pour chacune des denrées étudiées dans le but de préciser

et/ou valider les données utilisées par le modele ERE de I’ACIA.
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Annexe

Estimation du nombre moyen de portions contenant 7. gondii consommeées

chaque année par un canadien.

Equation générale :
Prévalence X Qté.consommée (g)

NCC =
100g

ou NCC= nombre moyen de portions contaminées consommeées annuellement

En 2015, le canadien moyen a consommé 17,8 kg de beeuf, 17,2 kg de porc et 0,92 kg d’agneau
et/ou de mouton (Agriculture Canada, 2016).

La limite supérieure de I’intervalle de confiance a 95% de chacune des données de prévalence
ont été utilisées pour représenter le pire scénario possible selon les données obtenues. La
prévalence du Québec a été utilisée pour estimer le nombre de portions d’agneau contaminées.
Une portion a ¢été définie dans ce cas-ci par 100g de viande désossée et dégraissée, ce qui
correspond au volume des échantillons analysés dans cette étude et se rapproche de ce qui est
recommandé comme étant une portion de viande selon le Guide alimentaire canadien. Aucune

donnée sur la portion de viande moyenne consommeée par un canadien n’est disponible a ce jour.
Tel que décrit ci-dessous, ces informations combinées avec nos données de prévalence nous

permette d’estimer que dans le pire scénario, environ quatre portions de beeuf, 2,5 portions de

porc et 1,5 portions d’agneau consommeées annuellement par un canadien contiendrait 7. gondii.
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Beeuf': Agneau :
0,022x17800g 0,168x920g
NCC = = 3,92 NCC =——=1,55
100g 1009
Porc :
0,015x17200g
NCC = = 2,58
100g
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