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Résumé L’objectif de cette étude est d’estimer la prévalence
de I’infection toxoplasmique chez 527 ovins dans quatre
gouvernorats de la Tunisie par Elisa (350 animaux) ou
PCR (177 animaux). La séroprévalence d’infection toxo-
plasmique des ovins a été estimée a 1,8 % (n=166) dans
le gouvernorat de Siliana (Nord de la Tunisie) et a 19 % (n
= 184) dans le gouvernorat de Kasserine (Centre de la Tuni-
sie) en utilisant un kit Elisa commercial. L’ADN de 7oxo-
plasma gondii a été extrait d’apex de coeurs chez 25,5 %
(n=106) des ovins provenant du gouvernorat de Sidi-
Bouzid (Centre de la Tunisie) et chez 12,7 % (n = 71) des
ovins a Ben-Arous (Nord de la Tunisie). Par localité, il n’y a
pas de différence statistiquement significative entre les pré-
valences d’infections dans les différentes catégories d’age
des ovins. Nos résultats montrent que [’infection par
T gondii est fréquente chez les ovins en Tunisie. La mise
en place d’un programme national de lutte contre la toxo-
plasmose en Tunisie ne doit pas négliger cette espéce comme
hote intermédiaire fréquemment infecté.

Mots clés Toxoplasma gondii - Ovins - PCR nichée - Elisa -
Siliana - Kasserine - Sidi-Bouzid - Ben-Arous - Tunisie -
Maghreb - Afrique du Nord

Abstract The aim of this study is to estimate the prevalence
of Toxoplasma gondii infection in 527 sheep from 4 gover-
norates of Tunisia by Elisa (350 animals) and PCR (177 ani-
mals). The seroprevalence in sheep was estimated to be 1.8%
(N =166) in the governorate of Siliana (North Tunisia) and
19% (N=184) in the governorate of Kasserine (Central
Tunisia) with a commercial Elisa kit. 7 gondii DNA was
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extracted from the apex of the heart in 25.5% (N = 106) of
sheep from the Sidi-Bouzid governorate (Central Tunisia)
and 12.7% (N = 71) from the Ben-Arous governorate (North
Tunisia). There was no statistically significant difference
between different age categories’ prevalence within each
locality. Our results indicate that 7. gondii infection is fre-
quent in Tunisian sheep. The implementation of a national
control programme against toxoplasmosis should not neglect
sheep as a frequently infected intermediate host.

Keywords Toxoplasma gondii - Sheep - Nested PCR - Elisa
Siliana - Kasserine - Sidi-Bouzid - Ben-Arous - Tunisia -
Maghreb - Northern Africa

Introduction

La toxoplasmose est une protozoose infectieuse, inoculable
qui touche toutes les especes animales homéothermes
incluant I’Homme [5]. Les ovins sont les principaux hotes
intermédiaires des toxoplasmes. Ils hébergent le parasite
avec des prévalences de portage asymptomatique parfois trés
¢élevées. Ce parasite peut étre transmis verticalement de la
mere au foetus, provoquant des malformations et des avorte-
ments aussi bien chez la femme que chez la brebis. En
plus de son impact financier en tant que protozoose abortive,
I’infection par Toxoplasma gondii chez les ovins se transmet
a PHomme par la manipulation ou I’ingestion de viandes
insuffisamment cuites. La séroprévalence de I’infection
humaine est trés ¢élevée en Tunisie : elle a été estimée a
70 % au Nord-Ouest du pays [3], ce qui nous a motivés pour
effectuer une enquéte transversale pour estimer la prévalence
de I’infection toxoplasmique chez les ovins en Tunisie.

Animaux et méthodes
Animaux

Le présent travail a inclus 527 prélévements provenant
d’ovins issus de quatre gouvernorats du Nord et du Centre
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de la Tunisie : Ben-Arous, Sidi-Bouzid, Siliana et Kasserine
(Fig. 1). Deux méthodes différentes ont été utilisées, cha-
cune dans deux régions.

Etude sérologique

Des prélévements de sang veineux sur des tubes secs ont été
réalisés sur des ovins vivants ou qui venaient d’étre abattus a
Siliana et a Kasserine. Les échantillons de sang ont été cen-
trifugés (1 200 tr/min pendant 15 minutes), les sérums récu-
pérés, puis conservés a —20 °C jusqu’a utilisation. La mise en
évidence des Ac-anti-Toxoplasma a été réalisée avec un kit
Elisa commercial (Kit ID Screen®™, ID.VET) conformément
aux instructions du fournisseur.

Réaction de polymérisation en chaine

Une partie de I’apex des coeurs des ovins a été prélevée avec
une lame de bistouri & usage unique dans les abattoirs de
Ben-Arous et de Sidi-Bouzid, placée dans des flacons a
usage unique, puis conservée a —35 °C jusqu’a utilisation.

Algérie

Libye

Fig. 1 Prévalence d’infection par Toxoplasma gondii chez les ovins
dans quatre gouvernorats de la Tunisie / Sheep infection prevalence
of Toxoplasma gondii in four Tunisian governorates

Les échantillons ont été partiellement décongelés a la tempé-
rature du laboratoire pendant dix minutes. Environ 0,5 g
d’échantillon a été prélevé avec des lames de bistouri stériles
a usage unique, puis broyé dans de I’azote liquide avec des
pistons a usage unique dans des tubes Eppendorf stériles.
L’homogénat a subi trois cycles de congélation—décongéla-
tion respectivement a —35 et +60 °C de dix minutes chacun.
Les échantillons ont ét¢ incubés pendant une nuit dans de
la protéinase K a 56 °C ; cette enzyme a été inactivée en
incubant les tubes dans un bain-marie en ébullition pendant
cinq minutes. L’homogénat a ét¢ utilisé pour I’extraction de
I’ADN avec le kit Wizard® Genomic DNA Purification
kit (Promega, A1125) selon les instructions du fournisseur.
L’ADN obtenu a été congelé a —20 °C jusqu’a utilisation.

Du fait de la concentration élevée d’ADN, la solution a
été diluée au 1/20. Une PCR nichée amplifiant un brin
d’ADN de 227 pb de T. gondii du géne ITSI a été réali-
sée en utilisant quatre amorces, deux externes : NNI
(5’-CCTTTGAATCCCAAGCAAAACATGAG-3") et NN2
(5’-GCGAGCCAAGACATCCATTGCTGA-3’), et deux
internes : Tg-NP1 (5’-GTGATAGTATCGAAAGGTAT-3)
et Tg-NP2 (5-ACTCTCTCTCAAATGTTCCT-3") [6].
Briévement, 50 ng d’ADN génomique ont été placés dans
un volume réactionnel de 25 pl contenant 1x tampon de
Taq polymérase additionné de MgCl, (2 mM), 0,01 uM
des amorces Tg-NP1/Tg-NP2 et 0,01 uM des amorces
NNI1/NN2, 0,2 uM de chaque dNTP et 1,5 U de Taqg ADN
polymérase (GoTaq", Promega). L’ADN a été amplifié dans
un thermocycleur Applied Biosystem 2700 en utilisant le
programme suivant : une dénaturation initiale a 94 °C pen-
dant trois minutes, suivie de 15 cycles (94 °C pendant
30 secondes, 65 °C pendant 45 secondes et 72 °C pendant
une minute), puis 35 cycles (94 °C pendant 20 secondes,
53 °C pendant 30 secondes et 72 °C pendant 30 secondes)
et une extension finale de 72 °C pendant cinq minutes. Un
témoin positif (ADN de T. gondii) et un témoin négatif (eau
distillée stérile) ont été inclus dans chaque réaction. Afin de
confirmer ’amplification de I’ADN, les produits de PCR
ont été analysés par une électrophorese sur un gel d’aga-
rose a 1,5 % (w/v) (Promega®™) additionné de 0,05 % de
bromure d’éthidium (Promega™) dans un tampon TBE
(Tris-Borate-EDTA) (Promega®).

La comparaison des prévalences d’infection a été effec-
tuée avec le logiciel Epilnfo™ 2000 par le test y* au seuil
de 5 %.

Résultats et discussion

La prévalence moyenne d’infection était de 10,8 % par Elisa
dans les gouvernorats de Siliana et de Kasserine et de 20,3 %
par PCR dans les gouvernorats de Ben-Arous et de Sidi-
Bouzid (Tableau 1). La séroprévalence d’infection était
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Tableau 1 Prévalence de I’infection par Toxoplasma gondii en fonction de la région, de I’dge, du sexe et de la technique de dépistage
/ Prevalence of Toxoplasma gondii infection in respect to region, age, gender and the screening technique.

Positifs/examinés (prévalence + 1,96 écart-type)
Catégorie Elisa PCR
danimaux - gianq Kasserine Total Ben-Arous  Sidi-Bouzid  Total
Agneaux/ 1/59 9/45 10/104 9/71 27/106 36/177
agnelles (1,7 £0,04) (20 +£0,12) (9,6 £ 0,06) (12,7+0,08)  (25,5+0,08) (20,3 +£0,06)
Antenais/ 0/3 5/40 (12,5+0,1) 5/43 (11,6 +0,1) NF NF NF
antenaises
Béliers/brebis  2/104 21/99 23/203 NF NF NF
(1,9+0,01) (21,2 +0,08) (11,3 +£0,04)
Total 3/166 35/184 38/350 9/71 27/106 36/177
(1,8£0,01) (19 +£0,06) (10,8 +0,03) (12,7+0,08)  (25,5+0,08) (20,3+ 0,06)
NF : non fait.

significativement plus élevée dans la région de Kasserine
(19 %) par rapport a celle de Siliana (1,8 %) [p < 0,0001].
De méme, la prévalence d’infection a Sidi-Bouzid (25,5 %)
était plus élevée que celle a Ben-Arous (p = 0,03). La pré-
sence d’importantes disparités régionales serait due a une
variabilit¢ dans la typologie épidémiologique, notamment
les facteurs de risque aussi bien d’un point de vue qualitatif
que quantitatif. De plus, les échantillons étudiés ont été
constitués en aveugle et n’ont pas fait ’objet d’un tirage au
sort aléatoire. Cette variabilité doit étre prise en compte par
les décideurs en santé animale de deux maniéres :

® en donnant la priorité a certaines régions ayant des préva-
lences élevées ;

® en choisissant des options de lutte en fonction des facteurs
de risque.

Il n’y avait pas de différence significative en fonction de
la catégorie d’age dans les deux régions de Siliana et de
Kasserine (p > 0,05) : les facteurs de risque de I’infection
toxoplasmique sont nombreux et seule une étude analytique
permettra d’expliquer ces résultats. La prévalence de I’infec-
tion dans la région de Sidi-Bouzid est similaire a celle rap-
portée dans la région de Marrakech (Maroc) (27,7 %) [7].
Cela peut étre expliqué par la similitude des conditions cli-
matiques des deux régions ou par une fluctuation des échan-
tillonnages, car les deux enquétes sont transversales.

En Tunisie, la séroprévalence de I’infection toxoplas-
mique est trés élevée chez I’Homme, elle atteint 70 % dans
la région de Mjez-El-Bab (gouvernorat de Béja, Nord-Ouest
de la Tunisie) (Fig. 1). L’'Homme s’infecte suite a la mani-
pulation ou a la consommation de viandes d’animaux a sang
chaud contaminées et insuffisamment cuites. Cette voie de
contamination serait fréquente du fait de la consommation
par les populations tunisiennes de viande d’agneau en bar-
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becue (appelé en arabe méchoui). Le role du chat dans
la transmission directe de D’infection toxoplasmique a
I’Homme n’a jamais été quantifié en Tunisie et aucune étude
n’a été menée sur ’infection par 7. gondii chez le chat en
Tunisie.

Les études épidémiologiques relatives a la toxoplasmose
animale sont trés rares en Tunisie. La premicre, réalisée par
Ben Rachid et Blaha [1], a estimé la séroprévalence par le
dye-test chez 225 ovins a ’abattoir de Tunis & 75 %. Plus
récemment, Dlissi et al. [4] "ont estimé chez les ovins par
Elisa entre 47 et 93 %. La séroprévalence a été estimée chez
158 chevaux a 17,7 % [2].

La prévalence de I’infection toxoplasmique chez les ovins
est tributaire de plusieurs facteurs de risque, notamment les
facteurs abiotiques conditionnant la sporulation et la survie
des ookystes dans le milieu extérieur, I’dge des animaux et
les facteurs zootechniques relatifs a la conception et a la
gestion des élevages.

Conclusion

Cette enquéte descriptive et ponctuelle doit étre approfondie
par des études analytiques dans différentes régions du pays
qui permettront d’étudier les facteurs de risque de transmis-
sion de I’infection toxoplasmique a I’Homme, puis de les
pondérer afin de déterminer le poids respectif de chacun
d’entre eux et pouvoir, dans une deuxiéme étape, proposer
un programme de lutte adapté au contexte épidémiologique
tunisien.
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