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Liste des abréviations

ADN : Acide DésoxyriboNucléique

ALAT : Alanine AminoTransférase

AMM : Autorisation de Mise sur le Marché
ARN : Acide RiboNucléique

ATU : Autorisation Temporaire d’utilisation
CHU : Centre Hospitalier Universitaire

FDA : Food And Drug Administration

FITC : Isothyocyanate de Fluorescéine

LT : Lymphocyte T

MetAP2 : Méthionine AminoPeptidase 2
MGG : May-Griinwald Giemsa

MPA : Acide Mycophénolique

NB : Nota Bene

NK : Natural Killer

NO : Monoxyde d’Azote

PCR : Polymerase Chain Reaction

PBS : Phosphate Buffer Saline

PFOR : Pyruvate Ferredoxine Oxydoréductase
RPM : Tours par minute

SIDA : Syndrome de I'lmmunoDéficience Humaine Acquise
TLR2 : Toll-like Receptor 2

TNF : Tumor Necrosis Factor

VHB : Virus de I'Hépatite B

VHC : Virus de |'Hépatite C

VIH : Virus de I'lmmunoDéficience Humaine
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Introduction

La microsporidiose intestinale est une infection opportuniste qui fut identifiée chez I'hnomme
lors de la pandémie de SIDA dans les années 1980. L'infection est causée par des
microsporidies, microorganismes intracellulaires obligatoires. Cette infection est
caractérisée par des manifestations intestinales a type de diarrhée, spontanément résolutive
chez I'immunocompétent. Elle est responsable d'un tableau clinique bruyant et chronique
chez les patients immunocompromis voire de formes disséminées et graves chez les patients
trés immunodéprimés. Elle est rencontrée principalement chez les patients atteints de
déficit immunitaire acquis comme ceux infectés par le VIH (Virus de I'immunodépression
Humaine) mais également comme les patients transplantés qui recoivent des traitements
médicamenteux anti-rejet de greffe. Pour les patients appartenant a la premiére catégorie et
pouvant en bénéficier, |'efficacité des traitements anti-rétroviraux a pour conséquence une
moindre susceptibilité a ces parasites en revanche, pour la seconde catégorie de patients,
dont le nombre augmente constamment, ce sont essentiellement les traitements
immunosuppresseurs dont ils bénéficient d'une part pour la réussite de la greffe qui les
fragilise d'autre part vis-a-vis de ces pathogenes. L'infection, dont le diagnostic reste difficile,
est souvent découverte tardivement car cette étiologie est souvent négligée lors du bilan
biologique de premiére intention réalisé lors de I'apparition des troubles.

Dans la premiére partie de cette thése, nous nous attacherons a décrire la microsporidiose
intestinale, ainsi que les différents diagnostics existants et les traitements actuels. Dans la
deuxieme partie de ce travail, nous exposerons les résultats de I'étude des cas de
microsporidiose intestinale diagnostiqués de 1994 a 2013 au laboratoire de parasitologie-
mycologie du CHU de Rouen.
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1- Les microsporidioses intestinales [1]

1-1- Généralités

1-1-1- Taxonomie

Les microsporidies sont des organismes eucaryotes, longtemps considérées comme des
protozoaires mais récemment classées parmi le réegne des Mycetes (fungi), dans le phylum
Microspora, dans la classe des Microsporeae et dans I'ordre des Microsporidiae. [1, 2, 3] En
effet, certaines particularités de leur biologie cellulaire sont retrouvées chez les
champignons (Weiss et Vossbrinck, 1999) comme |'appariement des noyaux en dicaryons
chez certains genres, les mitoses fermées avec présence de plaques polaires semblables a
celles des levures (Vavra, 1976 : Vivarées et al. 1977), la présence de tréhalose et de chitine
dans la spore (Vavra, 1976). Les microsporidies seraient donc, soit une lignée qui aurait
émergé des champignons, soit qui leur serait fortement apparentée. [4] Ce sont des
organismes unicellulaires, intracellulaires obligatoires responsables d’infections intestinales
chez 'Homme, surtout chez le sujet a compétence immunologique limitée. Ils sont
ubiquitaires, en effet, de nombreuses personnes immunocompétentes présenteraient un
portage occasionnel, transitoire, asymptomatique (non prouvé). [5]

Il existe environ 150 genres de microsporidies et plus de 1300 espéces mais seulement 8
genres sont retrouvés chez I'Homme, a savoir: Enterocytozoon, Encephalitozoon,
Pleistophora, Trachipleistophora, Vittaforma, Brachiola, Nosema, Microsporidium. Seuls 14
especes sont pathogenes chez I’'Homme, elles sont a I'origine de pathologies trés différentes
selon I'organe cible. [6]

La famille Enterocytozoonidae a été créée par Cali et Owen en 1990 pour l'espéce
Enterocytozoon bieneusi. Le genre Encephalitozoon lui a été créé par Levaditi en 1923. [2]
Dans cette thése, on ne s’intéressera qu’a 2 especes ayant un tropisme intestinal :
Enterocytozoon bieneusi et Encephalitozoon intestinalis. On décrira brievement
Encephalitozoon cuniculi, premiére espece découverte chez les mammiféres, car cette
espéce est utilisée en recherche, pour les études sur les microsporidies. [10]

1-1-2- Découverte

Les microsporidies intestinales, inconnues auparavant, ont été découvertes lors de
I'émergence de la pandémie de SIDA. En 1985, Enterocytozoon bieneusi fut isolé par
Desportes-Livage et al. pour la premiére fois chez un immunodéprimé puis, en 1991,
Orenstein et Cali ont décrit Septata intestinalis renommé Encephalitozoon intestinalis en
1995. [5, 7, 8]
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Encephalitozoon cuniculi a été découverte chez les lapins en 1922. [10]

1-2- Morphologie

La classification des genres et especes se base essentiellement sur les critéres
morphologiques :

- la taille des spores

- le nombre de tours de spires du filament polaire dans la spore

- I'existence ou non d’une membrane isolant le parasite lors de sa phase intracellulaire
- l'aspect disporoblastique (ne libérant que deux spores par cycle) ou
pansporoblastiques (libérant de multiples spores)

Le genre Enterocytozoon et I'espéce Encephalitozoon intestinalis font parties du genre
pansporoblastique. Encephalitozoon intestinalis se différencie par une vacuole parasitophore
septée qui est en nid d’abeilles contrairement a Enterocytozoon bieneusi qui se développe
directement au contact du cytoplasme de la cellule héte. [5, 10] De plus, la spore
d’Encephalitozoon intestinalis mesure 1,5 a 2 um sur 1 a 1,2 um avec cing a sept tours de
spire du filament polaire organisé en une seule rangée, plus grande que la spore
d’Enterocytozoon bieneusi, 1 a 1,6 um sur 0,8 a 1 um, avec cing a sept tours de spire du
filament polaire organisé en deux rangées. [1, 10]

Anchoring Disk
Lammellar Polaroplast
+—Exospore

(Polar Tube)

Posterior Vacuole

Figure 1 - Représentation schématique d'une spore (forme infestante) de microsporidie [6]

La paroi de la spore est composée de deux feuillets, I'endospore qui est en contact avec la
membrane plasmique et I'exospore mise en évidence par microscopie électronique a
transmission. [2, 4]

L’endospore a une épaisseur constante de 80 nm a I'exception de la région du capuchon

polaire ou vient s’ancrer le tube polaire, qui est plus fine d'environ une trentaine de

nanometres. Elle est riche en polysaccharides dont la chitine qui est le composé majoritaire,

apparaissant fluorescente au microscope a fluorescence (fluorescence blanche a verte selon
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le filtre utilisé), grace a des fluorochromes tels que Calcofluor white M2R, Uvitex 2B, utiles
au diagnostic. On retrouve également un réseau de fibrilles formant des ponts entre
I'exospore et la membrane plasmique. L’hypothéese est que ces microfibrilles sont des
filaments d’a-chitine interconnectés entre eux par I'intermédiaire de protéines pour former
un réseau cohérent qui permet le maintien de la forme de la cellule. [4]

L’exospore a une épaisseur variable de 10 a 200 nm et se compose principalement de
protéines. Son aspect est d’une grande variabilité selon le genre et I'espéce, ce qui fait de
I'aspect de I'exospore un critére important d’identification. Chez le genre Encephalitozoon,
I’exospore est formée de trois couches : la plus interne a une épaisseur de 15 nm environ,
composée d’un réseau filamenteux ; la deuxieme fait 2 a 3 nm d’épaisseur, constituée par
des fibrilles paralleles de 4 nm formant une monocouche réguliere d’aspect strié ; et la plus
externe est composée de blocs d’aspect floculeux, hérissés de spicules et espacés de
maniere réguliére. Chez Encephalitozoon intestinalis, deux protéines pariétales ont été
identifiées : la protéine SWP1 (Spore Wall Protein) de 50 KDa (Bohne et al., 2000) et la
protéine SWP2 de 150 KDa (Hayman et al., 2001). [4]

Les roles et fonctions de la paroi de la spore microsporidienne sont le maintien de la forme
cellulaire grace a la rigidité de la paroi, la résistance importante de la spore aux stresses
environnementaux (conservation du pouvoir infectieux durant plusieurs années a 4°C dans
I'eau ou congelée jusqu’a -80°C et survie a pH acide ou basique plusieurs heures),
I'adhésion/l'invasion de la cellule hote. Chez Encephalitozoon intestinalis, les
glycosaminoglycanes (gags) a la surface serviraient a I’ladhésion a la cellule hote. Au cours de
la réponse immunitaire a médiation humorale, les anticorps reconnaissent les constituants
les plus externes du champignon comme les protéines du tube polaire et de la paroi. [4]

La constitution cellulaire de la microsporidie est marquée par I'absence de mitochondrie et
d’appareil de Golgi mais ce dernier est remplacé par une "fonction golgi", observée par
I'activité de nucléoside diphosphatase et la glycosylation des protéines formant le tube
polaire des spores. Elle est également formée d’un réticulum endoplasmique, de ribosomes
libres, lysosomes, peroxysomes, kinétosomes, d’hydrogénosomes. [2]

Encephalitozoon cuniculi est disporoblastique, mesure 1,5 um sur 0,5 um et posséde une
membrane parasitophore et aussi 6 spires du filament polaire. [5]

1-3- Cycle

Les 2 espéces étudiées sont parasites intracellulaires obligatoires de I'entérocyte.
Phase d’infestation de I'entérocyte :

La spore est la forme infestante des microsporidies. L'originalité du développement de la
spore microsporidienne tient dans son dispositif d’expulsion du contenu infectieux dans
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I’entérocyte. En effet, un filament nommé filament polaire, roulé en spirale dans la spore, se
détend vers I'extérieur de la spore pour former un tube, reliant la spore a I'entérocyte. [1] Le
redressement du tube polaire est un mécanisme, dépendant du calcium, déclenché par
différents stimuli : variation du pH ou de I'osmolarité. Il est possible grace au désassemblage
de la kératine de I'exospore. Le sporoplasme ou stade infestant est expulsé dans le tube
polaire par 'augmentation de la pression osmotique interne qui provoque un afflux d’eau

dans la spore. [2]

Figure 2 - Décharge de la spore dans la cellule hote [1]

Cycle évolutif :

Il se déroule en 2 phases : la mérogonie, la phase proliférative durant laquelle se multiplient
les mérontes issus de la division du sporoplasme. Durant le stade méronte, a lieu la
gamétogonie c'est-a-dire la phase de reproduction sexuée ol se forment les gametes males
et femelle. Puis, la sporogonie, autrement dit les processus conduisant a la formation des
spores. La sécrétion d’une paroi signe le passage du méronte au sporonte. Dans le sporonte
se forme le filament polaire. Ensuite, les sporontes se divisent en sporoblastes puis en
spores. L’évolution en spore implique la sécrétion d’une paroi épaisse, tres résistante. [1]

Les 2 especes étudiées ont un cycle monocaryotique c'est-a-dire qu’elles se divisent par
divisions binaires successives a partir d’un seul noyau. [1]

00—

Figure 3 - Cycle monocaryotique [1]

Ce cycle comporte des variantes suivant I’espece en présence.
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Les variantes pour Encephalitozoon intestinalis :

Dés l'injection du sporoplasme dans I'entérocyte, il se forme une vacuole parasitophore qui
est perméable aux nutriments et aux ions (pour permettre le métabolisme et la nutrition de
la microsporidie), dans laquelle I'ensemble des stades de développement se déroulent. Dans
cette vacuole, se trouve 2 a 4 mérontes qui se transforment en sporontes puis en
sporoblastes par divisions binaires successives. La vacuole contient simultanément tous les
stades de développement. Les spores matures sont libérées dans la lumiere intestinale et le
chorion. Ce dernier sert de relais pour la dissémination dans I'organisme. [1, 2]

Figure 4 - Développement d'Encephalitozoon intestinalis dans I'épithélium intestinal [1]

Les variantes pour Enterocytozoon bieneusi :

Une fois le sporoplasme injecté dans la cellule, le méronte - contenant 4 noyaux — augmente
tres rapidement de volume, il évolue alors en plusieurs sporontes avec de nombreux noyaux,
qui se transforment eux méme en sporoblastes unicellulaires. Lors de ce stade, la maturation
en spores est réalisée lorsque I'exospore est sécrétée ainsi que I'endospore. [1, 2] Leur
dissémination se fait par desquamation de I’entérocyte, dans la lumiére intestinale. Une
partie des spores transmet |'infection aux cellules voisines et I'autre partie est éliminée dans
les selles. [1] Pour cette espéce, le caractere parasite est bien visible lors de I’association de
la membrane du méronte avec le réticulum endoplasmique et la mitochondrie de la cellule
hote en effet, cela reflete la dépendance de la microsporidie a sa cellule hote pour sa
nutrition et son métabolisme. [2]
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Figure 5 - Développement d'Enterocytozoon bieneusi dans I'épithélium intestinal [1]

1-4- Modes de transmission

La forme infestante est la spore qui se retrouve rappelons-le, dans la lumiére intestinale de
I’h6te infecté, donc dans ses selles. Le mode de contamination est oro-fécale, le plus
probablement indirectement via I'eau, soit de boisson soit par les aliments contaminés par
I’eau d'irrigation, soit I'eau des piscines ou autres espaces de loisir aquatique ("hydropinie").
(1, 6]

Les spores sont également retrouvées chez les animaux de compagnie et d’élevage : chien,
chat, porc, chévre, ane, bovins, lapins. [1]

Les Hommes et animaux immunocompétents porteurs asymptomatiques représentent des
réservoirs et sources potentielles de contamination pour le sujet immunodéprimé, soit
directement, soit indirectement par l'intermédiaire d'eau ou d'aliments contaminés. [1]

Pour Encephalitozoon intestinalis, une seule souche (identifiée par analyse de séquences
génomiques) contamine a la fois 'Homme et I'animal contrairement a Enterocytozoon
bieneusi chez qui on reconnait plusieurs souches. Ainsi, cette derniére espéce est retrouvée
chez les mammiferes sauvages tels que renard, loutre, ragondin, raton laveur et les oiseaux
comme le poulet d’élevage, le pigeon en zone urbaine. [1]

Les facteurs qui favorisent la transmission par lI'eau sont I"élimination de spores dans les
urines et les feces des animaux, ce qui contamine les sources d’eau potable, la forte
résistance des spores dans le milieu extérieur et la faible quantité de spores pouvant
provoquer une infection. [6] La durée estimée de survie de la spore dans I'environnement
est de 2 ans a 4 °C. La spore est détruite a une température supérieure ou égale a 60 °C et
aprés 24 heures a -20 °C. [11]

Encephalitozoon cuniculi se transmet par inhalation, contact direct et aérosol, et a pour
hote des rongeurs, des animaux domestiques (lapins, chiens) qui peuvent constituer des
réservoirs. [1, 5, 6] Trois génotypes ont été décrits dont deux d’entre eux sont communs a
I'Homme et a I'animal. [10]
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1-5- Signes cliniques de la microsporidiose humaine

En effet, le principal signe clinique est la diarrhée avec des selles aqueuses, non sanglantes a
raison de 3 a 10 selles par jour, sans fiévre. [5] Cette diarrhée s'accompagne de nausées, de
douleurs abdominales, associées a une perte de I'appétit qui conduit a une perte de poids
progressive. [1]

Chez 'immunocompétent, ces diarrhées sont spontanément résolutives. [1]

Chez I'immunodéprimé, notamment les patients atteints de SIDA ayant des lymphocytes T
CD4" inférieurs a 100/mm?>, les signes cliniques ressemblent beaucoup a ceux développés
lors de I'infection a Cryptosporidium aboutissant a des formes graves avec déshydratation et
cachexie. [1, 7]

En I'absence de réponse immunitaire adaptée, il peut y avoir une dissémination de
I'infection surtout avec le genre Encephalitozoon, rencontrée principalement chez les
patients infectés par le VIH et les transplantés qui présentent des manifestations plus
séveres. Parmi ces manifestations on peut noter une forte fievre, une atteinte gastro-
intestinale sévere, une insuffisance rénale, une kératoconjonctivite, une sinusite et des
atteintes neurologiques et respiratoires. [1, 6]

Les formes disséminées dépendent du tropisme de I'espéce. [6]

Enterocytozoon bieneusi qui est I'espece la plus fréquemment rencontrée, responsable de
90% des cas de microsporidiose intestinale, peut étre responsable d’infections des voies
biliaires (des cas de cholangite sclérosante et de cholécystite alithiasique ont été décrits),
des bronches, des sinus. [1, 5, 9]

Encephalitozoon intestinalis quand a elle, peut provoquer des rhino-sinusites, bronchites,
kératoconjonctivites, des atteintes neurologiques centrales, avec une prédominance pour les
infections de I'arbre urinaire et des réactions inflammatoires au niveau des organes mais
surtout des infections disséminées avec atteinte de multiples organes, probablement par
voie hématogéne médiée par les macrophages. [3, 5] La fievre est constante. [10]

Encephalitozoon cuniculi peut étre a l'origine d'encéphalites, hépatites, cholécystites,
néphrites, entérites, rhinites, sinusites, kératoconjonctivites et infections disséminées. [6]
Cette espeéce est tres polymorphe tant part l'intensité de la symptomatologie que par la
diversité des organes atteints. [10]

Il existe aussi une forme oculaire de la microsporidiose qui est la deuxiéme localisation la
plus commune apres la microsporidiose intestinale. Cette pathologie oculaire se traduit par
des kératoconjonctivites et des kératites profondes. [6]
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1-6- Physiopathologie

Les microsporidies intestinales colonisent I'intestin gréle ce qui provoque un effondrement
des villosités, une accumulation des graisses et une desquamation épithéliale importante.
L’atrophie villositaire fait place a une hyperplasie des cryptes et a pour conséquence la
réduction de la surface d’absorption (jusqu’a 40% en moins). Cela entraine une chute de
I'activité enzymatique, la malabsorption des graisses, des déficits en potassium, magnésium,
vitamine B12, D-xylose et une acidose métabolique. [1, 6]

Enterocytozoon bieneusi colonise la partie apicale de la villosité alors qu'Encephalitozoon
intestinalis infecte toute la hauteur de la villosité intestinale, les cryptes, les macrophages,
les fibroblastes, les cellules endothéliales du chorion, les neutrophiles, ce qui provoque
I'ulcération sévére de l'intestin gréle avec atrophie de la muqueuse, une inflammation aigué
puis chronique avec une infiltration de la muqueuse par des cellules inflammatoires. Ces
mécanismes sont responsables de la dissémination de l'infection par Encephalitozoon
intestinalis avec une réaction inflammatoire au niveau hépatique, pancréatique, pulmonaire,
rénal. [6]

Les signes cliniques graves et/ou chroniques n’apparaissent que lorsque les Lymphocytes T
CD4 sont inférieurs a 200 voire 100 par mm>. [16]

1-7- Réponse immunitaire vis-a-vis des microsporidies
1-7-1- Réle de I'immunité humorale

Les anticorps jouent un réle pour limiter I'infection chez I’héte, mais cela n’est pas suffisant
pour prévenir la mortalité ou la guérison de l'infection. [12]

Des anticorps monoclonaux dirigés contre I'exospore ou le filament polaire sont capables
d’inhiber l'infection de cellules non phagocytaires par les microsporidies du genre
Encephalitozoon. [14] En revanche, certaines études rapportent que les anticorps ne sont
protecteurs que quand de l'interféron-y est administré simultanément. D’autre part, une
protéine microsporidienne EcMsAP potentiellement impliquée dans I'adhérence de la spore
a la cellule héte a été récemment décrite. Le blocage des épitopes sur cette protéine par les
anticorps spécifiques pourrait faire partie de la stratégie de I’'h6te pour contréler I'infection
microsporidienne. Les anticorps neutralisent I'invasion et la croissance mais requiérent
I'action des macrophages directement activés par l'interféron-y (ou indirectement par
d’autres mécanismes dépendants de linterféron-y) pour une destruction du micro-
organisme. [13] Les anticorps et linterféron-y sont complémentaires contre l'infection
microsporidienne. Les anticorps liés aux antigénes de la spore microsporidienne peuvent
induire la destruction des microsporidies en favorisant la phagocytose (opsonisation) des
spores par les macrophages ou bien en induisant I'activation du complément susceptible
d’entrainer la lyse des stades parasitaires. Les anticorps ne permettent donc pas a eux seuls
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le contréle et I'éradication des infections microsporidiennes mais ils jouent un role dans la
limitation de la dissémination de I'infection.

Néanmoins, des mécanismes d'échappement sont élaborés par les microsporidies, par
exemple Encephalitozoon cuniculi peut infecter les macrophages et se multiplier a I'intérieur
de ces cellules phagocytaires, grace a I'absence de fusion entre la vacuole parasitophore et
les lysosomes.

1-7-2- RoOle de lI'immunité cellulaire

Elle est importante pour la survie de I’h6te infecté par Encephalitozoon cuniculi. [12]

.
NV T Tcell
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Figure 6 - Roles des cellules T CD8+ cytotoxiques dans la réponse immunitaire contre la microsporidiose [15]
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1-7-2-1- Role des macrophages

Figure 7 - Reconnaissance innée d'Encephalitozoon sp.par TLR2 sur les macrophages [15]

A la surface des macrophages humains, Encephalitozoon sp. est un ligand du Toll-like
Receptor 2 (TLR2) dont la liaison induit des réponses immunitaires mais lui permet
également d'y échapper. La reconnaissance innée d’Encephalitozoon sp. par TLR2 sur les
macrophages induit une réponse inflammatoire suffisante pour détruire les microsporidies
et donc, qui pourrait rendre les cellules T CD4+ non nécessaires a une réponse efficace.

La mort effective des spores de microsporidies phagocytées par les macrophages est due a la
production de métabolites toxiques de I'oxygene comme le monoxyde d’azote (NO). [13, 14]
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Cependant, les macrophages peuvent étre impliqués dans la dissémination de l'infection car
les spores survivent dans les phagosomes et échappent aux macrophages par germination et
occasionnellement par pénétration dans les cellules ou tissus adjacents. De plus, les
macrophages infectés produisent des chimiokines qui attirent les monocytes non
différenciés, ce qui permet le développement de I'infection. [15]

La phagocytose des spores est le mode de dissémination de l'infection le plus souvent
observé en effet, elle a été signalée dix fois plus souvent que I'injection du sporoplasme par
le tube polaire. [13]

1-7-2-2- Role des lymphocytes T CD4+ et CD8+

Les lymphocytes T CD8+ ont un réle crucial, en effet, des études montrent que les souris
déficientes pour le géne codant pour la molécule CD8 succombent a Encephalitozoon
cuniculi avec dissémination de l'infection dans le foie et la rate. En revanche, les souris
déficientes pour le géne codant pour CD4 ne meurent pas lors de linfection par
Encephalitozoon cuniculi méme en cas de forte charge parasitaire. Contrairement aux
cellules T CD8+, les cellules T CD4+ ne sont donc pas nécessaires pour la protection contre
I'infection. La réponse des cellules T CD8+ a l'infection par Encephalitozoon cuniculi peut-
étre développée indépendamment des cellules T CD4+. [12] L’absence de cellules T CD4+ ne
modifie ni I'ampleur de la réponse cytotoxique spécifique ni le type de cytokines sécrétées
par les cellules T CD8+ durant I'infection par Encephalitozoon cuniculi.

Parmi les infections parasitaires intracellulaires, I'infection par Encephalitozoon cuniculi offre
un exemple, de la fagon dont la réponse des cellules T CD8+ peut étre induite en I'absence
de cellules T CD4+. [12] Bien que classiquement, la réponse des cellules T CD8+ requiere la
coopération des cellules T CD4+, il a été montré que la réponse médiée par les cellules T
CD8+ lors de la réponse primaire contre les différents agents infectieux peut se développer
en l'absence de cellules T CD4+. Les souris déficientes pour le gene codant pour CD4,
infectées, ne souffrent pas de I'augmentation de la charge parasitaire, et il n’existe pas
d'anomalie de réponse des cellules T CD8+ car il n’y a pas de différence significative dans
I'amplitude de la réponse cellulaire spécifigue T CD8+ vis-a-vis du parasite. Méme si ces
cellules T CD4+ auxiliaires ne sont pas strictement nécessaires a I'activation des cellules T
CD8+, il est curieux que leur absence n’ait pas d’effet sur I'amplitude de cette réponse, car ils
sont la principale source de la cytokine IL-2 qui favorise la prolifération des cellules T. Il est
important de noter que toutes les études conduites chez |I'animal a ce jour n'ont exploré que
la réponse primaire. Beaucoup de récentes études immunologiques indiquent que les
réponses primaires des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques peuvent s’opérer
indépendamment des cellules T CD4+, mais |'aide des cellules T CD4+ est nécessaire pour
générer et entretenir une sous-population de cellules T CD8+ mémaoires fonctionnelle. Ainsi,
s’il y a en effet un déficit et/ou un dysfonctionnement des cellules T CD4+ spécifiques lors de
la premiére rencontre avec les microsporidies, il est possible que cela n’ait de répercussions
réelles que lors d'une infection secondaire. [15]
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1-7-2-3- Rodle de I'activité cytotoxique des lymphocytes T CD8+

Les cellules T CD8+ peuvent réduire la charge parasitaire en tuant les cellules cibles infectées
dans le tissu de I’'h6te. Le mécanisme de destruction majoritairement utilisé par les cellules T
CD8+ est la voie dépendante de la perforine qui permet la perforation de la paroi épaisse de
la spore microsporidienne. En effet, les souris déficientes pour le gene de la perforine,
comme celles n'exprimant pas celui codant le CD8, succombent a [linfection par
Encephalitozoon cuniculi. Cela montre I'importance de la réponse des cellules T cytotoxiques
chez I'animal infecté. L'infection par Encephalitozoon cuniculi induit une forte réponse des
cellules T CD8+, qui limite la croissance du parasite par la lyse dépendante de la perforine
des macrophages infectés. Les cellules T CD8+ sont des cellules effectives primaires
responsables du contrdle de la réplication du parasite. [12] L'effet protecteur des cellules T
CD8+ est du également a leur capacité a produire des cytokines.

Il a été montré que les cellules T CD8+ étaient indispensables pour la protection immunitaire
contre la microsporidiose, effectivement, les souris déficientes pour le géne codant le CD8
ne peuvent survivre a l'infection. Les cytokines sécrétées par les cellules T CD8+ peuvent
jouer un réle mais il est probable que leur cytotoxicité directe soit cruciale, comme en
témoigne la mort de la souris suite a l'infection en I'absence de géne codant pour la
perforine. Ce réle indispensable des cellules T CD8+ est logique car les microsporidies sont
des pathogenes intracellulaires, et la seule étape extracellulaire est la spore qui peut étre
difficile a éliminer du fait d'une part de son épaisse paroi et d'autre part en cas de
phagocytose de sa résistance aux enzymes lysosomales. [15]

1-7-2-4- Role des lymphocytes T y6+

Les lymphocytes T y&+ ont un role majeur dans l'initiation de la réponse par les cellules T
CD8+ durant l'infection. [15] En effet, I'induction de I'immunité des cellules T CD8+ par les
cellules T yb6+ peut-étre due a leur capacité de libérer de facon anticipée l'interféron-y
nécessaire a |'activation des cellules T CD8+ telle que rapportée dans d’autres modeles. Les
cellules T y6+ dont le nombre augmente au début de I'infection, représentent probablement
une source importante d’interféron-y. En effet, la présence de cellules T y6+ apparait
cruciale pour l'induction d'une réponse immunitaire optimale médiée par les cellules T CD8+.
L’activation des cellules T CD8+ est au moins partiellement régulée par les cellules T y&+.
Cette régulation peut-étre dépendante de la capacité des cellules T y6+ a produire des
cytokines comme l'interféron-y. [12]

Le réle de l'interféron-y dans l'induction et le maintien de la réponse immunitaire des
cellules T CD8+ a été clairement démontré. [12]
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La production de l'interleukine-12 et l'interféron-y par les cellules dendritiques jouent
également un réle dans 'amorgage des cellules T CD8+ dans ce type d’infection. [15]

1-7-2-5- Role des cytokines

Il existe une famille de cytokines nommés les chimiokines, qui possedent toutes en commun
un pouvoir attracteur sur les leucocytes (notamment les neutrophiles, monocytes,
lymphocytes) et présentent 20 a 95% d’homologie de séquence. Elles ont pour fonctions de
recruter des cellules immunitaires effectrices (macrophages, granulocytes et lymphocytes T)
au site de l'infection et d’induire et/ou d'influencer la différenciation des lymphocytes T en
cellules Thl ou Th2. L’effet des chimiokines sur la polarisation de la réponse immune vers un
profil Thl ou Th2 est d’'une importance capitale pour le contréle des infections par des
parasites intracellulaires. Ces dernieres sont associées a la réponse immunitaire de type Th1l.
Effectivement, les lymphocytes Thl sécretent surtout de l'interféron-y et du TNF-a, ces
cytokines sont impliquées dans I'immunité a médiation cellulaire qui permet I’élimination
des pathogenes intracellulaires. Contrairement aux lymphocytes Th2 qui produisent
essentiellement de l'interleukine-4, 5 et 10, cytokines qui sont associées au développement
d’'une immunité a médiation humorale caractérisée par la production d’anticorps. Les
chimiokines sont capables d’influencer la nature de la réponse immunitaire mise en place
suite a une infection en permettant le recrutement sélectif et préférentiel, soit des
lymphocytes Thl soit Th2. Cette propriété résulte de la différence d’expression des
récepteurs pour les chimiokines a la surface de ces deux sous-populations lymphocytaires.
[14]

Semblable a d’autres microorganismes intracellulaires, Encephalitozoon cuniculi peut
entrainer une forte augmentation de la production d’interleukine-12 par les macrophages ou
les cellules dendritiques de I’'héte. La libération d’interleukine-12 entraine le début de la
polarisation de la réponse immune vers le profil de cytokines Thl, ce qui a pour
conséquence des niveaux élevés d’interféron-y dans la circulation et les tissus.
L'augmentation de la production d’interféron-y provoque une régulation positive des
molécules de classe | dans les cellules infectées, ce qui conduit a la prolifération des cellules
T CD8+ spécifiques d'antigene. [12]

Les cytokines de type Thl comme l'interféron- y ont un réle majeur dans la résistance aux
microsporidies. [14] L'interféron-y est un puissant activateur des macrophages, ce qui cause
la mort effective des spores de microsporidies phagocytées, par la production de
métabolites toxiques de I'oxygene. Il aurait également la capacité a augmenter I'activité
cytotoxique des cellules tueuses naturelles (NK). Il joue un réle essentiel dans I'acquisition
de I'immunité protectrice contre les pathogénes intracellulaires opportunistes. [13]
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Figure 8 - La réponse immunitaire a Encephalitozoon cuniculi [12]
1-8- Facteurs de risque

- La microsporidiose n'a pas de caractéere saisonnier. [9]

Facteurs de risque non modifiables :

- L'age favorisent l'infection : les enfants et notamment les enfants malnutris...

- Les hommes seraient plus touchés que les femmes.

- Les patients a risque de développer une microsporidiose sévére sont ceux dont la réponse
immunitaire a médiation cellulaire est déficiente, essentiellement les patients infectés par le
VIH et les patients transplantés d’organe solide recevant un traitement immunosuppresseur
anti-rejet de greffe.

- ’homosexualité

Facteurs de risque modifiables :

- La malnutrition

- L'incidence de l'infection est augmentée chez les voyageurs en zone tropicale

- Les porteurs de lentilles de contact [1, 6]

- La fréquentation des piscines seraient associées a un risque accru de microsporidiose
intestinale [17]

1-9- Diagnostic

Les microsporidies ont été découvertes par microscopie électronique sur des coupes
ultrafines de biopsies de l'intestin gréle. [1] Les diagnostics différentiels cliniques sont pour
les parasites les infections par Cryptosporidium sp., Isospora belli, Sarcocystis hominis. [7]

Actuellement, I'isolement et la culture ne constituent pas un outil diagnostique. [3]
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Pour réaliser le diagnostic, on effectue un prélevement de selles qui doit étre renouvelé 2
fois sur trois jours au total, car les microsporidies sont éliminées dans les selles par
intermittence. [6]

1-9-1- Techniques de coloration : recherche de spores

On recherche les spores de microsporidies dans les liquides biologiques comme les selles, les
urines, le liquide d'écoulement nasal, le liquide de lavage bronchoalvéolaire, les biopsies
tissulaires.

1-9-1-1- Techniques utilisant des colorants non fluorescents

Les colorants utilisés sont le Giemsa (peu spécifique), le Quick Hot Gram Chromotrope (quia
une bonne spécificité vis-a-vis des microsporidies par coloration violette de la spore), le
trichrome modifié, selon Weber, qui est le colorant le plus spécifique et le plus utilisé pour
identifier les spores, au microscope optique, elles apparaissent ovoides et se colorent en
rose. [5, 6]

La préparation de I’échantillon pour la méthode du trichrome de Weber modifié :

On préléve un échantillon, de la taille d’'une noix de beurre, qui est mis en suspension dans 4
ml de Formol a 10 % puis, qui est filtré successivement a travers deux tamis, de 450 um et 50
um, et centrifugé a 3000 tours par minute (rpm) pendant 10 min. Deux étalements sur lame
de 10 pl du culot sont réalisés, séchés, fixés puis colorés au trichrome de Weber modifié. [5]
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Figure 9 - Spores de microsporidies dans un prélevement de selles traitées par le trichome de Weber modifié [6]
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On conseillera d’associer la méthode du trichrome modifié de Weber qui a une bonne
spécificité, a un fluorochrome qui a une excellente sensibilité afin d’avoir une meilleure
identification. [5]

La technique de Weber est longue et fastidieuse.

Une autre coloration peut étre également utilisée chez un patient immunodéprimé
présentant une diarrhée, le Trichrome Acid Fast qui a 'avantage de colorer simultanément
les microsporidies et les cryptosporidies (aussi responsables de diarrhées chroniques chez
I'immunodéficient). Cette technique est facile, peu colteuse et rapide. [5]

1-9-1-2- Techniques utilisant des fluorochromes

Le prélevement est fixé au méthanol et marqué par un fluorochrome tel que le Calcofluor®,
['Uvitex 2B ou |'Uvibio® qui sont tous des marqueurs fluorescents de la chitine, composant
de la paroi des spores de microsporidies et du genre Candida, ce qui offre une spécificité
décevante. [1, 5] On observe I’échantillon grace a un microscope photonique a fluorescence
(longueurs d’onde de 350 nm a 440 nm). Les spores apparaissent ainsi blanches ou

turquoises. [6]

Figure 10 - Spores de microsporidies a I'Uvitex 2B grossissement 100 [6]

1-9-2- Identification de 'espéce

Pour déterminer I'espéce, 3 méthodes sont utilisables : la PCR, I'immunofluorescence directe
utilisant des anticorps monoclonaux spécifiques, la microscopie électronique. [1]
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1-9-2-1- Amplification génique par PCR (Polymerase Chain Reaction)

Cette méthode est trés sensible. [1] Elle consiste a utiliser une paire d’amorces
complémentaires d’une séquence conservée d'ADN codant pour la petite sous-unité de
I'ARN ribosomal, qui permet I'amplification des quatre genres majeurs de microsporidies. Il
existe 3 types de PCR : PCR conventionnelle, PCR quantitative, PCR multiplexe.

1-9-2-1-1- PCR conventionnelle

On amplifie les génes codant pour la petite sous-unité ribosomal mais aussi la grande sous-
unité ou l'espace de transcription interne. Cette technique est sensible, spécifique et
reproductible. C’'est une alternative intéressante au microscope électronique. Elle a un role
important dans la décision thérapeutique. Le seuil de détection est de 100 spores par
gramme de matieres fécales (pour comparaison, le microscope optique a un seuil de 10 000
a 1000 000 spores par gramme). Il y a tout de méme quelques inconvénients pour cette
méthode : elle est longue, couteuse, il faut un laboratoire spécialisé et un risque de
contamination de I'échantillon n’est pas a négliger, donc un risque de faux-positifs. [6]

Cette technique oriente I'identification des especes grace a la taille des amplicons, ce qui
constitue son avantage majeur. [18]

Enterocytozoon bieneusi étant I'espéce la plus fréquemment rencontrée dans les cas de
microsporidiose intestinale, des techniques de PCR conventionnelle spécifiques
d'Enterocytozoon bieneusi ont été développées a partir de travaux initialement publiés en
1993 par Zhu et al. et qui sont depuis utilisées par différentes équipes. L’extraction
s’effectue toujours par le kit QI Amp DNA® mais, lors de I'amplification, on utilise un couple
d’amorces spécifiques d'Enterocytozoon bieneusi : Eb.gc et Eb.gt qui s’hybrident sur la région
ITS de la petite sous-unité ribosomale de celle-ci. Ces amorces amplifient un fragment d’ADN
de 210 pb révélé sur le gel d’agarose par les mémes techniques vues précédemment. [19]

On peut effectuer une restriction enzymatique par la suite, grace a une endonucléase qui
permet de différencier Enterocytozoon bieneusi d'Encephalitozoon intestinalis. En effet, on
obtient des fragments de tailles différentes en fonction de I'espéce. [3]

1-9-2-1-2- PCR quantitative

Comme son nom l'indique elle permet, en plus d’identifier 'espéce, de quantifier la charge

parasitaire. Cette technique est spécifique et trés sensible puisque le seuil de détection est

de 40 spores par millilitre de suspension de selles. Elle a un double avantage : le suivi de
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I’éradication des microsporidies au cours du traitement (la cinétique) et I"évaluation de
I’efficacité du traitement, elle permet également de différencier le portage asymptomatique
de l'infection lorsque les résultats sont positifs. De plus, le temps de réaction est réduit par
rapport a la PCR conventionnelle ainsi que le risque de contamination de I’échantillon, donc
de faux-positifs. [6]

1-9-2-1-3- PCR multiplexe

Avec cette méthode, a I'aide de deux couples de sondes spécifiques, on peut reconnaitre
simultanément Enterocytozoon bieneusi et Encephalitozoon sp. [6] Les amorces spécifiques
sont V1/EB450 pour Enterocytozoon bieneusi et V1/1S500 pour Encephalitozoon intestinalis.
[18]

1-9-2-2- Technique d'immunofluorescence directe utilisant des
anticorps monoclonaux

Cette technique permet d’identifier spécifiguement les espéces de microsporidies
intestinales. Elle fait appel a des anticorps monoclonaux spécifiques, couplés a un
fluorochrome (isothyocyanate de fluorescéine, FITC), reconnaissant des antigénes de la
paroi. [1] Les avantages de cette technique sont nombreux, elle est simple, rapide, sensible
et trés spécifique (100%). Elle est une alternative a la PCR pour le diagnostic des

microsporidies intestinales. [6]

Figure 11 - Spores d'Encephalitozoon intestinalis groupées dans vacuoles parasitophores marquées par un anticorps
monoclonal (Immunofluorescence directe) [1]
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1-9-2-3- Microscopie électronique

Elle peut s’utiliser sur différents prélevements comme des biopsies de tissus ou d’organes,
des fluides biologiques : urines, lavage broncho-alvéolaire, aspiration duodénale, selles. Les
caractéristiques structurales de la spore permettent d’identifier le genre et I'espece. Les
caracteres discriminants sont principalement la structure et I'organisation du filament
polaire, les modalités de division cytoplasmique et nucléaire, les différentes phases du cycle
et la nature de l'interface hote-microsporidie. [6]

Pour les préléevements de liquides biologiques et de selles, la différenciation entre les
espéces est difficile car beaucoup de stades sont absents ; il reste principalement le stade
spore. En revanche, pour les biopsies d’organes ou de tissus, la microscopie électronique est
une méthode spécifique car les différents stades de développement sont présents. [6]

Cependant, les résultats ne peuvent pas étre obtenus rapidement et ils sont difficiles a
interpréter, cette technigue n’est donc pas utilisée en routine. [6]

Pour finir sur le diagnostic, un petit aparté sur la sérologie, peu praticable pour le diagnostic
spécifique car il y a une réactivité croisée entre les especes du genre Encephalitozoon, une
altération de la réponse humorale chez I'immunodéprimé et la présence d’anticorps chez les
sujets asymptomatiques. [1]

1-10- Traitements

Il existe plusieurs traitements dont I'efficacité dépend de I'espéce en cause. Les critéres
d’efficacité sont la régression des signes cliniques et la négativation des prélevements. [6]
Les molécules actives auraient seulement une activité microsporidiostatique. [3]

1-10-1-Albendazole

Il fait partie de la famille des benzimidazolés (anti-helminthes), son nom commercial francais
est le Zentel® (ou Eskazole®, a I'hopital), sa cible est la sous-unité B de la tubuline. [6] Il
inhibe la division des microsporidies par blocage de la synthése de la tubuline. Il est utilisé
hors AMM pour la microsporidiose intestinale en effet, les indications de 'AMM sont
I'oxyurose, I'ascaridiose, I'ankylostomose, la trichocéphalose, I'anguillulose, la téniase, la
giardiose de l'enfant et la trichinellose. [20] Cest le traitement de choix pour les
microsporidioses intestinales, oculaires et disséminées a Encephalitozoon spp. mais il est
inefficace sur Enterocytozoon bieneusi (parasitostatique par inhibition incomplete de la
réplication). Il est métabolisé par le foie en un métabolite plus actif et moins toxique : le
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sulfoxide. [6] Pour le genre Encephalitozoon, les dérivés sulfoxide et sulfone de I'albendazole
seraient d’une plus grande efficacité mais ils ne sont pas disponibles en pratique. [3] La
posologie est de 400 mg deux fois par jour pour un adulte et de 7,5 mg par kilogramme deux
fois par jour pour un enfant, par voie orale lors d’un repas riche en graisses (mieux absorbé)
sans purge ou je(ine préalable pendant deux a quatre semaines. [20] La forme comprimé ne
doit pas étre administrée en cas de galactosémie congénitale, syndrome de malabsorption
du glucose et du galactose et/ou un déficit en lactase. [20] Les effets indésirables sont les
troubles digestifs de type diarrhée, douleurs abdominales, une faible augmentation des
transaminases, protéinurie, manifestations neurologiques, exceptionnellement alopécie,
céphalées, malaise avec vertiges, rash cutanée, fiévre, prurit et trés exceptionnels:
neutropénie, pancytopénie, pour la forme comprimé, des réactions allergiques peuvent
survenir a cause de la présence de jaune orangé S. [20] Ce médicament nécessite la
surveillance de la numération formule sanguine et des fonctions hépatiques en début de
traitement a cause de la possibilité de survenue de la leucopénie, de la pancytopénie ou de
'augmentation des transaminases. |l est contre-indiqué en cas d’hypersensibilité a
I'albendazole et déconseillé en cas de grossesse ou d’allaitement. [20] L’association a la
cimétidine, a la dexaméthasone et au praziquantel augmente le taux plasmatique de
I"'albendazole. [6]

1-10-2-Fumagilline

Cet antibiotique, extrait d’Aspergillus fumigatus, a des effets inhibiteurs in vitro sur un
certain nombre d’espéces de microsporidies. [20] Il existe sous plusieurs noms
commerciaux : Fumidil®, Fumadil®, Fugillin®, Fumagillin® et Flisint®, ce dernier étant
disponible en France. [6] Sa cible d’action est une métalloprotéase cellulaire, la méthionine
aminopeptidase-2 (MetAP2). Il inhibe la réplication de la microsporidie par blocage
réversible du site d’action de la méthionine aminopeptidase-2 ainsi que la synthese d’ARN.
[6] Il est connu pour étre utilisé par les apiculteurs contre la nosématose chez I'abeille. [1] Il
est utilisé pour traiter les diarrhées sévéeres dues a Enterocytozoon bieneusi chez les patients
adultes, infectés par le VIH, sévérement immunodéprimés apres échec d’une restauration
immunitaire par traitement antirétroviral. La fumagilline a montré son efficacité dans le
traitement des infections a E. bieneusi chez les patients atteints de SIDA, mais elle n'a pas
encore été approuvée par la FDA (Food and Drug Administration) aux Etats-Unis. La
posologie est de trois gélules de vingt milligrammes trois fois par jour pendant quatorze
jours en dehors des repas. [1, 20] L'efficacité a été établie par les résultats d’'une étude en
double aveugle versus placebo (EFC4918/ANRS090) incluant douze patients de sexe
masculin immunodéprimés, dont dix infectés par le VIH et deux transplantés d’organe solide.
Les effets indésirables tres fréquents sont la thrombocytopénie, granulocytopénie, douleurs
abdominales, augmentation des taux sanguins des transaminases et des lipases, fiévre,
insomnie, toux, prurit. Une anémie, de la diarrhée, des nausées, des vomissements, de
I’asthénie, une dyspnée (pneumonie) et un rash cutanés sont des effets indésirables
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fréqguemment décrits. [20] Ces effets nécessitent une surveillance particuliere durant le
traitement avec une numération formule sanguine réguliere. [1] La fumagilline a également
été utilisée in vitro sur le genre Encephalitozoon et Vittaforma corneae. Elle est contre-
indiquée en cas d’hypersensibilité a la fumagilline, de plaquettes inférieures a 150000/mm?
avant l'initiation du traitement, d’anomalie biologique sévere (hémoglobine inférieure a 8
g/dL, polynucléaires neutrophiles inférieurs & 1000/mm?, créatininémie supérieure 175
umol/L, transaminases supérieures a trois fois la normale, bilirubine supérieure a deux fois la
normale, lipasémie supérieure a deux fois la normale), allaitement. [6] Elle est déconseillée
pendant la grossesse et chez la femme en age de procréer n’utilisant pas de mesures de
contraception. Il n’y a pas d’interaction médicamenteuse connue. En cas de surdosage, il n’y
a pas d’antidote. Ce médicament est réservé a l'usage hospitalier et nécessite une
surveillance particuliére pendant le traitement. En effet, un bilan hématologique est effectué
préalablement avant le traitement, puis de facon bihebdomadaire durant le traitement et
jusqu’a quatre semaines apres l'interruption du traitement car la fumagilline a une toxicité
sur la moelle osseuse dose-dépendante. Le traitement doit étre interrompu si les plaquettes
chutent sous 75000/mm?. Il doit étre conservé a I'abri de la lumiére, au congélateur a -20 °C
avant I'ouverture et, apres ouverture, au réfrigérateur entre 2 °C et 8 °C durant quatorze
jours maximum. [20]

Ces deux premieres molécules sont les plus efficaces pour traiter respectivement,
Encephalitozoon intestinalis et Enterocytozoon bieneusi. [6]

1-10-3-Nitazoxanide

Le nitazoxanide a pour nom de spécialité Alinia®. Il bénéficie d’une autorisation temporaire
d’utilisation (ATU) nominative en France. Deux formes pharmaceutiques existent: la
suspension buvable contenant 100 mg de principe actif par 5 ml et le comprimé dosé a 500
mg. L’Alinia® agit en inhibant I’enzyme pyruvate ferredoxine oxydoréductase (PFOR) de
Giardia mais le mécanisme d’action est inconnu pour la cryptosporidiose et la
microsporidiose. Les indications sont les diarrhées causées par Giardia lamblia ou
Cryptosporidium sp. chez le patient immunocompétent agé de plus de 12 mois. [21]
Effectivement, il est le seul médicament approuvé (FDA) pour le traitement de la
cryptosporidiose de 'immunocompétent. [22] Le nitazoxanide a également une activité sur
les protozoaires comme Cryptosporidium parvum, Giardia lamblia (notamment Giardia
résistant au métronidazole), Entamoeba histolytica, Blastocystis hominis, Cyclospora
cayetanensis, Balantidium coli, Isospora belli, Trichomonas vaginalis (notamment
Trichomonas résistant au métronidazole), Besnoitia besnoiti; les helminthes : Enterobius
vermicularis, Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Ancylostoma duodenale, Necator
americanus, Taenia saginata, Taenia solium, Hymenolepis nana, Fasciola hepatica, Fasciola
gigantica, Echinococcus granulosus, Echinococcus multilocularis ; les bactéries notamment
Clostridium sp., Bacteroides sp. et des bactéries microaérophyliques telles que

Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori. [22] 1l a été utilisé pour traiter un cas
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d’Enterocytozoon bieneusi, a la posologie d'un gramme deux fois par jour pendant soixante
jours et serait efficace in vitro sur Encephalitozoon intestinalis. [1, 6] L’hypersensibilité au
nitazoxanide ou a un excipient de la formulation contre-indique I'utilisation de I’Alinia®. La
posologie est fonction de I'age en effet, de 1 a 3 ans on administre 5 ml de suspension
buvable a savoir 100 mg de principe actif toutes les 12 heures ; de 4 a 11 ans 10 ml c’est-a-
dire 200 mg toutes les 12 heures et a partir de 12 ans 500 mg soit un comprimé ou 25 ml de
suspension buvable toutes les 12 heures. La prise du médicament doit s’effectuer pendant
un repas car son absorption est meilleure. [22] Le nitazoxanide, un 5-nitrothiazolyl
salicylamide, est le premier thiazolide synthétisé. Il est rapidement désacétylé en tizoxanide
son principal métabolite actif, qui se lie aux protéines plasmatiques a plus de 99,9 % et est
éliminé dans les urines et dans la bile aprés glycuro-conjugaison dans le foie (sous sa forme
appelée glycuronate de tizoxanide) et les selles. L'administration doit étre effectuée avec
précaution en cas de pathologie biliaire, hépatique ou rénale et chez le diabétique (pour la
suspension buvable qui contient 1,48 g de sucre par 5 ml). Les effets indésirables liés a la
forme comprimé sont les douleurs abdominales (6,6 %), la diarrhée (4,2 %), la migraine (3,1
%), les nausées (3 %). D'autres effets indésirables peuvent survenir chez moins de 1 % des
patients (asthénie, fievre, des réactions allergiques, douleurs pelviennes, syndrome grippal,
frissons, somnolence, insomnie, hyperesthésie, vertiges, vomissements, dyspepsie, anorexie,
flatulences, constipation, décoloration des urines, dysurie, aménorrhée, métrorragies,
douleurs rénales, anémie, leucocytose, épistaxis...). Les effets secondaires les plus fréquents
liés a la forme suspension buvable sont les douleurs abdominales (7,8 %), de la diarrhée (2,1
%), des vomissements (1,1 %), des migraines (1,1 %) et les effets indésirables survenant chez
moins de 1 % des malades sont : nausées, anorexie, flatulence, augmentation de I'appétit,
fievre, infection, malaise, augmentation de la créatinine, prurit, sueur, coloration jaune des
conjonctives, rhinite, décoloration des urines, vertiges. [21]

C’est un antiparasitaire a large spectre qui a également une activité anti-virale (VHB, VHC,
rotavirus). [22]

1-10-4-Autres molécules

Dérivés benzimidazolés :

Des dérivés sont actifs contre Encephalitozoon intestinalis in vitro mais le mébendazole est
faiblement absorbé par voie orale et le nocodazole et le parbendazole ont des effets
toxiques qui limitent leur utilisation. Le thiabendazole est bien absorbé mais faiblement
actif. Par contre, le fenbendazole est rapidement absorbé par voie orale et métabolisé en
oxfenbadazole trés actif contre Encephalitozoon intestinalis et non toxique in vitro. [6]

TNP-470:

C’est un analogue semi-synthétique de la fumagilline, I’O-(chloracetyl-carbamoyl) fumagillol.
Il est appelé également AGM-1470, Fumagil®. C'est un inhibiteur angiogénique ayant le
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méme mécanisme d'action que la fumagilline, a savoir l'inhibition de la méthionine
aminopeptidase-2. Le TNP-470 est efficace comme la fumagilline sur Encephalitozoon
intestinalis et Vittaforma corneae en culture cellulaire, et moins toxique que la fumagilline. Il
semble étre prometteur dans le traitement de la microsporidiose. Aucun test n’a été publié
avec ce dérivé sur la microsporidiose humaine pour le moment. [6]

Ovacilline :

C'est un antibiotique synthétisé par Pseudorotium ovalis, qui inhibe la méthionine
aminopeptidase-2 et peut inhiber la réplication d’Encephalitozoon intestinalis et Vittaforma
corneae in vitro et prolonger la survie de la souris infectée par Vittaforma corneae. [6, 23]

Fluoro-quinolones :

Ces antibiotiques ont pour mécanisme d’action contre la microsporidiose I'inhibition de la
topoisomérase IV, une enzyme impliquée dans la division cellulaire. Didier et al. a testé
I'activité de 15 fluoroquinolones in vitro contre Encephalitozoon intestinalis et Vittaforma
corneae et chez les souris athymiques contre Vittaforma corneae. Les résultats in vitro
montrent que seulement six composés peuvent inhiber la réplication des microsporidies.
Chez les souris athymiques, aucune fluoroquinolone testée n’a montré d’efficacité pour
détruire Vittaforma corneae. Cependant, quatre composés prolongent la survie des souris et
sont susceptible d’étre efficace en combinaison avec d’autres médicaments comme la
fumagilline, qui, dans ce cas, peut-étre administrée a doses non toxiques. [6]

Anti-mitotiques :

Deux composés: La pancratistatine et la 7-déoxynarciclasine inhibent la division cellulaire et
ont été testées in vitro contre Encephalitozoon intestinalis pour déterminer leurs effets
thérapeutiques dans la microsporidiose. Les résultats sont prometteurs. Mais, la cible de ces
composés reste a étre identifier. lls agissent par inhibition du développement de la division
cellulaire des microsporidies. [6]

Analogues des polyamines :

lls sont composés d’ammoniums quaternaires, efficaces in vivo et in vitro sur Enterocytozoon
cuniculi mais, bien que prometteurs, n’ont pas été testés sur 'Homme pour Enterocytozoon
bieneusi et Encephalitozoon intestinalis. [6]

Interféron vy :

L'interféron-y est une cytokine produite par les lymphocytes T (LT) CD4+ dont I'effet
protecteur est en partie médiée par la synthése de cette cytokine. L’interféron-y active les
macrophages et potentialise les effets cytotoxiques des cellules NK. Une récente étude sur
I'efficacité de l'interféron-y chez les souris infectées par Encephalitozoon cuniculi montre
que cette drogue peut-étre utilisée pour le traitement de la microsporidiose, notamment,
chez les patients avec des taux de LT CD4+ tres faible. Cependant, il ne peut pas étre utilisé
chez les patients sous traitements immunosuppresseurs comme les greffés rénaux. [6]
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Bien que l'on ait vu dans des modéles murins que les lymphocytes T CD4+ (LT CD4+)
n'étaient pas indispensables a la guérison, chez I'Homme, I'évolution favorable de Ia
microsporidiose est dépendante du nombre de LT CD4+ fonctionnels par conséquent, le
meilleur traitement est, en cas de déficit portant sur les LT CD4+, de restaurer I'immunité
cellulaire du patient. [9]

1-11- Prophylaxie

Les sources et modes de transmission a ’lHomme ne sont pas encore clairement établis ce
gui compromet la mise en place de mesures de prophylaxie potentiellement efficaces.

Prophylaxie individuelle :

La contamination oro-fécale est la plus probable dans la majorité des cas. Donc, pour
I'instant les mesures prophylactiques consisteraient en un lavage régulier des mains, a laver
les fruits et les légumes, boire de I'eau en bouteille. Il faut bien cuire la viande et les
poissons, limiter le contact avec les animaux susceptibles de transmettre la maladie. [6]

Pour l'instant, aucune chimio-prophylaxie n’est envisagée. Cependant, le maintien d’un taux
de lymphocytes CD4+ correcte avec les trithérapies chez les patients VIH est indispensable.

[6]

Prophylaxie de la population :

Le traitement de I'eau du robinet avec I'ozone ou les ions chlorures afin de réduire la
viabilité et le pouvoir infectant du genre Encephalitozoon. D’autres méthodes de
désinfection de I'eau (ammonium quaternaire, éthanol 70%, dérivés du phénol, peroxyde
d’hydrogéne, hydroxyde de sodium) ont été mises au point et sont |étales in vitro pour
Encephalitozoon cuniculi mais l'infectivité des microsporidies aprés traitement n'a pas été
testée chez 'Homme. [6]

De plus amples recherches sont nécessaires pour clarifier I'épidémiologie de la
microsporidiose et pour instituer des mesures préventives non seulement pour la population
en générale mais aussi pour les sujets a risque. [6]

42



2- Analyse rétrospective des cas de microsporidiose intestinale diagnostiqués au
laboratoire de parasitologie-mycologie du CHU de Rouen de 1994 a 2013

2-1- Sélection des patients

L’analyse des selles se fait systématiquement pour les patients suivants :

- patients pris en charge par le service des Maladies Infectieuses et Tropicales
(consultants ou hospitalisés, infectés ou non par le VIH)

- patients traités par des thérapeutiques immunosuppressives (services d’Oncologie,
d’Hématologie adulte, d’Onco-Hématologie pédiatrique, de Néphrologie pour les
patients transplantés rénaux)

- sur demande explicite d’autres services (rare)

De septembre 1994 a mai 2006, des microsporidies ont été trouvées dans 140 selles, sur
5600 selles examinées pour cette recherche soit 2,5 % des selles examinées, pour 26
patients différents.

On notera:
- 18/26 patients infectés par le VIH (stade SIDA)
- 1/26 immunodéprimé thérapeutique

- 7/26 immunocompétents

De mai 2006 a mai 2013, 31 selles ont été trouvées positives pour 5144 recherches soit 0,6 %
des selles examinées, pour 10 patients différents. lls étaient tous infectés par
Enterocytozoon bieneusi.

On notera:
- 1/10 patients infectés par le VIH (stade SIDA): (32 LT CD4+)

- 7/10 immunodéprimés thérapeutiques (1 transplanté hépatique, 1 transplanté de
moelle, 5 transplantés rénaux)

- 2/10 « voyageurs » (dont 1 enfant adopté de République Centrafricaine)

Donc, de septembre 1994 a mai 2013, il y a eu 5 cas de microsporidiose intestinale détectés
au laboratoire de Parasitologie du CHU de Rouen chez des patients transplantés rénaux. Ces
5 cas seront développés dans la partie présentation des cas.
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Figure 12 - Nombre de cas de microsporidioses diagnostiquées au laboratoire de Parasitologie du CHU de Rouen de
novembre 1994 a mai 2013

Une inversion de la tendance a été trés nettement observée entre les périodes 1994-2006 et
2006-2013. En effet, durant la période 1994-2006, les cas de microsporidiose intestinale
étaient majoritairement rencontrés chez les patients infectés par le VIH et en stade V de
SIDA (18 sur 26 patients); pour seulement un cas chez un patient immunodéprimé
thérapeutique. A partir de 2006 jusqu’en mai 2013, la majorité des cas ont été diagnostiqués
chez des patients greffés et donc immunodéprimés thérapeutiques (7 patients sur 10) ; pour
un cas chez un patient infecté par le VIH. Cette inversion est probablement due a I'évolution
des traitements antirétroviraux dirigés contre le VIH qui ont permis une restauration
importante de I'immunité et donc un nombre de lymphocytes CD4 suffisant pour éviter les
infections a microsporidies. En revanche, le nombre de greffés a augmenté ces derniéres
années et par conséquent, le nombre de patients sous immunosuppresseurs ce qui explique
I"augmentation du nombre de cas de microsporidiose intestinale dans cette population de
patients.

2-2- Méthodes de diagnostic utilisées au CHU de Rouen

2-2-1- Prélevements

Deux types de prélevements sont réalisables :
- selles fraiches ou conservées dans I'’eau formolée a 10 %

- biopsie duodénale ou du gréle (exceptionnel)
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L’examen direct entre lame et lamelle:
- absence de leucocytes et d’hématies

- les microsporidies ne sont pas identifiables, leur taille est de I'ordre du micron,
contrairement aux coccidies (Cryptosporidium, Cyclospora, Isospora) dont la taille
varie de 5a 30 um.

2-2-2- Examen microscopique apreés coloration

2-2-2-1- Pour les biopsies

Pour les biopsies, le laboratoire de Parasitologie du CHU de Rouen utilise :

- May-Grinwald Giemsa (MGG)
- Fluorochromes: CalcoFluor’ ou Uvibio® (LDBIO Diagnostics)

Figure 13 - Microsporidies mise en évidence par I'Uvitex

2-2-2-2- Pour les selles

Pour les selles, le laboratoire utilise :

- Trichrome modifié de Weber, qui est une technique longue, 2 a 4 heures environ et
pour laquelle, la lecture des lames s’effectue en lumiere blanche.
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Figure 14 - Microsporidies traitées par le trichrome de Weber modifié

- Fluorochromes: technique dite de Van Gool
Technique rapide (15 mn), la lecture nécessite une lumiére violette (longueur

d'onde d'excitation entre 355 et 425 nm).
Lecture assez difficile car le fluorochrome met en évidence la chitine (les

éléments fongiques, la cellulose et certaines bactéries sont marquées).
Technique plus sensible que le trichrome de Weber modifié.

Le mode opératoire de recherche des microsporidies par la technique de Van Gool

est développé en annexe.

®,

** Lecture:

Les microsporidies apparaissent comme des éléments arrondis ou ovoides souvent
irréguliéeres de 1 a 2 um présentant une fluorescence verte sur fond noir a rouge. La
fluorescence est surtout marquée a la périphérie et souvent sur un axe longitudinal

traversant les microsporidies.

Figure 15 - Microsporidies au grossissement x 400 par la technique de Van Gool (D. Leméteil)
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Figure 16 - Microsporidies au grossissement x 1000 par la technique de Van Gool (D. Leméteil)

NB: En cas de positivité sur 2 puits contigus, les 2 selles seront controlées dans une nouvelle série sur
2 puits séparés par un puits vide.

Tout dépistage positif en technique de Van Gool est controlé par la technique d'immunofluorescence
a partir du flacon de selle primaire.

/

+»+» Diagnostic différentiel

- Lesclostridies :
Elles sont plus grosses que les microsporidies (2 a 3 fois), souvent en navette et en chainettes
- Les bactéries:

La fluorescence est homogene dans toute la bactérie, les formes sont plus réguliéres et la taille plus
petite.

- Des éléments d'origine végétale:

La fluorescence est souvent beaucoup plus forte qu'avec les microsporidies, les éléments sont
énéralement ovoides et parfois contenus dans des "sacs" ou dans un fin réticulum fluorescent.
I t des et parf t dans des " "oud f ticulum fl t

®

+» Expression des résultats:

Résultat négatif:

Recherche de microsporidies par la technique de Van Gool: Négative
Résultat positif:

Recherche de microsporidies par la technique de Van Gool:

En fonction du nombre de parasites observés:

< 10 pour 50 champs: trés rares

10 a 50 pour 50 champs: rares

1 a5 par champ: quelques
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6 a 10 par champ:

> 10 par champ:

nombreuses

nombreuses

2-3- Présentation des patients transplantés rénaux infectés par des microsporidies

cas 1 cas 2 cas 3 cas 4 cas5
Greffé depuis 12 ans 12 ans 10 ans 9 ans lan
Antécédents de diarrhées non non non Non non
Lymphopénie oui (155 CD4/mm3) non Non renseigné Non renseigné oui

Prograf® oui (2 mg par jour) oui (2 mg par jour) oui (1 mg par jour) oui (6 mg par jour) oui (3 mg par jour)
Cellcept® oui (1 g parjour) oui (1 g par jour) oui (1,5 g par jour) oui (1 g par jour) oui (500 mg par jour)
Corticoides non non oui (10 mg par jour) Non oui (7,5 mg par jour)
Fiévre non non non Non non

Vomissements non non oui Non oui

Diarrhées oui oui oui Oui oui

Nombre de selles par jour 2 536 10 2 Non renseigné

Espéce en cause

Enterocytozoon bieneusi

Enterocytozoon bieneusi

Enterocytozoon bieneusi

Enterocytozoon bieneusi

Enterocytozoon bieneusi

Délai entre troubles et le diagnostic | 3 mois 3 mois 9 mois 1 mois 15 jours
Traitement utilisé fumagilline fumagilline nitazoxanide fumagilline fumagilline
Dosage 20 mg 20 mg lg 20 mg 20 mg
Posologie 3 fois par jour 3 fois par jour 2 fois par jour 2 fois par jour 2 fois par jour
Durée de traitement 14 jours 11 jours 29 jours 14 jours 7 a 14 jours
Effets indésirables traitement Thrombopénie Thrombopénie non Non Thrombopénie

ALAT 2,5 fois la normale

Délai d’apparition effets

indésirables avec le nitazoxanide 12 jours 11 jours Non concerné Non concerné 7 jours
Changement de traitement oui (par nitazoxanide) non non nitazoxanide non

Délai de guérison 3 jours 15 jours 5-10 jours 2 jours Non renseigné

Figure 17 - Tableau regroupant les 5 cas diagnostiqués au service de néphrologie de Rouen de 1994 a 2013

Les points communs chez ces 5 patients sont :

- Absence d’antécédents de diarrhée

- Traitement par Prograf® et Cellcept®

- Absence de fievre

- Diarrhée

- Microsporidie en cause : Enterocytozoon bieneusi

Pour 4 cas sur 5, la greffe datait d’environ une dizaine d’années et le délai entre I'apparition

des troubles et le diagnostic était de quelques mois.
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Pour les 4 patients traités par la fumagilline, 3 ont subi un effet indésirable majeur : une
thrombopénie pour laquelle 2 patients ont d{ interrompre leur traitement par fumagilline,
remplacé par le nitazoxanide. Cet effet indésirable survient a partir de la deuxiéme partie du

traitement.

Le délai entre l'instauration du traitement et I'amélioration des symptomes est variable

suivant les patients.

Cette étude nous confirme qu’Enterocytozoon bieneusi est I'espéce de microsporidie la plus
fréguemment retrouvée chez ’'Homme.

2-4- Discussion

2-4-1- Limites de I'étude

Une des limites certaines de cette étude de cas est le faible nombre de patients qui ont pu
étre inclus.

Par ailleurs, le caractére rétrospectif de ce type d’étude expose a ne pas retrouver certaines
données, concernant le patient et son suivi médical, qui n‘ont pas été systématiquement
reportées sur le dossier papier consulté. Certains résultats d’examens biologiques n’ont ainsi
pas pu étre retrouvés pour plusieurs patients ainsi que le délai de guérison pour un des
patients inclus.

2-4-2- Analyse des résultats

2-4-2-1- Concernant le groupe de patients inclus

Pour tous les patients sauf un, il s’agissait de patients transplantés depuis une dizaine
d’années au moment ol a été diagnostiquée leur infection intestinale a microsporidies. On
peut émettre I'hypothése que le traitement au trés long court (indispensable) rend les
patients beaucoup plus vulnérables vis-a-vis du pathogene du fait d'un systéme immunitaire
de plus en plus réprimé.

L’ensemble des patients n’avait jamais eu d’antécédents de diarrhées.

Les patients étaient tous traités par Prograf et Cellcept” a différents dosages. Le Cellcept” et
le Prograf® rendent les patients sensibles a ce pathogéne a cause de leur mécanisme d’action
développé ci-dessous.
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Le mycophénolate mofétil (CeIIcept®), classé dans les immunosuppresseurs sélectifs, est
I’ester 2-morpholinoéthylique de I'acide mycophénolique (MPA). Le MPA est un puissant
inhibiteur sélectif, non compétitif et réversible de [Iinosine monophosphate
déshydrogénase ; il inhibe donc, sans étre incorporé a I’ADN, la synthése de novo des
nucléotides guanine. Etant donné que la prolifération des lymphocytes B et T est
essentiellement dépendante de la synthése de novo des purines, et que d’autres types de
cellules peuvent utiliser des voies métaboliques « de suppléance », le MPA a un effet
cytostatique plus marqué sur les lymphocytes que sur les autres cellules. [20] Donc, les
lymphocytes ne remplissent plus leur role, rendant les patients susceptibles a la
microsporidiose.

Le tacrolimus (Prograf’) est un inhibiteur de la calcineurine, au niveau moléculaire dont les
effets semblent étre induits par la liaison a une protéine cytosolique (FKBP12) responsable
de l'accumulation intracellulaire du produit. De maniere spécifique et compétitive, le
complexe FKBP12-tacrolimus se lie a la calcineurine et I'inhibe conduisant a une inhibition
calcium-dépendante du signal de transduction des lymphocytes T en empéchant ainsi la
transcription d’une partie des lymphokines. Il inhibe notamment la formation des
lymphocytes cytotoxiques qui sont principalement responsables du rejet du greffon. Le
tacrolimus supprime I'activation des lymphocytes T et la prolifération T-dépendante des
lymphocytes B, ainsi que la production de lymphokines (telles que les interleukines-2 et -3 et
I'interféron-y) et I'expression du récepteur de [linterleukine-2. [20] Cela conduit a
I'inefficacité des lymphocytes T pour lutter contre les microsporidies.

La quasi-totalité des patients greffés rénaux étant traités par Prograf® et CeIIcept®,
I’hypothése d’une inhibition spécifique, par ces molécules, de voies d’activation des
lymphocytes T qui seraient particulierement impliquées dans la réponse anti-parasitaire est
difficile a vérifier. La relative rareté de la microsporidiose au sein de la population de
patients transplantés rénaux empéche toute étude ayant pour but de comparer son
incidence dans des sous-groupes de patients recevant des types de traitements
immunosuppresseurs différents. Il est possible que la susceptibilité des patients a I'infection
parasitaire ne soit pas plus importante avec ces 2 molécules qu’avec d’autres traitements
immunosuppresseurs. Néanmoins, il est certain que leur grande efficacité, propre a bloquer
les mécanismes effecteurs impliqués dans le rejet du greffon, a un lien direct avec la
susceptibilité des patients traités a cette infection intestinale.

2-4-2-2- Concernant le diagnostic

Le délai entre le début des troubles et le diagnostic est tres important pour 3 des patients,
variant de 3 a 9 mois.

Pour les 2 autres patients, le délai est plus faible, entre 15 jours et 1 mois.
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En effet, les investigations parasitologiques ne font pas toujours partie du bilan initial lors
d’une diarrhée et elles sont non rarement réalisées en dernier recours quand aucune
étiologie n'a pu étre mise en évidence . Chez un patient greffé rénal, lors d’'une diarrhée sans
fievre inexpliquée, il faudrait avoir le réflexe de faire pratiquer des examens parasitologiques
en méme temps que les autres explorations a visée microbiologique (virologie, bactériologie)
et/ou pharmacologique (dosage sanguin des médicaments immunosuppresseurs). Nous
recommandons que les microsporidies doivent étre recherchées comme agents potentiels
responsables de diarrhée aigué ou chronique dans cette population de patients, surtout si
aucun autre organisme n’a été identifié.

2-4-2-3- Concernant le traitement

La thrombopénie est tres fréquente (3 sur 4) chez les patients de notre étude qui ont recu de
la fumagilline.

L'augmentation supérieure a 2,5 fois la normale des ALAT a été constatée chez 1 patient sur
4.

Les effets indésirables avec la fumagilline apparaissent a partir de la deuxieme semaine de
traitement.

Au vue de la toxicité de la fumagilline, il serait judicieux de trouver une alternative
thérapeutique comme I'association (citée ci-dessus dans le paragraphe sur les traitements)
de fluoroquinolones avec la fumagilline, qui peut-étre administrée a des doses non toxiques
dans ce cas. Néanmoins, cette association a été testée in vitro chez Encephalitozoon
intestinalis mais pas chez Enterocytozoon bieneusi. [6]

La fumagilline pourrait également étre remplacée par le nitazoxanide qui n’a pas d’effets
indésirables majeurs. La bonne tolérance de cette molécule permet des durées de
traitement plus longues, traitement éventuellement concomitant avec une baisse du niveau
d’'immunodépression, jusqu’a la clairance totale du parasite. Mais, I'absence d’étude
randomisée évaluant la réelle efficacité de cette molécule (et I'impossibilité de mettre en
ceuvre ce type d’études du fait de la faible incidence de l'infection), ne permet pas au
clinicien de I'utiliser en toute confiance, en lui garantissant une issue favorable.

2-4-2-4- Suivi de la maladie

Lors de la découverte de la microsporidiose intestinale chez un transplanté rénal, le dosage
du traitement immunosuppresseur a un intérét afin de déterminer un éventuel surdosage
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ayant pu favoriser la survenue de l'infection. Une adaptation posologique du traitement
antirejet pourrait alors étre réalisée.

Plusieurs études ont montré les effets bénéfiques des probiotiques dans la réduction de la
durée et de la gravité d'infections intestinales causées par Cryptosporidium ou Giardia.
[24,25] Devant le besoin urgent d'un médicament sir et efficace contre la microsporidiose,
particulierement chez les individus immunodéprimés, et dans I'espoir d'étendre l'indication
de certains probiotiques contre cet autre eucaryote unicellulaire, des travaux de recherche
dans le but d'établir une réelle efficacité clinique des probiotiques sont nécessaires. [26]

Les examens parasitologiques des selles doivent étre réalisés régulierement tant que dure la

symptomatologie diarrhéique afin d’évaluer I’évolution de la charge parasitaire sous
traitement. Une fois obtenue la résolution de la diarrhée, ces examens, lors du suivi régulier
du patient, le clinicien prescrira, au moindre doute sur une rechute clinique, un examen des
selles en n’oubliant jamais de préciser sa demande par rapport a la recherche spécifique des
microsporidies.
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Conclusion

Ce travail souligne que la microsporidiose reste une pathologie peu fréquente et de
ce fait, également méconnue, non systématiqguement évoquée devant un tableau de
diarrhée et par conséquent diagnostiquée tardivement. Des améliorations peuvent étre
apportées, notamment en terme de rapidité de diagnostic, en effet, il pourrait étre effectué
de facon systématique un examen parasitologique des selles avec les autres explorations
biologiques chez les patients transplantés rénaux présentant une diarrhée sans fievre.

Il parait difficile d’éviter qu'une infection par les microsporidies devienne
préoccupante chez les greffés rénaux c'est a dire que la diarrhée ne devienne chronique et
entraine un risque de déshydratation pouvant mettre en jeu le pronostic fonctionnel du
greffon. En effet, c’est avant tout I'efficacité de la réponse immunitaire cellulaire, a savoir un
nombre de LT CD4+ fonctionnels suffisant, qui va permettre de controler le développement
des microsporidies et c'est cette réponse cellulaire que I'on cherche a atténuer chez les
transplantés par le traitement anti-rejet. Toute restauration de cette immunité cellulaire par
diminution du traitement immunosuppresseur exposant les patients a un rejet de greffe, un
diagnostic et une prise en charge spécifique rapides devraient permettre une meilleure
réponse au traitement antiparasitaire dans un délai court permettant son interruption avant
de voir apparaitre ses effets secondaires. Dans ce contexte, il est évident que le
développement de méthodes diagnostiques sensibles comme le sont les techniques de
biologie moléculaire prennent tout leur intérét.

Une étude évaluant l'incidence de la microsporidiose chez des patients regroupés
selon le type de traitements immunosuppresseurs qu’ils recoivent et en analysant les
résultats en les stratifiant sur leur statut immunitaire, bien que difficile a mettre en place du
fait du faible nombre de patients qui pourraient y étre inclus serait concevable que sous la
forme d’une étude multicentrique impliquant de nombreux services prenant en charge des
transplantés rénaux. Ce type d’études pourrait améliorer les connaissances sur I'impact des
molécules immunosuppressives par rapport au risque de microsporidiose et pourrait
apporter des informations sur la conduite a tenir, en cas de diarrhée a microsporidies,
éventuellement en privilégiant certains traitements anti-rejets plutéot que d’autres.
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ANNEXE |

Technigues de VVangool

®

** Réactifs:

Stockés a 2-8°c:

- Bleu Evans

- Tampon PBS pH 7,4 ou 7,2 sans merthiolate (Type PBS Biomérieux).
- Uvibio (Biotrin réf 2B100)

- Solution de travail d'Uvibio (dans un tube a hémolyse bouché):

Uvibio: 0,4 ml
Tampon PBS: 3,6 ml

Ne pas exposer a la lumiere.

Stockés a 2-8°c:

- Suspension formolée de selle positive, la suspension se conserve plusieurs années a 2-8°C.

®

%* Principe:

L'uvitex est un fluorochrome a affinité sélective pour la chitine

< Mode opératoire

> Préparation de la suspension de selles:

- Selles liquides

Prélever environ 1 ml de selles (préalablement homogénéisées) a l'aide d'une pipette de transfert de
gros diamétre et transvaser dans un tube a hémolyse plastique et contenant 1 ml de formol a 4%.

- Selles molles ou moulées

Prélever I'équivalent d'un petit pois de selles a l'aide d'une anse plastique de 10 ul (bleue- réf:
Sarstedt n°86.1562050), homogénéiser dans un tube a hémolyse plastique et contenant 1 ml de
formol a 4%.

Si la selle est dure, la dilacérer contre la paroi du tube a I'aide d'une anse.
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La suspension est homogénéisée au vortex puis conservée a 4°C jusqu'a I'étape de coloration.

Technique:

- Homogénéiser les suspensions de selles au Vortex.

- Déposer 1 ul de suspension de selles a I'aide d'une anse blanche de 1 ul (réf 86.1567.050- Sartstedt)
sur la totalité d'un puits d'une lame a fluorescence a 8 puits. Faire de méme avec la selle servant de
témoin positif.

- Laisser sécher a l'air.
- Fixer les lames 3 min au méthanol- sécher-

- Déposer sur toute la surface du puits, a l'aide d'une pipette de transfert, une goutte d'Uvibio® dilué
au 1 /10 dans le PBS.

- Laisser 10 mn a I'abri de la lumiére
- Rincer dans le PBS 10 fois 1 seconde.

- Passer directement sans sécher dans le bleu Evans dilué a 0,5% dans PBS 7,2 ou 7,4 (soit 150 ul dans
30 ml de PBS (flacon a ECBU) ) pendant 30s.

- Rincage en PBS 10 fois 1 seconde.

- Séchage a Il'air (séche-cheveux).

- Si observation différée, garder les lames a I'abri de la lumiere.
- Ne pas monter les lames

- Observer au microscope a épifluorescence.

- Regarder a l'objectif x 100 a immersion en lumiére violette (excitation entre 355 et 425nm).
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ANNEXE Il

PCR conventionnelle : [18]

Préparation de I’échantillon pour la PCR conventionnelle :

Les selles sont conservées a -20°C dans un tampon Phosphate-buffered-saline (PBS), a pH 7,2.
Le ratio de selles/PBS est de respectivement 1/3 et 2/3. Réalisation de trois lavages au PBS
avec centrifugation a 10 000 rpm pendant 5 minutes. Ajout de 50 ul de Cétylméthyl-
ammonium bromide a 2 % au culot.

Extraction de 'ADN :
L’extraction de '’ADN est effectuée avec le Kit Ql Amp tissue et I’ADN est conservé a -20°C.
Amplification :

Les amorces universelles V1 et PMP2 ont été choisies pour amplifier un fragment du gene
codant pour la petite sous-unité ribosomale 16S des microsporidies. La taille de ce fragment
varie selon I'espece en cause : 250 pb pour Enterocytozoon bieneusi et 268 a 279 pb pour le
genre Encephalitozoon. L’amplification s’effectue dans un volume final de 50 ul. L’enzyme
utilisée est la Taq Gold DNA Polymerase a une concentration de 1,25 unité par tube. Le
meélange réactionnel comprend 5 ul de tampon 2,5 mM de MgCl2, 0,2 mM de dNTPs et 20
pmol de chaque amorce et 10 ul d’ADN extrait. Le programme d’amplification est composé
de 35 cycles d’amplification de 45 secondes a 94°C, 30 secondes a 55°C et 45 secondes a
72°C. Le dernier cycle a une phase d’extension finale de 5 minutes a 72°C.

Révélation des produits d’amplification :

La révélation se fait par électrophorése sur gel d’agarose a 2 % ; 10 ul de chaque produit
d’amplification mélangé avec le bleu d’échantillon sont mis a migrer sur le gel d’agarose
coloré au bromure d’éthidium dans un tampon tris, Borate, EDTA. L’ADN amplifié est
visualisé sous rayonnement UV.
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Néphrologie du CHU de Rouen.

Th. D. Pharm., Rouen, 2015, 60 p.

RESUME

La microsporidiose intestinale humaine fut identifiée lors de la pandémie de SIDA dans les
années 1980. Cette pathologie est une infection opportuniste qui se développe chez les
personnes immunodéprimées en particulier les patients atteints de SIDA et les patients
transplantés. Les deux espéces principales pathogénes chez I'Homme en cause sont
Enterocytozoon bieneusi et Encephalitozoon intestinalis.

Cette pathologie se transmet par voie oro-fécale, avec pour principal signe clinique la
diarrhée. Cette infection est spontanément résolutive chez I'immunocompétent mais des
formes graves et parfois méme disséminées peuvent se rencontrer en cas
d’'immunodépression sévere.

Les traitements actuellement disponibles sont I'albendazole, le traitement de choix pour les
microsporidioses intestinales, oculaires et disséminées dues au genre Encephalitozoon, la
fumagilline, qui a de nombreux effets indésirables graves et fréquents, utilisée pour traiter
Enterocytozoon bieneusi et le nitazoxanide, qui bénéficie d’'une autorisation temporaire
d’utilisation nominative en France, qui permet également de traiter Enterocytozoon bieneusi
et serait efficace in vitro sur Encephalitozoon intestinalis.

Ce travail se divise en deux parties, en premier lieu est fait un rappel sur I'agent causal, son
cycle de développement, ses conséquences pathologiques, le diagnostic et le traitement de
la microsporidiose intestinale. La seconde partie détaille la pratique du diagnostic biologique
et les patients en ayant bénéficié au CHU de Rouen et dans cette partie, nous décrivons plus
particulierement cinq observations de microsporidiose chez des patients transplantés rénaux
pris en charge dans le service de Néphrologie du CHU de Rouen.

MOTS CLES : Encephalitozoon intestinalis - Enterocytozoon bieneusi - Microsporidiose
intestinale - Transplantation rénale — Diarrhée - Immunodépression
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