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Séroprévalence de Toxaplasma gondi chez le poulet de la région
de Marrakech-Safi, Maroc

Seroprevalence of Toxoplasma gondii in chicken of the Marrakech-Safi region,
Morocco

Laila HOUMMADI, Salma BERROUCH, Oussama DEHHANT, Denis LIMONNE, Pierre FLORI,
Redouane MOUTA]J, Jamal Eddine HAFID*

RESUME  mtroduction. Toxoplasma gondii (T. gondii) est un parasite intracellulaire obligatoire qui infecte
un large spectre d'especes animales dont 'homme et les animaux d'élevage. La contamination peut avoir des
conséquences sanitaires, économiques et épidémiologiques considérables. Les oiseaux en général et la volaille
en particulier semblent jouer un réle important dans 1'épidémiologie et la circulation du parasite. L'objectif de
ce travail est de mesurer, pour la premiére fois, la séroprévalence de T. gondii chez le poulet dans la région de
Marrakech-Safi.

Matériel et méthodes. Les sérums ont été prélevés, entre janvier 2019 et mars 2020, sur 486 poulets provenant
de trois types d'élevage: 122 poulets d'élevage traditionnel (domestique), 109 poulets fermiers et 255 poulets
d'élevage commercial (en batterie) destinés a la consommation dans la région de Marrakech-Safi. La recherche
des immunoglobulines Y (IgY) a été réalisée par ELISA en utilisant un antigéne total de T. gondii.

Résultats. La séroprévalence moyenne de T. gondii chez les poulets de la région d'étude est de 30,65 %. Cette
étude a aussi montré une association significative (p<0,0001) entre la séroprévalence et le type d'élevage: le poulet
domestique a une séroprévalence plus élevée que le poulet fermier et le poulet commercial.

La séropositivité élevée chez le poulet s'expliquerait par une large présence des oocystes et/ou de kystes de T. gondii
dans son environnement et dans son alimentation.

Conclusion. La consommation des produits avicoles, peu ou pas cuits, peut étre une source de contamination
potentielle pour I'homme, ainsi que pour les prédateurs dont le chat.

Mots clés: Toxoplasma gondii, Poulet, ELISA, Séroprévalence, Marrakech-Safi, Maroc, Afrique du Nord

ABSTRACT 1ntroduction. Toxoplasma gondii (T. gondii) is an obligate intracellular parasite that infects a wide
range of animal species, including humans and livestock. Contamination can have significant health, economic
and epidemiological consequences. Birds in general, and poultry in particular, appear to play an important role
in the epidemiology and circulation of the parasite. The aim of this study was to determine, for the first time,
the seroprevalence of T. gondii in chicken in the Marrakech-Safi region.

Materials and methods. Sera were collected between January 2019 and March 2020 from 486 chickens from
three types of farming: 122 traditional (domestic) chickens, 109 free-range chickens, and 255 commercial
(battery) chickens intended for consumption in the Marrakech-Safi region. Immunoglobulin Y (IgY) testing
was performed by ELISA using a total T. gondii antigen.

Results. The mean seroprevalence of T. gondii in chicken in the study region was 30.65%. This study also showed
a significant association (p<0.0001) between seroprevalence and type of farming: domestic chickens had a higher
seroprevalence than free-range and commercial chickens.

The high seropositivity in chicken could be explained by the widespread presence of T. gondii oocysts and/or
cysts in their environment and diet.

Conclusion. Consumption of undercooked or uncooked poultry products may be a source of potential con-
tamination for humans and carnivores, including cats.

Key Words: Toxoplasma gondii, Chicken, ELISA, Seroprevalence, Marrakech-Safi, Morocco, Northern Africa
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Introduction

Toxoplasma gondii est un parasite intracellulaire
obligatoire qui infecte un large spectre d'especes
animales dont I'humain et les animaux d'élevage
[4,18] ainsi que certains mammiferes marins,
poissons et reptiles [4,5,27]. Les hotes définitifs
sont les félidés domestiques et sauvages. Il cause
la toxoplasmose, parasitose souvent asympto-
matique et bénigne, mais qui peut étre sévere
chez l'individu immunodéprimé, le feetus et le
nouveau-né aprés transmission congénitale. En
dehors de toute immunodépression, des formes
graves peuvent étre exceptionnellement observées
avec des souches de virulence et de génotype
particuliers [4,18,42,52].

Les étres humains et les animaux s'infectent le plus
souvent par voie orale (a la suite de 1'ingestion de
viande contenant des kystes), ou par le sol, 'eau
et les végétaux souillés par les feces de chats ou
d'autres félidés contenant des oocystes [4,17,38,51].
En élevage, la toxoplasmose entraine des pertes
économiques, comme cest le cas chez les ovins
(perte reproductive). Elle facilite également la
transmission zoonotique par la consommation
de viande infectée [22,51,54]. Sa prévalence est
variable selon les espéces. Elle est plus élevée chez
les ovins et les caprins que chez les autres animaux
(bovins, volailles, chiens et chevaux) [1,20,52].
Chez le mouton, contrairement au bovin, elle se
traduit par une grande fréquence d'avortements
[44,54]. Chez ces 2 espéces, la séroprévalence
varie entre 1,4 et 71% en fonction du contexte
épidémiologique et des techniques de dépistage
utilisées [3,11-13,31,32,34,37,45,47,49,53,56].

La séroprévalence de T.gondii chez le poulet a
fait I'objet de peu d'études dans le monde, bien
qu'il soit un hote important dans 1'épidémiologie
de l'infection en se contaminant généralement
avec les oocystes excrétés par les chats et treés
résistants dans l'environnement [1]. En se nour-
rissant au sol, la volaille est fortement exposée
a la contamination par les oocystes. C'est pour
cette raison qu'elle peut étre considérée comme
un bon indicateur de la contamination tellurique
par les oocystes [18,23]. D'apreés Dubey et al., la
présence de kystes de T. gondii dans la cervelle,
le cceur et les muscles du poulet peut constituer
une source de contamination pour les chats [21].
Les volailles domestiques sont rarement sujettes
a des formes séveéres de toxoplasmose a la suite
de leur infection [16,62]. Elles développent géné-
ralement une infection chronique aux différentes
souches de T.gondii. De ce fait, les souches de
T. gondii qui les infectent refletent vraisemblable-
ment les souches qui circulent a 1'échelle locale
(16,19,36].

Introduction

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular par-
asite that infects a wide range of animal species,
including humans and livestock [4,18], as well
as certain marine mammals, fish and reptiles
[4,5,27]. The definitive hosts are domestic and wild
felids. It causes toxoplasmosis, a parasitosis that is
often asymptomatic and benign, but can be severe
in immunocompromised individuals, fetuses and
neonates after congenital transmission. In the
absence of immunosuppression, severe forms
may be seen in exceptional cases with strains of
particular virulence and genotype [4,18,42,52].
Humans and animals are most commonly infect-
ed orally (after ingestion of meat containing cysts)
or through soil, water, and plants contaminated
with oocyst-containing feces of cats or other
felids [4,17,38,51]. In livestock, toxoplasmosis
causes economic losses, as in the case of sheep
(loss in reproduction). It also facilitates zoonot-
ic transmission through the consumption of
infected meat [22,51,54]. Its prevalence varies
between species. It is higher in sheep and goats
than in other animals (cattle, poultry, dogs and
horses) [1,20,52]. In sheep, in contrast to cattle,
it causes a high incidence of abortion [44,54].
In these two species, the seroprevalence varies
from 1.4% to 71%, depending on the epidemio-
logic context and the screening techniques used
[3,11-13,31,32,34,37,45,47,49,53,56].
Seroprevalence of T. gondii in chicken has been
poorly studied worldwide, despite the fact that
they are an important host in the epidemiology
of the infection, commonly contaminated with
oocysts shed by cats and highly resistant in the
environment [1]. Poultry are highly exposed to
oocyst contamination through ground feeding.
For this reason, it can be considered as a good
indicator of telluric oocyst contamination [18,23].
According to Dubey et al., the presence of T. gondii
cysts in chicken brain, heart, and muscle may be
a source of contamination for cats [21].

Poultry rarely develop severe forms of toxoplas-
mosis after infection [16,62]. They typically de-
velop chronic infection with multiple strains of
T. gondii. As a result, the strains of T. gondii that
infect them are likely to reflect those circulating
locally [16,19,36].

Seroprevalence in chicken varies from country
to country. Several recent surveys in domestic
flocks have reported variable, sometimes very
high, seroprevalences ranging from 6 to 98%
[10,29,39,48], showing heterogeneity in overall
seropositivity depending on the country and
screening method.
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La séroprévalence chez le poulet varie d'un pays
a un autre. Plusieurs enquétes récentes dans des
élevages domestiques ont rapporté des séropré-
valences variables, parfois tres élevées comprises
entre 6 et 98 % [10,29,39,48], ce qui montre une
hétérogénéité de la séropositivité globale en fonc-
tion des pays et des méthodes de dépistage.

Au Maroc, aucune étude séro-épidémiologique n'a
été réalisée a ce jour sur la prévalence de T. gondii
chez le poulet. C'est la raison pour laquelle nous
avons cherché a la déterminer dans trois types
d'élevages de poulets destinés a la consomma-
tion dans la région de Marrakech-Safi (le poulet
d'élevage domestique, le poulet fermier et le poulet
d'élevage intensif en batterie) pour estimer le
risque de contamination par 'ingestion des kystes
présents dans leur chair mal cuite.

Matériels et méthodes
Lantigeéne a été préparé selon le protocole de
Hafid et al. [30], et fourni gracieusement par
le laboratoire de Parasitologie-Mycologie de
Saint-Etienne (France) et le laboratoire phar-
maceutique LDBIO Diagnostics. Brievement, les
trophozoites de la souche RH de T. gondii ont
été obtenus a partir d'ascites de souris infectées
quelques jours auparavant et lavés trois fois par
centrifugation a 200 g pendant 10 min dans une
solution saline isotonique. Le dernier culot a été
mis en suspension dans de l'eau distillée et la
concentration en protéines a été dosée et fixée
par dilution a 1 mg/ml. La solution finale a été
considérée comme un antigene total.

Dans cette étude, nous avons prélevé 486 sérums

provenant de trois types de poulets:

« Cent vingt-deux poulets d'environ un an
provenant d'élevages domestiques de plein
air, sans cloture, se nourrissant en picorant le
sol et consommant divers aliments, y compris
des céréales et des déchets ménagers. Des
échantillons de sang ont été prélevés sur ces
poulets, qui ont ensuite été relachés sans étre
abattus. Sept campagnes de prélévements ont
été réalisées entre janvier 2019 et mars 2020,
sur quatre sites respectivement a Ben Guerir
(n=17), Bouchane (n=36), Sidi Rahal (n=35),
et Safi (n=34) (Fig. 1). Léchantillonnage de
ce type de poulets a été réalisé avec l'accord
de leurs propriétaires.

« Cent neuf poulets fermiers provenant des
élevages controlés et vendus dans les abattoirs
de la ville de Marrakech. Ces poulets ont été
élevés en plein air dans des fermes pendant
une durée maximum de 71 jours durant

In Morocco, no sero-epidemiological study on the
prevalence of T. gondii in chicken has been per-
formed. For this reason, we set out to determine
the prevalence of T. gondii in three types of chick-
ens reared for consumption in the Marrakech-Safi
region (domestic chickens, free-range chickens,
and intensive battery chickens) in order to esti-
mate the risk of contamination by ingestion of
cysts in their undercooked meat.

Materials and methods

The antigen was prepared according to the pro-

tocol by Hafid et al. [30] and kindly provided by

the Parasitologie-Mycologie Laboratory of Saint-

Etienne (France) and the LDBIO Diagnostics

pharmaceutical laboratory. Briefly, trophozoites

of the RH strain of T. gondii were obtained from
the ascites of mice infected a few days earlier and
washed three times by centrifugation at 200 g for

10 min in isotonic saline. The final pellet was

suspended in distilled water and the protein

concentration was determined by dilution to

1 mg/ml. The final solution was considered as

total antigen.

In this study, we collected 486 sera from three

types of chickens:

«  One hundred and twenty-two approximately
one-year-old chickens from free-range, un-
fenced domestic flocks that feed by pecking
at the ground and consume a variety of di-
ets, including cereals and household waste.
Blood samples were collected from these
chickens, which were then released without
being slaughtered. Seven sampling campaigns
were conducted between January 2019 and
March 2020 at four sites each in Ben Guerir
(n=17), Bouchane (n=36), Sidi Rahal (n=35),
and Safi (n=34) (Fig.1). These chickens were
sampled with the consent of their owners.

o One hundred and nine free-range chickens
from controlled farms sold in slaughterhouses
in the city of Marrakech. These chickens were
raised in the open air on farms for a maxi-
mum of 71 days, during which time they were
fed a diet based on cereals and vegetables.
The chickens were kept in a fenced area large
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laquelle ils ont bénéficié d'une alimentation
a base de céréales et de végétaux. Ces poulets
disposaient d'un espace cloturé suffisamment
grand pour qu'il y ait une densité de 11 pou-
lets/ m” (Arrété du ministere de l'agriculture
marocain n°1271-17), et protégé de l'acces des
chats. Le sang de ces poulets a été collecté
entre janvier 2019 et mars 2020, au niveau de
deux abattoirs choisis arbitrairement dans la
ville de Marrakech.

o Deux cent cinquante-cinq poulets d'élevage
commercial, confinés et agés de 35 a 40 jours.
Ces animaux provenaient des élevages en
batterie et se nourrissaient d'une alimentation
a base de céréales, de tourteaux, d'oléagineux
et de farine de poisson. Ces volailles ont été
élevées dans des batiments cloturés, mises
sur litiére en paille, et ont disposé d'un espace
suffisant pour circuler en liberté, sans acces
al'extérieur.

Le sang de ces poulets a été prélevé, entre janvier

2019 et mars 2020, dans quatre abattoirs choisis

arbitrairement dans la ville de Marrakech. Le sang

a été collecté dans des tubes sans anticoagulant a

partir de la veine alaire pour le poulet d'élevage

enough to ensure a density of 11 chickens
per square meter (Moroccan Ministry of
Agriculture Order No. 1271-17) and protect-
ed from access by cats. The blood of these
chickens was collected between January 2019
and March 2020 at two randomly selected
slaughterhouses in the city of Marrakech.

o Two hundred and fifty-five commercial chick-
ens, caged and aged between 35 and 40 days.
These animals came from battery farms and
were fed a diet based on cereals, oil cakes, oil-
seeds and fish meal. The chickens were housed
in fenced buildings, on straw bedding, and
given sufficient space to roam freely without
access to the outdoors.

The blood of these chickens was collected between
January 2019 and March 2020 at four randomly
selected slaughterhouses in the city of Marrakech.
Blood was collected in anticoagulant-free tubes
from the wing vein for traditionally raised chick-
ens and directly from the jugular vein at the time
of slaughter for the other two types of chickens in
slaughterhouses in the city of Marrakech. Samples
were centrifuged at 200 g for 30 min and sera were
tested by ELISA for anti-T. gondii IgY.

Source de la carte : https://www.regionmarrakech-safi.ma/fr/le-territoire/
Figure 1: Localisation géographique des zones d'échantillonnage des poulets domestiques. ©Hoummadi Laila.
Figure 1: Geographic location of the sampling zones of domestic chickens. ©Hoummadi Laila
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traditionnel et directement de la veine jugulaire
au moment de l'abattage pour les deux autres
types de poulet dans les abattoirs de la ville de
Marrakech. Les échantillons ont été centrifugés
a 200 g pendant 30 min et les sérums testés par
ELISA pour la recherche des IgY anti-T. gondii.
Quatre poulets d'élevage commercial agés de
40jours et pesant entre 1,5 et 2 kg ont été ache-
tés dans le commerce et utilisés pour produire
des sérums hyper-immuns anti-T. gondii. Avant
leur immunisation, et pour vérifier leur statut
immunitaire vis-a-vis de T. gondii, des préleve-
ments sanguins ont été réalisés au niveau de leurs
veines alaires. Les résultats des tests en ELISA et
en immunoblot ont montré que les quatre poulets
étaient négatifs.

Limmunisation a été réalisée selon le protocole
préconisé par Vaitukaitis et al. [57]. Un mélange
contenant 1 ml d'antigene total (AT) de T. gondii
et 1 ml d'adjuvant complet de Freund (Thermo
scientific) a été injecté par voie intradermique, au
niveau du flanc de chaque poulet. Dix jours apres,
une injection de rappel a été faite dans les mémes
conditions. Les animaux ont été gardés dans un
poulailler et la production des IgY anti-T. gondii
a été recherchée a J0, J10, J31, J41, J60 par ELISA
et immunoblot.

Les sérums de 10 poulets d'élevage commercial,
sélectionnés parmi les 486 poulets étudiés, ayant
montré une tres faible densité optique (DO) lors
des essais de 'ELISA et donné des résultats néga-
tifs en immunoblot, ont été considérés comme
témoins négatifs.

Pour déterminer le seuil de positivité, nous avons
ajouté trois déviations standard a la moyenne
arithmétique des DO de ces sérums. Le seuil
retenu est 0,260.

Les puits en polystyréne de la plaque ELISA
(Nunc, Merck) ont été sensibilisés en ajoutant
100 pul d'AT a une concentration de 20 pg de pro-
téine par millilitre. La plaque a été incubée pen-
dant 1 heure a 37°C, puis toute la nuit a 4°C.
Ensuite, les puits ont été lavés trois fois pendant 5
minutes avec une solution de tampon phosphate
salin (PBS) contenant du Tween 20 a 0,05 %. Aprés
une saturation d'une heure avec du PBS-Tween 20
et 5% d'albumine sérique bovine (BSA), les sérums
dilués dans la méme solution ont été déposés a
raison de 100 pl par puits et incubés pendant 2
heures a 37°C. Apreés avoir lavé les puits comme
décrit ci-dessus, 100 ul d'anticorps IgY de poulet
couplé a la peroxydase (Sigma), préalablement
dilués a 1/500 dans du PBS-Tween 20 et 0,5%
de BSA, ont été ajoutés dans les puits et incubés
pendant 1 heure & 37°C. Apres le lavage des

Four 40-day-old commercial chickens weighing
between 1.5 and 2 kg were purchased commercial-
ly and used to prepare hyperimmune anti-T. gondii
sera. Blood samples were taken from the wing
veins prior to immunization to determine their
immune status against T. gondii. The results of
ELISA and immunoblot tests showed that all four
chickens were negative.

Immunization was performed according to the
protocol recommended by Vaitukaitis et al. [57].
A mixture containing 1 ml of T. gondii total anti-
gen (TA) and 1 ml of Freund's complete adjuvant
(Thermo Scientific) was injected intradermally
into the flank of each chicken. Ten days later,
a booster injection was given under the same
conditions. Animals were housed in a poultry
house and anti-T. gondii IgY production was as-
sessed by ELISA and immunoblot at D0, D10,
D31, D41 and D60.

Sera from 10 commercially bred chickens, se-
lected from the 486 chickens tested, that had
very low optical density (OD) in ELISA tests
and negative immunoblot results were used as
negative controls.

To determine the positivity threshold, three stan-
dard deviations were added to the arithmetic
mean OD of these sera. The threshold used was
0.260.

The polystyrene wells of the ELISA plate (Nunc,
Merck) were sensitized by adding 100 pl of AT
at a concentration of 20 pg protein per milliliter.
The plate was incubated at 37°C for 1 hour and
then at 4°C overnight. The wells were then washed
three times for 5 minutes with phosphate-buftered
saline (PBS) containing 0.05% Tween 20. After
saturation with PBS-Tween 20 and 5% bovine
serum albumin (BSA) for 1 hour, sera diluted
in the same solution were plated at 100 pl per
well and incubated at 37°C for 2 hours. After
washing the wells as described above, 100 pl of
peroxidase-labeled chicken IgY antibody (Sigma),
previously diluted 1:500 in PBS-Tween 20 and
0.5% BSA, was added and incubated for 1 hour
at 37°C. After washing the wells, the reaction
was visualized by adding 100 ul of substrate. The
substrate was prepared by dissolving one tablet of
O-phenylenediamine dihydrochloride (Sigma) in
20 ml of citrate buffer supplemented with 26 ul
of 30% H,0,. Plates were kept in the dark for 15
minutes and the optical density was read using a
spectrophotometer at 492 nm (BioTeK ELx800).
Reproducibility was checked by testing 8 positive
and 8 negative sera from the previous series in
each new series.
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puits, la réaction a été révélée en ajoutant 100 pl
de substrat. Ce dernier a été obtenu en dissolvant
un comprimé de dihydrochlorure d'O-phényle-
nediamine (Sigma) dans 20 ml de tampon citrate
complété avec 26 ul de H,O, a 30 %. Les plaques
ont été maintenues dans l'obscurité pendant
15 minutes, puis la densité optique a été lue avec
un spectrophotometre a 492 nm (BioTeK ELx800).
La reproductibilité a été vérifiée en testant dans
chaque nouvelle série huit sérums positifs et huit
sérums négatifs de la série précédente.

La détection des IgY anti-T. gondii par immuno-
blot chez les poulets immunisés avec I'AT a été
réalisée par le laboratoire LDBIO-Diagnostics.
Briévement, chaque échantillon a tester a été
incubé séparément avec une bandelette conte-
nant I'AT. Apres lavages, les anti-IgY marqués a
la phosphatase alcaline (LDBIO) ont été déposés
sur chaque bandelette. Lincubation et les lavages
ont été suivis par l'ajout du substrat qui entraine,
lorsque 1'échantillon est positif, l'apparition de
bandes de poids moléculaire 30, 31, 33, 40 et 45
kDa. La présence d'au moins 3 bandes parmi les
5, incluant la bande a 30 kDa, permet d'affirmer
la présence d'anticorps IgY anti-T. gondii dans le
sérum analysé.

Tous les animaux ont été traités selon les regles
d'éthique en vigueur et tous les préléevements
ont été réalisés avec 1'aval des autorités sanitaires
locales et des propriétaires de poulets auxquels
nous avons expliqué amplement les raisons et les
objectifs de nos travaux.

Lanalyse descriptive a consisté au calcul des fré-
quences absolues des variables qualitatives, aux
parametres de positionnement et a la dispersion
des variables quantitatives (moyenne, écart-type).
La distribution normale des variables a été étudiée
par le test de Kolmogorov-Smirnov. En analyse
bivariée, la comparaison des variables qualitatives
a fait appel au test statistique de Chi* de Pearson
et a celui de Fisher si nécessaire. Le seuil de
significativité était retenu pour p<0,05. Lanalyse
statistique a été effectuée a l'aide du logiciel SPSS
version 19.0.

Detection of anti-T. gondii IgY by immunoblot
in chickens immunized with AT was carried out
by LDBIO-Diagnostics. Briefly, each test sample
was incubated separately with a strip contain-
ing AT. After washing, alkaline phosphatase-la-
beled anti-IgY (LDBIO) was applied to each strip.
Incubation and washes were followed by addition
of the substrate which, when the sample was
positive, resulted in the appearance of bands of
molecular weight 30, 31, 33, 40 and 45 kDa. The
presence of at least 3 of the 5 bands, including
the 30 kDa band, confirms the presence of IgY
anti-T. gondii antibodies in the serum analyzed.
All animals were treated ethically, and all samples
were taken with the approval of the local health
authorities and the chicken owners, to whom
we gave a full explanation of the reasons for and
aims of our work.

The descriptive analysis consisted in calculat-
ing the absolute frequencies of the qualitative
variables, the positioning parameters and the
dispersion of the quantitative variables (mean,
standard deviation).

The normal distribution of the variables was
studied using the Kolmogorov-Smirnov test.
In bivariate analysis, qualitative variables were
compared using Pearson's Chi* statistical test, and
Fisher's if necessary. The significance threshold
was p<0.05. Statistical analysis was performed
using SPSS software version 19.0.
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Résultats

Les IgY anti-T. gondii ont été détectées a partir
du dixieme jour (J10) de I'immunisation aussi
bien en ELISA qu'en immunoblot. Ces anticorps
persistent et leur titre augmente jusqu'a J70, jour
de la récupération de tout le sang corporel des
animaux. Ces sérums sont considérés comme
témoins positifs pour I'étude de la prévalence des
IgY anti-T. gondii, par ELISA, chez les différents
types de poulets de notre étude.

En adoptant I'ELISA, nous avons obtenu une
prévalence globale de T. gondii de 30,65 % chez
le poulet de la région de Marrakech-Safi. Elle est
de 40,2 % chez le poulet d'élevage traditionnel,
de 10,1 % chez le poulet fermier et de 34,9 %
chez le poulet d'élevage commercial en batterie
(Tableaul). Cette différence de séroprévalence
par rapport aux types d'élevage est significative
(p<0,0001).

Pour le poulet domestique, la séroprévalence est
variable selon la ville de provenance: 76,5% a
Ben Guerir, 52,9 % a Safl, 31,4 % a Sidi Rahal et
19,4 % a Bouchane (Tableau II).

Results

Anti-T. gondii IgY antibodies were detected from
day ten (D10) of immunization by both ELISA and
immunoblot. These antibodies persisted and their
titer increased until D70, the day on which all the
animals' body blood was recovered. These sera
are considered as positive controls for the study
of the prevalence of anti-T. gondii IgY, by ELISA,
in the different types of chickens in our study.
Using ELISA, we obtained an overall T. gon-
dii prevalence of 30.65% in chicken from the
Marrakech-Safi region. This compares with 40.2%
in traditionally-reared (domestic) chicken, 10.1%
in free-range chicken and 34.9% in commercial-
ly-reared battery chickens (Table I). The difference
in seroprevalence between types of farming is
significant (p<0.0001).

For domestic chicken, seroprevalence varied ac-
cording to town of origin: 76.5% in Ben Guerir,
52.9% in Safi, 31.4% in Sidi Rahal and 19.4% in
Bouchane (Table II).

Tableau I: Séroprévalence de T. gondii chez les poulets de la région de Marrakech-Safi
Table I: Seroprevalence of T. gondii in chicken in the region of Marrakesh-Safi

Nombre d'échantillons | Nombre de positifs Prévalence /
Animal / Animal testés / Number of / Number of posi- P
. Prevalence
samples tested tive samples

Poulet d'élevage traditionnel (domestique) / 0
Traditionally-reared (domestic) chicken 122 49 40,2%
Poulet fermier / Free-range chicken 109 11 10,1 % 0,0001
Poulet d'élevage commercial / 0
Commercially-reared battery chickens 255 89 34,9%
Prévalence moyenne / Average prevalence 30,7 %

Tableau Il: Séroprévalence de T. gondii chez les poulets domestiques selon les villes de la région

Marrakech-Safi

Table Il: Seroprevalence of T. gondii in domestic farmed chicken according to the cities of the region
of Marrakesh-Safi

Ville / Cit Nombre d'échantillons testés / Nombre de positifs / Prévalence /
¥ Number of samples tested Number of positive samples | Prevalence P
Ben Guerir 17 12 76,5 %
Safi 34 18 52,9 %
0,0001
Bouchane 36 7 19,4 %
Sidi Rahal 35 11 31,4 %
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Discussion

Au Maroc, a l'instar de plusieurs pays, le poulet
joue un role considérable dans la vie quotidienne,
culturelle et sociale des citoyens. Selon le minis-
tére de l'agriculture, il est la premiére source de
protéine animale, et est utilisé dans la majorité
des cérémonies rituelles et religieuses. Ces ani-
maux sont généralement élevés et abattus dans
des conditions non surveillées, a domicile ou chez
des bouchers traditionnels, pour la consommation
locale. Les visceres, les tétes ainsi que les restes
de viande sont jetés dans les poubelles publiques
et sont facilement récupérés et consommés par
les animaux errants (chats, chiens, rats...). Ceci
peut représenter une source non négligeable de
circulation des souches de T. gondii entre les
différents hotes.

Malgré une aire de circulation réduite par rapport
a d'autres animaux, le poulet domestique partage
souvent son environnement avec les chats. Son
comportement alimentaire, caractérisé par un
picorage au sol pour la recherche de nourriture,
augmente son exposition aux déjections des chats
potentiellement contaminées par des oocystes et
enfouies dans le sol [21]. Ainsi, Dubey et al. [19]
et Lehmann et al. [36] ont considéré le poulet
comme un bon indicateur de la contamination
tellurique par les oocystes.

Certaines études ont montré que les kystes de
T. gondii se localisent principalement dans le
ceeur et & un degré moindre dans le cerveau et
les autres viscéres, mais plus rarement dans les
muscles striés [2,22,24,31,35]. La consommation
d'un poulet insuffisamment cuit représente une
importante source d'infection pour les différents
hotes dont I'humain et le chat [1,14].

Ce travail, le premier au Maroc, et dans la région
de Marrakech-Safi en particulier, montre que
la séroprévalence moyenne anti-T. gondii est de
30,7 %, ce qui indique que I'infection chez les pou-
lets est largement répandue dans la région et quelle
varie grandement selon le type d'élevage. Elle est
plus élevée dans 1'élevage traditionnel (40,2 %) que
dans I'élevage commercial (34,9 %) et 1'élevage
fermier (10,1 %), ce qui confirme le constat rap-
porté par plusieurs études [10,26,40,41,46,56,59].
Ceci suggere que les poulets domestiques élevés
en liberté, en contact étroit avec les chats, ont
un risque beaucoup plus élevé de contracter une
infection a T. gondii que les poulets de chair
confinés. Par ailleurs, la durée de vie des poulets
- 1 an pour les poulets domestiques, 71 jours
pour les poulets fermiers et 35-40 jours pour les
poulets d'élevage intensif — pourrait contribuer
a l'accumulation du parasite et expliquer une

Discussion

In Morocco, as in many other countries, chicken
plays an important role in the daily, cultural
and social life of the citizens. According to the
Ministry of Agriculture, it is the main source of
animal protein and is used in most ritual and
religious ceremonies. These animals are gen-
erally raised and slaughtered in unsupervised
conditions, at home or by traditional butchers,
for local consumption. The entrails, heads and
meat scraps are disposed of in public garbage
cans and are easily collected and consumed by
stray animals (cats, dogs, rats...). This can be a
significant source of circulation of T. gondii strains
between different hosts.

Despite their limited range compared to other
animals, domestic chickens often share their
environment with cats. Their feeding behavior,
characterized by pecking at the ground in search
of food, increases their exposure to cat feces,
which may be contaminated with oocysts and
buried in the soil [21]. Thus, Dubey et al. [19]
and Lehmann et al. [36] considered chickens to
be a good indicator of telluric contamination by
oocysts.

Some studies have shown that T. gondii cysts are
mainly found in the heart and to a lesser extent
in the brain and other viscera, and less commonly
in striated muscles [2,22,24,31,35]. Consumption
of undercooked chicken is an important source
of infection for various hosts, including humans
and cats [1,14].

This study, the first in Morocco and in particular
in the Marrakech-Safi region, shows that the
average anti-T. gondii seroprevalence is 30.7%,
indicating that infection in chicken is widespread
in the region and varies greatly according to the
type of farming. It is higher in traditional farm-
ing (40.2%) than in commercial farming (34.9%)
and free-range farming (10.1%), confirming the
results of several studies [10,26,40,41,46,56,59].
This suggests that free-range domestic chickens
in close contact with cats have a much higher
risk of T. gondii infection than confined broilers.
Furthermore, the lifespan of chickens - 1 year for
domestic chickens, 71 days for free-range chick-
ens and 35-40 days for intensive broilers - could
contribute to parasite accumulation and explain
the higher prevalence. However, the prevalence
in intensively reared chickens, at 34.9%, remains
high compared to those found in the same type
of chickens in central Portugal (5.6%, 10/178)
by modified agglutination test (MAT) [46] and
zero in the Chinese city of Gifu (0/163) by latex
agglutination test (LAT) [41]. This is an unusual
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prévalence plus élevée. Toutefois, la prévalence

chez le poulet d'élevage intensif, qui est de 34,9 %,

reste élevée par rapport a celles retrouvées chez
le méme type de poulet au centre du Portugal

5,6 % (10/178) par test d'agglutination modifié

(MAT, modified agglutination test) [46] et nulle

dans la ville de Gifu en Chine (0/163) par test

d'agglutination au latex (LAT, latex agglutination
test) [41]. C'est un constat inhabituel car, dans ce
mode d'élevage, les prévalences de l'infection par

T. gondii sont souvent tres faibles, voire nulles, du

fait que le poulet est abrité dans des batiments

protégés de l'acces des chats, et qu'il se nourrit
d'une alimentation a base de farine.

Une visite dans les fermes des poulets d'élevage

intensif de la région nous a permis de constater

que les normes dans ce type d'exploitation ne
sont pas respectées. Plusieurs indices indiquant
clairement que les fermes manquent au respect
des regles d'hygiéne ont été décelés. I est toutefois
clair que les principaux facteurs a considérer en
lien avec la séroprévalence élevée chez ce type de

poulet sont davantage liés a:

+ la maitrise insuffisante du confinement en
raison de 'état de la cloture grillagée qui ne
permet pas d'empécher la pénétration des
chats;

+ louverture des locaux de stockage sur l'exté-
rieur. Cette ouverture favorise l'accés aux
oiseaux, rongeurs et insectes nuisibles, agents
de dispersion mécanique de parasite [28];

+ lutilisation de la paille qui peut étre poten-
tiellement souillée par des feces de chats
contenant des oocystes et/ou carcasses de
rongeurs renfermant des kystes de T. gondii
et qui maintiendrait une prévalence élevée
de l'infection [14];

+ lanon disponibilité d'un programme de lutte
contre les nuisibles et la mauvaise gestion
des carcasses;

« une contamination possible du sol avant
l'installation de la ferme ou encore la conta-
mination du milieu d'élevage pendant la
période du vide sanitaire;

o lutilisation de l'eau de puits qui peut étre
contaminée par les parasites dont T. gondii.

En plus de ces facteurs, il ne faut pas écarter

I'éventualité de la présence de chats errants qui

souillent souvent les entrepdts de nourriture

par leurs feces contenant les oocystes de T. gon-

dii. 11 suffit probablement d'une seule féce pour

contaminer tout le terrain [7]. La consommation

de viande de poulets issus d'élevage intensif est
plus élevée que celle des autres types de poulet,
augmentant ainsi l'importance de ce type de

finding, as the prevalence of T. gondii infection
in this type of farming is often very low or even
non-existent due to the fact that chickens are
housed in buildings protected from access by
cats and fed a flour-based diet.
A visit to the intensive chicken farms in the re-
gion revealed that the standards for this type of
operation are not being met. There were a num-
ber of clear indications that the farms were not
complying with hygiene regulations. However, it
is clear that the main factors associated with the
high seroprevalence in this type of chicken are
more related to :

« Inadequate containment due to the condition
of the wire fencing, which does not prevent
cats from entering the premises;

o The openness of the warehouses to the out-
side. This openness facilitates access by birds,
rodents and insect pests, which are agents of
mechanical parasite spread [28];

o The use of straw, which may be contaminated
by cat feces containing oocysts and/or rodent
carcasses containing T. gondii cysts, thus
maintaining a high prevalence of infection
[14];

o Lack of a pest control program and poor
carcass management;

o Possible contamination of the soil prior to
the establishment of the farm, or contam-
ination of the rearing environment during
the fallow period;

o The use of well water that may be contam-
inated with parasites, including T. gondii.

In addition to these factors, the presence of stray
cats, which often contaminate feed stores with
feces containing T. gondii oocysts, cannot be ex-
cluded. A single fecal pellet is probably sufficient
to contaminate the entire area [7]. The consump-
tion of meat from intensively farmed chickens is
higher than that of other kind of chicken raising,
increasing the importance of this type of poultry
as a potential source of infection. Current under-
standing of the epidemiology of toxoplasmosis
suggests that these chickens become infected
after consuming food and water contaminated
with T. gondii oocysts shed by cats.

The prevalence of T. gondii infection in free-

range chickens is 10.1%. This is low compared

to other types of farming, probably due to the
strict protection and hygiene practices required
by the Moroccan Ministry of Agriculture's de-
cree (n°1271-17) recognizing the agricultural
label (poulet fermier) and approving its specifi-
cations. These practices include regular inspec-
tions of rearing conditions, measures to prevent
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volaille comme source potentielle d'infection.
La compréhension actuelle de 1'épidémiologie
de la toxoplasmose nous ameéne a penser que
ce type de poulet contracte l'infection suite a la
consommation d'aliments et d'eau contaminés
par les oocystes de T. gondii excrétés par les chats.
Concernant le poulet fermier, la prévalence de
l'infection a T. gondii dans 1'élevage est de 10,1 %.
Elle est faible par rapport a celle des autres types
d'élevage, ce qui est probablement dii aux strictes
pratiques de protection et d'hygiene exigées par
l'arrété du ministere de l'agriculture marocain
(n°1271-17) portant reconnaissance du label agri-
cole (poulet fermier) et 'homologation du cahier
des charges y aftérant. Ces pratiques comprennent
des controles réguliers des conditions d'élevage,
des mesures pour éviter la contamination des ali-
ments et de l'eau, ainsi que des protocoles de net-
toyage et de désinfection. Ces mesures contribuent
aréduire la contamination par T. gondii. Bien que
les poulets fermiers aient acces a l'extérieur, ils
sont souvent élevés dans des environnements ot
les sources de contamination sont mieux contro-
lées que dans les élevages intensifs.

Le risque de transmission de T. gondii par la
consommation de viande issue de ce type d'éle-
vage est faible, mais il n'est pas nul. La contami-
nation des poulets par le parasite reste possible,
méme avec une gestion rigoureuse de 1'élevage
et des pratiques d'hygiéne strictes. Une source
potentielle de contamination pourrait étre le
lessivage des sols, ol les oocystes présents dans
les déjections des chats pourraient étre disséminés
par les eaux de pluie, introduisant ainsi une faible
possibilité de contamination malgré les mesures
de controle.

Nous avons relevé également des prévalences
variables, avec une différence significative
(p<0.0001), selon les villes dans lesquelles nous
avions pu faire des prélévements chez les poulets
élevés traditionnellement. C'est une prévalence
élevée qui peut signifier que I'environnement de
ces villes contient non seulement des oocystes
présents dans le sol, dans l'eau et sur les végétaux
[8], mais qu'il existe aussi des rongeurs, des vers
de terre et des animaux porteurs des kystes et/
ou oocystes du parasite [9,25,58]. Puisque les
poulets élevés en liberté tirent leur nourriture du
sol, ils sont probablement infectés par 1'ingestion
d'oocystes plutot que par de la viande contenant
des kystes [33,61].

En effet, dans les villes de Ben Guerir et de Safi
ou la séroprévalence est de respectivement 76,5 %
et 52,9 %, nous avions noté, durant nos sept
campagnes de prélevements, que les poulets se

contamination of feed and water, and cleaning
and disinfection protocols. These measures help
to reduce T. gondii contamination. Although free-
range chickens have access to the outdoors, they
are often raised in environments where sources
of contamination are better controlled than in
intensive systems.

The risk of T. gondii transmission through con-
sumption of meat from this type of farming is low,
but not zero. Contamination of chickens with the
parasite remains a possibility, even with rigorous
farm management and strict hygiene practices. A
potential source of contamination could be soil
leaching, where oocysts present in cat feces could
be spread by rainwater, creating a small possibility
of contamination despite control measures.

We also found different prevalences, with a sig-
nificant difference (p<0.0001), depending on the
towns where we were able to sample traditionally
raised chickens. This high prevalence may mean
that the environment in these towns contains not
only oocysts in soil, water and plants [8], but also
rodents, earthworms and animals carrying cysts
and/or oocysts of the parasite [9,25,58]. Because
free-range chickens obtain their food from the
soil, they are likely to be infected by ingesting
oocysts rather than meat containing cysts [33,61].
In fact, in the towns of Ben Guerir and Safi,
where the seroprevalence is 76.5% and 52.9%,
respectively, we observed during our seven sam-
pling campaigns that chickens moved freely to
find their own food. They often fed in public
garbage bins and in places where stray cats were
common. In contrast, in the towns of Bouchane
(19.4%) and Sidi Rahal (31.4%), chickens fed on
grain, bread, and vegetable waste provided by the
farmer. Contact with stray cats was less frequent
than in the two previous towns.

The prevalence of toxoplasmosis varied consid-
erably between species. It is generally higher in
sheep, goats and pigs than in other domestic
animals: cattle, poultry, dogs and horses [1,20,52].
However, the seroprevalence obtained in our study
shows that this is not always the case in Morocco.
Chickens from the Marrakech-Safi region were
found to be more contaminated than sheep from
the same region, which had a seroprevalence of
27.6% by ELISA in 2008 (72/261) [50]. Similarly, in
Egypt, the seroprevalence of T. gondii in chicken
in the city of Gharbia was 82.3% by ELISA [6]. It
was higher than that reported in sheep (51.8%)
(88/170) in the same city of Gharbia [34].

These results confirm that the variation in the
prevalence of the toxoplasmosis agent is not only
related to the animal species, but also, and very
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déplagaient librement pour trouver leur propre
nourriture. Ils se nourrissaient souvent dans
des poubelles publiques et des endroits ou la
présence des chats errants était trés fréquente.
Alors que dans les villes de Bouchane (19,4 %) et
de Sidi Rahal (31,4 %) les poulets se nourrissaient
de céréales, de pain et de déchets de légumes
fournis par I'éleveur. Le contact avec les chats
errants était moins fréquent que dans les deux
villes précédentes.

La prévalence de la toxoplasmose est trés variable
selon les especes. Elle est généralement plus élevée
chez le mouton, la chévre et le porc que chez les
autres animaux domestiques: bovins, volailles,
chiens et chevaux [1,20,52]. Cependant, la séro-
prévalence obtenue dans notre étude montre
qu'au Maroc, ce n'est pas toujours le cas. Les
poulets de la région Marrakech-Safi s'averent plus
contaminés que les ovins de la méme région, qui
avaient une séroprévalence de 27,6 % par ELISA
en 2008 (72/261) [50]. De méme en Egypte, la
séroprévalence de T. gondii chez le poulet dans
la ville de Gharbia était de 82,3 % par ELISA [6].
Elle était plus élevée que celle rapportée chez
les ovins (51,8 %) (88/170) dans la méme ville de
Gharbia [34].

Ces résultats confirment que, pour l'agent de la
toxoplasmose, la variation de la prévalence est
liée non seulement aux espéces animales mais
aussi, et tres souvent, aux techniques d'élevage,
ala qualité des ressources en eau, aux conditions
d'hygiene des fermes, aux conditions climatiques
et a la cohabitation avec les chats errants.

Conclusion

La présente étude a montré une séroprévalence
moyenne de 30,7 %. La positivité trouvée dans tous
les élevages permet de conclure que la toxoplas-
mose est répandue chez la majorité des élevages
de poulets, méme chez les poulets confinés. Une
association significative a pu étre mise en évidence
entre la séroprévalence de T.gondii et le type
d'élevage. Les variations dans les taux d'infection
semblent liées aux différences dans les méthodes
de gestion. Les poulets en élevage intensif sont
aussi susceptibles d'étre exposés aux oocystes de
T. gondii présents dans les paturages et I'eau que
les poulets fermiers, qui bénéficient d'une gestion
plus controlée avec une alimentation et une eau
de qualité. Une séroprévalence plus élevée a été
observée chez les poulets domestiques d'un an,
élevés en plein air, ce qui suggere qu'ils présentent
un risque plus élevé pour le consommateur. La
contamination de poulet est un reflet indirect

often, to the breeding techniques, the quality of
water resources, the hygienic conditions of the
farms, the climatic conditions and the cohabita-
tion with stray cats.

Conclusion

The present study showed an average seropreva-
lence of 30.7%. The positivity found in all farms
leads to the conclusion that toxoplasmosis is
widespread in the majority of chicken farms, even
in caged chickens. A significant association was
found between T. gondii seroprevalence and farm
type. Variations in infection rates appear to be
related to differences in management practices.
Intensively reared chickens are as likely to be
exposed to T. gondii oocysts in pasture and water
as free-range chickens, which benefit from more
controlled management with high-quality feed
and water. A higher seroprevalence was observed
in yearling free-range chickens, suggesting that
they pose a higher risk to the consumer. Chicken
contamination is an indirect reflection of envi-
ronmental contamination. For this reason, we
can confirm that the prevalence of T.gondii in
chicken is an excellent indicator for estimating
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de la contamination environnementale. C'est
pour cette raison que l'on peut confirmer que
la prévalence de T. gondii chez le poulet est un
excellent indicateur pour estimer la contamina-
tion des lieux de son élevage et pouvoir endiguer
la circulation des souches de toxoplasme. Les
produits avicoles peuvent étre une source de
contamination alimentaire. En outre, le respect
des regles d'hygiene durant toutes les étapes de
production de la viande de volailles (élevage,
abattage et commercialisation) est primordial
pour préserver les qualités sanitaires du produit
et protéger la santé des consommateurs de viande
peu ou pas cuite.
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the contamination of the premises where they are
reared and for limiting the circulation of toxo-
plasma strains. Poultry products can be a source
of food contamination. In addition, compliance
with hygiene rules at all stages of poultry meat
production (rearing, slaughter and marketing) is
essential to preserve the sanitary qualities of the
product and to protect the health of consumers
of undercooked or uncooked meat.
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