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INTRODUCTION




L’échinococcose alvéolaire humaine, dont P’agent pathogéne est Echinococcus
multilocularis au stade larvaire, est une zoonose rare mais potentiellement grave, voire
mortelle qui sévit dans ’hémisphére Nord. La phase de latence clinique est trés longue, la
localisation préférentiellement hépatique et le traitement médico-chirurgical.

Au cours des derniéres années, les progrés et la généralisation de I'imagerie, associés
a la qualité des moyens sérologiques permettent de diagnostiquer plus précocement et de
traiter un nombre plus important de patients ce qui a grandement contribué a I’augmentation
de I’espérance de vie aprés diagnostic. Cependant le diagnostic peut s’avérer difficile,
notamment en cas de localisations inhabituelles. L’interprétation des sérologies et des images
radiologiques apparait parfois délicate. Des techniques de biologie moléculaire peuvent
actuellement aider a confirmer le diagnostic, si une biopsie ou ponction a I’aiguille fine est
réalisable.

Notre travail rapporte deux observations originales d’échinococcose alvéolaire a
localisation inhabituelle, dont la PCR a permis de confirmer le diagnostic. Les tableaux
cliniques montrent une localisation osseuse sans localisation hépatique patente ce qui est

extrémement rare.

Dans la premiére partie de notre travail, nous rappelons les généralités sur
I’échinococcose alvéolaire puis exposons dans la deuxiéme partie les différents moyens de
diagnostic disponibles actuellement en précisant leurs intéréts et leurs limites.

Puis nous exposons les aspects cliniques et diagnostiques de nos observations en
décrivant de fagcon détaillée les méthodes diagnostiques que nous avons utilisées ainsi que les
résultats obtenus. Enfin, en derni¢re partie, nous discutons des résultats et nous confrontons
nos observations avec les données de la littérature. Le but est d’évaluer la place et I'intérét de
la PCR pour affirmer le diagnostic d’échinococcose alvéolaire et faire le diagnostic
différentiel avec E. granulosus dans les localisations extra-hépatigues.




GENERALITES SUR L’ECHINOCOCCOSE ALVEOLAIRE




1. HISTORIQUE

C’est en 1852 que Buhl, un médecin allemand, décrit pour la premiére fois une

échinococcose alvéolaire hépatique qu’il assimile a un « cancer colloide du foie ».

En 1855, Virchow met en évidence la nature parasitaire de la maladie et désigne
Pensemble des 1ésions sous le terme de « tumeur a échinocoque multiloculaire ulcérante ».
Mais il ne la considére alors que comme une forme particuliere du kyste hydatique,
pathologie connue depuis I’Antiquité et dont ’agent étiologique, Echinococcus granulosus, a
" été individualisé en 1853 par Von Siebold.

En 1863, Leuckart découvre une nouvelle espéce de tania qu’il nomme
Echinococcus multilocularis.
Pendant prés d’un siécle, deux concepts s’opposent :

- un concept uniciste, rapportant I’échinococcose alvéolaire a une forme adaptative de
kyste hydatique. Ce concept est défendu par Deve (France) et Dew (Australie).

- un concept dualiste, reposant sur Iexistence de deux espéces distinctes
d’échinocoques, engendrant deux types de I€sions parasitaires, hydatiques et
alvéolaires. Cette théorie est notamment développée par I’équipe de Posselt a
Innsbriick qui constate que la répartition géographique et les hotes intermédiaires sont
différents pour E. granulosus et E. multilocularis. 1.e kyste hydatique se rencontre
universellement : sa distribution se superpose & 1’exception de I’ Amérique du Nord a
celle des élevages de moutons. Par contre I’échinococcose alvéolaire parait
strictement limitée a4 quelques foyers : le foyer bavaro-tyrolien, le foyer suisse et les
deux foyers russes (Volga et Sibérie).

En 1953, Rausch et Schiller identifient, en Alaska, un échinocoque
morphologiquement distinct d’E. granulosus. Ce cestode parasite a ’état adulte des renards
arctiques et des chiens-de tralneaux, et a Iétat larvaire, des rongeurs de terriers. En autopsiant
des hdtes intermédiaires, les auteurs constatent que les 1ésions observées dans le foie sont
semblables a celles provoquées par I’échinococcose alvéolaire connue en Europe et en

Sibérie. Ils nomment ce cestode E. multilocularis sibiricensis.

En 1955, Vogel met en évidence dans 'intestin gréle de renards vivants dans les
Alpes, le parasite de I’échinococcose alvéolaire bavaro-tyrolienne, et le nomme E.
multilocularis multilocularis qui est en quelque sorte la variété européenne d’E.
multilocularis sibiricensis (109). La théorie dualiste est confirmée lorsque Vogel reproduit

expérimentalement le cycle du parasite chez le campagnol et le chien.




2. RAPPEL PARASITOLOGIQUE

2.1. AGENT PATHOGENE, Echinococcus multilocularis

2.1.1. Nomenclature

EMBRANCHEMENT : Plathelminthes (vers plats)
CLASSE : Cestodes

ORDRE : Cyclophyllidés

FAMILLE : Tenidés

GENRE : Echinococcus

ESPECE : multilocularis

Le genre Echinococcus compte trois autres espeéces : E. granulosus, agent du kyste
hydatique, E. oligarthus et E. vogeli. Ces deux derniéres espéces ne se rencontrent qu’en
Amérique centrale et du Sud. Quelques cas humains d’échinococcose polykystique
provoquée par E. vogeli ont été décrits, alors qu’E. oligarthrus ne semble toucher que

Panimal.

2.1.2. Forme adulte

2.1.2.1. Morphologie (figures 1 et 2)

E. multilocularis est a I’état adulte un petit taenia de 1,2 4 3,7 mm de long, avec :

- un scolex avec quatre ventouses, une double couronne de crochets lui permettant de
se fixer sur les villosités intestinales de son héte et un élément glandulaire sécrétant
des substances adhésives.

- un corps mobile, appeié strobile, composé de 3 4 5 segments plus longs que larges.
Seuls les deux derniers segments arrivent a maturité. L’anneau sexué mar contient
une vingtaine de testicules, dispos€s en arriére du pore génital et un ovaire bilobé. Le
dernier anneau, ou segment ovigere, renferme un utérus sacciforme et peut contenir

plusieurs centaines d’ceufs (81).
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glande sécrétant des
substances adhésives
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anneau immature
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( strobile ) anneau gravide contenant

un utérus sacciforme

pore génital antérieur

Figure 1: Représentation schématique d’Echinococcus multilocularis adulte
(104)

Figure 2 : E. multilocularis a I’état adulte a maturité avec son anneau proligére
rempli d’une centaine d’ceufs (Laboratoire de Parasitologie, Strasbourg)

2.1.2.2. Habitat

Le parasite adulte vit implanté sur les villosités intestinales de 1’hote définitif pendant
une durée moyenne de 3 mois. La parasitose guérit spontanément mais sur cette courte
période, des milliers d’ceufs sont produits. Un mois apres I'infestation, le dernier segment
arrivé a maturité, se détache et libére des ceufs qui sont expulsés dans les maticres fécales de
I’hdte. L’infestation n’entrainera aucun symptome ni aucune lésion, ni aucune immunité,

I’animal pourra donc se réinfester.
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2.1.3. Forme embryophore

2.1.3.1. Morphologie (figures 3 et 4)

Ce sont des ceufs de forme ovoide, de 30-40 pm de diametre, constitués d’un embryon

hexacanthe entouré de plusieurs membranes. Une membrane interne épaisse, d’aspect strié

confére une haute résistance a I’ceuf. L’enveloppe externe disparait rapidement aprés la

libération de I’ceuf. Aucun critére morphologique ne permet de les distinguer des oeufs des
autres Teenidés (104).

Cellule glandulaire Membrane de I’embryon

Cellule germinale - Embryon

Cellule musculaire
Enveloppe interne

Enveloppe vitelline

Figure 4 : Embryophore de Taenidés (Laboratoire de Parasitologie, Strasbourg)

2.1.3.2. Habitat et propriétés

Les embryophores sont rejetés dans le milieu extérieur avec les excréments des

carnivores. Ils sont trés résistants au froid mais craignent la chaleur et la dessiccation.

IIs peuvent rester infestants longtemps dans un milieu extérieur humide et froid. Ils
peuvent ainsi survivre plus de deux ans entre -30°C et +30°C.

IIs sont détruits en moins de 3 heures a 45°C et une minute a 100°C. La congélation a
-80°C les détruit en 2 a 4 jours. Les agents chimiques, comme les engrais, ou les

désinfectants n’ont qu’une efficacité relative et ne tuent pas les embryophores (107).
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2.1.4. Forme larvaire
2.1.4.1. Morphologie (Figures 5 et 6)

La forme larvaire se présente sous la forme vésiculaire ayant tendance a
I’envahissement tissulaire par émission de prolongements racémeux. -
La larve est composée de 3 éléments :
- une enveloppe externe double :
o une membrane externe, appelée cuticule, mince, discontinue permettant ia
protrusion de la membrane interne vers le tissu parasité
o une membrane interne proligére ou germinative qui assure les fonctions
d’accroissement, de germination, d’élaboration de la paroi externe et de
sécrétion de liquide gélatineux
- un contenu liquidien, gélatineux, protéolytique qui franchit facilement la paroi externe
et participe aux phénomenes de nécrose tissulaire

La larve est dite fertile lorsqu’elle donne naissance a des vésicules filles a
protoscolex. Ces vésicules filles sont issues des excroissances de la membrane germinative et
se développent suivant un processus invasif, disséminé, donnant un aspect multialvéolaire
pseudotumoral. Chaque vésicule fille contient plusieurs protoscolex, ébauches de tétes
d’échinocoque, qui finiront leur développement jusqu’au stade adulte chez I’h6te définitif.

Des cellules germinatives peuvent se détacher, &tre transportées par le sang ou la
lymphe vers différents organes, a distance du premier foyer et donner naissance a de

nouvelles vésicules filles.

Chez ’homme, les larves sont habituellement stériles.
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Figure 5 : Représentation schématique de la forme larvaire d’E. multilocularis
(104)
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Figure 6 : Aspect microscopique de I’échinococcose alvéolaire dans le foie d’un
rongeur réceptif (Laboratoire de Parasitologie, Strasbourg)

2.1.4.2. Habitat

La forme larvaire se développe le plus souvent dans le parenchyme hépatique d’hotes
intermédiaires qui appartiennent a différentes familles de rongeurs. Ceux-ci s’infestent en
ingérant des végétaux souillés par les ceufs. Les ceufs éclosent dans I’intestin des rongeurs. Ils
libérent les larves qui migrent vers le foie et deviennent fertiles en 2 a 4 mois. Cela dépend de
la réceptivité de I’hote intermédiaire. Un hote définitif ingérant I’organe infesté de 1’hote
intermédiaire permet ainsi le développement dans son tube digestif de vers adultes, suite a la

libération des scolex contenus dans les vésicules.
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2.2. CYCLE PARASITAIRE
2.2.1. Hotes définitifs

Les hotes définitifs sont des carnivores sauvages ou domestiques appartenant a la
famille des Canidés et plus accessoirement des Félidés. Ils se contaminent en dévorant les

petits rongeurs infestés et hébergent dans leur tube digestif la forme adulte du parasite.

Le renard joue un rdle majeur dans le cycle sauvage : renard roux en Europe, renard
polaire en Alaska et Sibérie... En Europe, la prévalence du parasite chez le renard roux varie
de 1 2 60 % en région d’endémie. Le nombre de parasites par animal est généralement faible
mais non limité (17, 27).

D’autres carnivores sont également réceptifs comme le chien, le chat, le coyote dans
I’Ouest américain mais ausst le loup et le chien de traineau en Alaska (tableau I).

Bien que la réceptivité des animaux domestiques (chiens et chats) au parasite soit
moindre que pour les renards, la production de vers adultes est possible chez ces animaux. Le
chien domestique peut ainsi constituer un lien entre le cycle sauvage et I’homme (66). Le
chat par contre méme s’il est réceptif, semble jouer dans la transmission & Phomme un role
plus aléatoire (85). Une étude suisse a rapporté des taux d’infestation de 0,3% chez 660
chiens et de 0,4% chez 263 chats domestiques (15). Mais des taux plus élevés ont également
¢été trouvés, a savoir de 7 % chez 86 chiens et de 3 % chez 33 chats (44).

Tableau I : Principaux hétes définitifs du cycle d’Echinococcus multilocularis (116)

Famille Espéce Dénomination commune

Canidés Vulpes vulpes renard roux
Vulpes corsac renard corsac
Vulpes ferrilata renard tibetain
Alopex lagopus renard arctique
Urocyon cineroargentus | renard gris
Canis latrans | coyote
Canis lupus loup
Canis familiaris chien

Félidés Felis catus chat domestique
Felis sylvestris chat sauvage
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2.2.2. Hotes intermédiaires

Les hoétes intermédiaires hébergent la forme larvaire responsable de la maladie. Ils se
contaminent en consommant des végétaux ou de 1’eau souillés par des déjections des hotes
définitifs parasités. Une quarantaine d’especes de rongeurs a été trouvée infestée (116).

En France, les campagnols terrestres (A4rvicola terrestris) constituent le réservoir
majeur de parasite. Ils sont des hdtes bien réceptifs et leur taux d’infestation est généralement
inférieur & 6%, méme le plus souvent inférieur 4 1% en zone d’endémie (27). Il n’existe que
dans certaines régions ce qui conditionne la répartition géographique de la maladie humaine.

D’autres espéces de rongeurs ont été trouvées parasitées par E. multilocularis en
France : - campagnol terrestre, Arvicola terrestris
- campagnol des champs, Microtus arvalis
- campagnol roussatre, Clethrionomys glareolus
- campagnol souterrain, Pitymys subterraneus
- souris domestique, Mus musculus

- rat musqué, Ondatra zibethicus

L’homme intervient comme hote intermédiaire accidentel et constitue une impasse
parasitairc. L’homme, chez qui le parasite reste stérile, ne joue aucun role dans la

propagation du parasite.

Plusieurs espéces animales ont été décrites en Europe et au Japon comme hdtes

aberrants d’E. multilocularis : cochon, cheval, sanglier, chien et singe (17).

2.2.3. Cycles sauvages et domestiques

2.23.1. Cycle sauvage

La parasitose est entretenue par un cycle sauvage fonctionnant selon une dynamique

prédateur-proie, habituellement entre renard et rongeurs.

- L’hdte définitif (renard) abrite le parasite adulte dans son intestin gréle. Un mois
apres Pinfestation, les ceufs sont libérés dans le milieu extérieur avec les déjections du
renard.
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- L’hoéte intermédiaire (rongeur) se contamine en ingérant des baies sauvages et des
végétaux souillés par les excréments de renard parasités et développent une
échinococcose hépatique. Dans le tube digestif, les sucs détruisent la paroi de 1’ceuf,
qui libére des embryons hexacanthes passant de I’intestin au foie par voie sanguine.
Au niveau du foie, chaque embryon devenu larve se développe, devient vésiculaire et
commence a produire vers I'extérieur des excroissances de la couche germinale qui
envahissent le tissu avoisinant. Il se crée de nombreuses alvéoles qui vont se remplir
de milliers de protoscolex. Chez le rongeur, les larves deviennent ainsi fertiles en 2 a
4 mois. L’infestation persiste jusqu’a la mort de ’animal. Les larves tuent leur hote en
quatre a six mois, voire un an et ne survivent dans le cadavre que pendant un temps

trés court.
- Lorsque les rongeurs sont dévorés par les renards, les larves hépatiques libérent les

rotoscolex qui deviennent des vers adultes dans I’intestin et permettent au cycle de
p q p Y

se perpétuer.

2.2.3.2. Cycle péri-urbain

Un cycle rural est assuré par le chien qui dévore des rongeurs sauvages dans les zones

rurales proches des foréts.

2.2.3.3. Cycle urbain

Dans le cycle urbain, aux abords immédiats des habitations, le chien est I’hdte
définitif et la souris domestique, ’hdte intermédiaire. Le chat peut aussi étre un hote définitif
mais, c’est un héte trés peu réceptif. 11 est peu probable que le cycle domestique puisse

s’entretenir sur le couple chat-souris, les deux hotes étant peu favorables a E. multilocularis.
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Figure 7 : Cycle parasitaire d’ E. multilocularis
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3. EPIDEMIOLOGIE

3.1. DISTRIBUTION GEOGRAPHIQUE DU PARASITE
~ 3.1.1. Mondiale

L’échinococcose alvéolaire sévit dans les régions tempérées et froides de
Phémisphére Nord, principalement dans les zones arctiques de I’Alaska et de la Sibérie, dans
la plus grande partie de la Russie, en Chine (Centre et Nord) et en Asie centrale (93).

Les foyers les plus anciennement connus se situent :

- T'un, de part et d’autre du Détroit de Behring, correspondant & ’endémie d’Alaska et
de Sibérie

- Pautre, en Europe centrale, correspondant au foyer bavaro-tyrolien
Les limites méridionales sont le Japon, la Mongolie, ’Iran, la Turquie et la Gréce.

La parasitose sévit dans les régions froides, que ce soit du fait de la latitude (zones
arctiques) ou du fait de Paltitude (dans les régions plus méridionales). Il est vraisemblable
que la résistance de la coque de ’embryophore aux agents physiques (froid et humidité) est

largement responsable de cette répartition.

3.1.2. En Europe

En Europe, la répartition du parasite semble étre restreinte a quelques zones rurales
endémiques comprises entre le Sud de I’ Allemagne, ’Est de la France, le Nord de la Suisse et
le Nord-Ouest de I’ Autriche.

En France, les régions concernées sont limitées & un grand quart Nord-Est du pays
(Franche-Comté, Haute-Savoie, Lorraine) et a I’ Auvergne.

3.1.3. Evolution actuelle : émergence d’E. multilocularis ?

3.1.3.1. Modifications écologiques de la population vulpine

Dans plusieurs pays européens, la population vulpine a considérablement augmenté
depuis les années 1990 suite & des campagnes de vaccination contre la rage. Le taux
d’infestation des renards varie beaucoup d’une région a I’autre. Dans I’Est de la France,
le Sud-Ouest de I’Allemagne et dans le Nord de la Suisse, ce taux est supérieur a 50%
alors qu’ailleurs, il est inférieur a 5%. Dans certaines zones comme le Bide-Wiirttemberg
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en Allemagne et la Franche-Comté en France, le nombre de renard et leur taux

d’infestation a trés fortement augmenté ces dix derniéres années (27).

De fagon récente, des populations importantes de renards se sont installées de fagon
stable en zone urbaine exposant les populations des villes jusque 1a peu concernées par ce
risque parasitaire (19). Ainsi la dynamique actuelle de la population vulpine risque de
modifier I’épidémiologie dans le futur.

3.1.3.2. Dynamique de la population de rongeurs

Chez les rongeurs, la prévalence du parasite est peu investiguée. En général, elle reste
faible, inférieure a 1 % mais des études en France et en Suisse ont observé de forte
prévalence du parasite chez le rongeur dans certaines zones endémiques: par exemple
supérieure a 39% chez A. terrestris (45). Des variations saisonniéres de la densité des
populations de rongeur et de leur taux d’infestation ont été mises en évidence (33, 45). Or
- 1a dynamique des populations de rongeurs peut étre un facteur clé dans la dynamique de
transmission du parasite puisqu’elle influence la prévalence du parasite chez le renard.

3.1.3.3. Extension actuelle de la distribution géographique

On assiste 3 un élargissement de la zone d’endémie européenne de I’échinococcose
alvéolaire au cours de la derniére décennie : ’infection des renards atteint maintenant I’est de
la Belgique et des Pays-Bas, presque toutes les régions d’Allemagne du centre et du Nord, la
République tcheéque, la Pologne et la Slovaquie (25, 93). Cependant Iinfection humaine

demeure encore rare et des facteurs inconnus pour I’instant en limitent la propagation.

3.2. INCIDENCE ET PREVALENCE CHEZ I’HOMME
3.2.1. Incidence de I’échinococcose alvéolaire humaine

L’incidence est trés variable avec des grandes différences selon les zones d’endémie
et d’hyperendémie : 0.03 — 1.2/100 000 habitants (26).

En Europe, la majorité des cas recensés a ce jour est survenue chez des personnes
vivant dans une des zones d’endémie de I’Europe de 1'Ouest. Le nombre total de patients
atteints reste faible. Entre 1982 et 2000, le registre européen de ’Echinococcose alvéolaire a
recensé, 559 cas humains d’échinococcose alvéolaire en Europe dont 235 cas en France, 132
en Allemagne, 118 en Suisse et 54 en Autriche (63).
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Figure 8 : Répartition géographique en Europe des cas d’échinococcose
alvéolaire humaine observés entre 1982 et 2000, d’aprés le réseau européen
d’épidemio-surveillance de I’échinococcose alvéolaire (63).

3.2.2. Prévalence

En France, on compte de 10 & 15 nouveaux cas par an dans les régions de 1’Est et en
Auvergne. La maladie évoluant lentement, il s’agit de diagnostics toujours tardifs et il est
impossible de dater la période exacte de contamination. Au cours des 10 derniéres, des cas en

Aveyron et dans les Ardennes ont été observés (6).

La maladic humaine existe dans les zones ol la maladie animale est trés active mais
les statistiques mondiales sont difficiles a rassembler. La répartition de I'infection d’animaux
sauvages apparait aujourd’hui comme beaucoup plus large que celle de la maladie humaine,
sans que 1’on sache encore si cette discordance est due a un défaut de diagnostic, a I’absence
d’un maillon du cycle, ou a I’existence de variétés biologiques de parasites qui seraient
incapables de parasiter 'homme. Beaucoup d’incertitudes demeurent sur les facteurs qui
conduisent du contact avec les ceufs du parasite jusqu’'a la maladie (facteurs

comportementaux, alimentaires, immunologiques...).
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3.3. MODES DE CONTAMINATION HUMAINE

L’homme se contamine accidentellement en ingérant les ceufs du parasite.
Il peut s’infester :
- soit de maniére indirecte :

o par ingestion de baies, fruits et végétaux sauvages (myrtilles, fraises des bois,
champignons, pissenlits, légumes de potagers non clos...) souillés par les
selles d’un hote définitif, soit un renard, soit un animal domestique (chien,
chat) parasité

- soit de maniére directe :
o par manipulation de fourrures ou dépecage des renards sans précaution
o par contact avec le chien, relais entre le cycle sauvage et domestique
Les animaux parasités ont pu répandre sur leurs poils des ceufs présents dans la salive

aprés léchage anal.

3.4. FACTEURS DE RISQUE D’INFECTION
3.4.1. Age et sexe

L’age et le sexe ne semblent pas étre des facteurs prédisposant a4 la maladie
parasitaire. En Europe, la moyenne d’age au moment du diagnostic s’établit autour de 50 ans
(63). La période de latence étant d’une dizaine d’années, les enfants sont rarement atteints.
La plupart des enquétes épidémiologiques montrent une incidence semblable chez les

hommes et les femmes.
3.4.2. Professions

Aucune profession n’est épargnée. On retrouve une forte proportion d’agriculteurs
alors que la proportion de forestiers, garde-chasse,...est moindre. Cela conforte I’hypothése
d’une maladie des lisiéres de foréts a laquelle la population rurale semble prédisposée. Les
personnes résidant ou ayant une activité & proximité de foréts sont principalement concernées
par la maladie (63).

3.4.3. Animaux domestiques
Les cycles sauvages, péri-urbains et urbains sont liés avec possibilités d’inter-

pénétrations multiples, les acteurs des différents cycles pouvant se rencontrer en divers
endroits. Il est difficile d’évaluer I’importance relative des cycles sauvages et domestiques
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dans la transmission du parasite & ’homme. Néanmoins, on peut supposer que le chien peut
jouer un role primordial dans la transmission & I’homme, du fait de ses contacts étroits, plut6t
que les renards qui ne concernent que des populations trés précises (chasseurs,

vétérinaires,..). Les possesseurs de chiens ou chats domestiques représentent 70 % des cas
(63).

3.4.4. Prédispositions individuelles

Compte tenu des modes de contamination aussi courants, la rencontre avec le parasite
n’est pas un événement rare mais seuls les sujets prédisposés permettraient le développement
du parasite. Ceci expliquerait la rareté des cas familiaux alors que les mémes risques sont
partagés par les membres de la famille (chien de compagnie, alimentation...). De plus,
certains sujets seraient capables de se débarrasser spontanément du parasite. Des formes
abortives décrites en Franche Comté (4) et en Alaska (88) associent des calcifications

hépatiques séquellaires et une sérologie positive a E. multilocularis.

Ainsi, la contamination n’impliquerait pas forcément le développement de la maladie
chez P’homme. Des facteurs individuels immunologiques, génétiques interviendraient.
Certains sujets résisteraient efficacement contre 1’infestation, d’autres développeraient la
maladie de fagon plus ou moins rapide (115). Des études préliminaires ont montré que la
fréquence de certains phénotypes HILA était augmentée chez les patients atteints
d’échinococcose alvéolaire, impliquant la possibilité d’une prédisposition immunogénétique
(28). Une étude européenne récente sur 151 patients a montré que haplotype HLLA-B8 DR3
DQ2 était plus fréquemment rencontré chez les patients atteints de forme séveére de
Péchinococcose alvéolaire. Les travaux de Godot et coll. suggérent que le systéme HLA de
Phote puisse jouer un rble dans I’évolution de I'infection humaine a E. multilocularis en
relation avec Iinduction préférenticlle d’une réponse Th2 chez les patients avec une

croissance active du parasite (34, 35).

3.4.5. Conclusion

Les facteurs de risque de développer linfection sont difficiles & déterminer et les
résultats épidémiologiques montrent parfois des résultats contradictoires. La réponse tient
probablement dans une réceptivité différente des sujets. Tous les facteurs responsables de la
susceptibilité des patients a la prolifération d’E. multilocularis et ceux responsables de la
résistance ne sont pas connus actuellement. Les études se poursuivent pour en €lucider les

mécanismes.
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4. REPONSE IMMUNE DE I’HOTE

4.1. REPONSE IMMUNE SPECIFIQUE DE I’HOTE

4.1.1. Cellulaire

L’échinococcose alvéolaire est associée a une forte réponse immune cellulaire de
I’héte comme le montre la formation d’un important granulome autour des lésions

parasitaires.

4.1.1.1. Résistance associée 3 une forte réponse lymphoproliférative

L’association potentielle entre la réponse lymphoproliférative et les mécanismes
potentiels de résistance ou de sensibilité a Pinfection a été investiguée in vitro chez des
patients présentant des évolutions différentes de leur infection a E.  multilocularis.
L’évolution chronique de Pinfection est associée a une faible prolifération in viro des
lymphocytes périphériques aprés stimulation par P’antigéne brut parasitaire. Par contre, la
réponse lymphoproliférative in vitro est forte chez les patients traités par exérése compléte ou

présentant des Iésions abortives (8, 42).

4.1.1.2. Sensibilité augmentée par I’immunosuppression

Des ¢études expérimentales avec des souris SCID ont montré qu’une défaillance de
IPimmunité . cellulaire augmentait la sensibilité a E. multilocularis. Chez ’homme, le rdle
crucial de I'immunité cellulaire dans les mécanismes de défense est suggéré par une maladie
plus sévére, d’évolution plus rapide chez les sujets infectés par le VIH (94) et par une
récurrence de ’infection sous traitement immunosuppresseur apres transplantation (2).

4.1.2. Profil des cytokines

4.1.2.1. Profil Thl protecteur

Des études sur des souris infectées expérimentalement avec E. multilocularis ont
montré une sécrétion initiale de cytokines Thl, incluant IL-2 et IFN-y, associée a une
prolifération lente du parasite (30). Un effet protecteur de I'IL-12 et de 'IFN-a contre le
développement du parasite a été rapporté sur un modéle murin expérimental (29, 37). IL-12
est un élément majeur inducteur d une immunité cellulaire de type Thl qui serait capable de

tuer le parasite a un stade précoce de son développement. Une meilleure connaissance des
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mécanismes immunologiques chez I’homme pourrait conduire vers le développement de
nouvelles thérapeutiques et notamment I'immunomodulation par I'IFN-c.

Les études suggérent que la réponse initiale Thl permettrait le recrutement de cellules
principalement macrophagiques autour du parasite et serait impliquée dans la formation du
granulome. En regardant directement au site d’interaction hdte-parasite, Vuitton et coll. ont
montré que le granulome peri-parasitaire, composé principalement de macrophages et de
lymphocytes T, comprenait une quantité plus importante de CD8+ chez les patients avec des
lésions actives chroniques et une large proportion de CD4+ chez les patients avec des lésions

abortives ou progressant lentement (113).

Toutes les phases effectrices de la réponse immune a Pinfection par E. multilocularis
reste  élucider. Cependant, il semblerait que I’activation des macrophages avec production

de NO et dérivés oxygénés soit cruciale.

41.2.2. Profil Th2 associé 3 la progression des lésions chez ’homme

Les études des profils de cytokines chez les patients infectés ont montré que le
développement du parasite est associé a la sécrétion de cytokines Th2 incluant IL-10 et IL-5
(34). 11 a été montré que I'IL-10 est produite au niveau systémique mais aussi au sein de la
lésion parasitaire (36). Or les propriétés anti-inflammatoires de cette cytokine sont bien
connues : inhibition de I’activation et des fonctions cytotoxiques des macrophages. Par contre

le r6le potentiel d’IL-5 spécifiquement sécrété chez les patients infectés est inconnu (111).

4.1.3. Humorale

La plupart des patients développant une ¢chinococcose alvéolaire répondent 2

I’infection par la synthése souvent importante d’anticorps spécifiques. Ceux-ci sont utiles
P

pour le diagnostic mais ils n’ont pas montré d’effet protecteur direct contre le développement

du parasite (111).

Une des conséquences de la stimulation de la réponse Th2 préférentielle est une
augmentation de la sécrétion d’IgE et 1gG4 par les lymphocytes B. Une augmentation du taux
sérique des IgE totaux et spécifiques ainsi que des IgE spécifiques fixés aux basophiles
circulants a été observée chez les patients infectés par E. multilocularis mais des
manifestations cliniques relatives & une réaction d’hypersensibilité immédiate ont rarement

été rapportées (112, 114).
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4.2. MODULATION OU INHIBITION DE LA REPONSE IMMUNE

Plusieurs mécanismes d’échappement du parasite aux défenses de I’h6te ont été
proposés. Ils impliquent soit un contact cellule & cellule soit la production de facteurs
capables de moduler ou d’inhiber la réponse immune. Chez les animaux avec une infection
déja avancée, une suppression de 'mmunité est observée avec mhibition compléte de la
sécrétion de cytokines par les lymphocytes aprés stimulation spécifique ou non spécifique in
vitro.

La couche lamellaire peut jouer un réle important de protection contre la réponse
immune de ’hdte. Plus qu’une barriére physique qui protége le parasite de Paction du NO et
empéche la reconnaissance par les cellules T, elle peut moduler la réponse immune par un
certain nombre de fonctions potentielles qui lui sont attribuées : modulation de I’activation
des Lymphocytes T et de la production de cytokines a I’interface h6te-parasite (40).

Plusieurs antigénes parasitaires immunomodulateurs ont été décrits et sont pour la
plupart des carbohydrates (117).

4.3. CONSEQUENCES DELETERES POUR I’HOTE

Une combinaison des profils de cytokines Th1/Th2 apparait nécessaire pour la survie
du parasite et la protection de I'hdte. Cependant la réponse immune est responsable de
complications de Pinfection & E. multilocularis. En effet, une activation partielle des cellules
cytotoxiques et des cellules réparatrices sécrétant du collagéne est responsable d’une nécrose
centrale et d’un processus de fibrose autour du granulome. Le développement de la fibrose
est corrélé a la résistance au parasite et médié par la réponse Thl. La fibrose peut étre
interprétée comme un succés dans la destruction du parasite, mais aussi des divers éléments
normaux du parenchyme hépatique par les cellules de la réponse immune de I'hdte. La
diffusion de la fibrose & Pensemble du foie suggére la diffusion de facteurs solubles comme
les cytokines IFN-y, TNF-a intervenant dans la synthése du collagéne.” Des enzymes
produites par I’hGte et le parasite interviennent aussi lors du dép6t (transglutaminase) et de
Poxydation (lysyl oxydase) des collagénes. Ces derniers médiateurs pourraient étre

responsables de I’excés et de I’irréversibilité de la fibrose hépatique (6, 47).
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5. PHYSIOPATHOLOGIE

5.1. TOPOGRAPHIE ET CARACTERISTIQUES DES LESIONS

L’échinococcose alvéolaire se distingue de ’hydatidose par la topographie et P’aspect
de ses 1ésions. Elle concerne initialement le foie dans presque tous les cas, mais peut donner
d’autres foyers a distance. Le plus souvent, les deux lobes sont atteints, mais parfois aussi, un

seul lobe.

Le foyer parasitaire se présente sous la forme d’un processus infiltratif et destructeur,
envahissant aussi bien les canaux biliaires que les vaisseaux (artéres, veines sus-hépatiques,
systéme porte et veine cave supéricure), simulant une néoplasie. Le foie est envahi
progressivement par une hydatide souvent réduite a sa cuticule. La prolifération se fait par
protrusion de bourgeons cellulaires qui se creusent et s’élargissent pour aboutir & une
structure kystique. Contrairement aux rongeurs réceptifs, 'homme ne permet pas un
développement floride du parasite. L’aspect stérile de la forme larvaire a longtemps été

discuté, mais il existe pourtant de rares protoscolex.

L’extension des Iésions parasitaires peut se faire :
- par contiguité : envahissement des organes et des structures adjacentes (poumons, plévre,
péritoine, diaphragme)
- par voie vasculaire : la migration de fragments de membrane proligére est responsable de
localisations a distance, pseudo-métastatiques, le plus souvent pulmonaires et cérébrales,
mais pouvant concerner n’importe quel autre viscére. Des localisations exceptionnelles ont

été rapportées : osseuses, rénales, cardiaques, lacrymales.

5.2. ASPECT MACROSCOPIQUE

Une hypertrophie hépatique, correspondant a la lésion ou a un phénoméne

compensateur, est souvent constatée.

Les Iésions macroscopiques apparaissent essentiellement sous deux formes (5) :
= une forme confluente, massive :
- La surface hépatique posséde un aspect de placard, plus ou moins lisse, de coloration
blanc-jaunétre aux contours irréguliers.
= une forme multinodulaire :
- La surface hépatique est déformée par la présence de multiples nodules blanchéatres,

de consistance indurée.
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A la coupe, le parenchyme hépatique est creusé d’innombrables cavités irrégulieres de
taille variable de quelques millimétres a quelques centimeétres et dont les bords peuvent étre

calcifiés. Cet aspect a été décrit comme du « bois vermoulu » ou du « pain bis ».

Figure 9: Aspect macroscopique de I’échinococcose alvéolaire chez
I’homme : section de foie montrant un aspect en « pain bis » (laboratoire de
Parasitologie, Strasbourg)

5.3. ASPECT MICROSCOPIQUE

On distingue deux zones d’aspect différent (5):

= Je centre du foyer parasitaire, correspondant aux lésions anciennes :

- Cette zone est constituée de vésicules stériles (dépourvues de scolex), de taille
variable (jusqu’a 1 cm de diametre) possédant une cuticule colorée par 1’acide
périodique de Schiff (P.A.S), épaisse et plissée, pouvant obstruer toute la lumiére. La
membrane proligére n’est pas visible.

- Ces vésicules sont situées au sein d’un matériel nécrotique, acidophile, renfermant

parfois des calcifications et entouré d’un tissu conjonctivo-fibreux dense.

= la zone périphérique, correspondant a des lésions plus récentes :

- Cette zone est constituée a la fois d’éléments parasitaires et de 1ésions réactionnelles
du parenchyme envahi.

- Les ¢léments parasitaires sont des vésicules de petite taille (quelques mm de
diametre), possédant une cuticule P.A.S positive, mince de structure lamellaire
concentrique et contenant pour certaines des protoscolex. La cuticule est parfois
bordée d’une membrane proligere, reconnaissable a ses noyaux assez espacés les uns

des autres.



-28 -

- Ces structures parasitaires sont a [Porigine d’une réaction inflammatoire
granulomateuse, dont la constitution du centre vers la périphérie est la suivante :

o Un centre renfermant une nécrose et des structures parasitaires

o Une cuticule

o Une couronne de macrophages et de cellules épithélioides, a4 disposition
palissadique, associées a des cellules géantes plurinuclées.

o Une couronne de leucocytes polymorphes, correspondant & des lymphocytes,
plasmocytes et polynucléaires neutrophiles

o Une fibrose trés cellulaire parsemée de cellules inflammatoires, englobant les
granulomes ainsi que les structures vasculaires et biliaires.

6. MANIFESTATIONS CLINIQUES

6.1. CIRCONSTANCES DE DECOUVERTE

Le temps de latence clinique est habituellement long, en moyenne de 5 a 15 ans aprés
la contamination. L’évolution se fait & bas bruit pendant de nombreuses années et la
révélation de Paffection par des symptdmes cliniques traduit habituellement soit une lésion
volumineuse, soit une complication liée & I’extension ou a la compression des structures
vasculaires ou biliaires (6).

6.2. FORMES CLINIQUES HABITUELLES

La localisation primaire de I’échinococcose alvéolaire est presque exclusivement
hépatique. La localisation primaire extra-hépatique est extrémement rare.

Dans la majorité des cas, il s’agit d’une découverte fortuite. C’est la réalisation d’une
échographie, notamment abdo-pelvienne, prescrite pour un motif quelconque ou pour des
douleurs abdominales persistantes, qui permet souvent de mettre en évidence des lésions
hépatiques et de commencer un bilan étiologique. Les principales manifestations retrouvées
sont des douleurs abdominales non spécifiques, mal définies, localisées surtout a 1’épigastre
ou a I’hypocondre droit, évoluant souvent depuis plusieurs années sur un mode chronique
mais aussi des troubles digestifs mineurs.
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Deux principaux symptomes sont révélateurs de I’échinococcose alvéolaire mais ne

sont présents que dans moins de 30% des cas au moment du diagnostic (6):

L’hépatomégalie est parfois trés importante, dure, irrégulicre, parfois douloureuse
évoquant des néoplasies hépatiques primaires ou secondaires. Mais le contraste entre
une hépatomégalie volumineuse et un état général conservé, doit en zone d’endémie

faire évoquer le diagnostic d’échinococcose alvéolaire.

L’ictére peut étre isolé ou accompagné d’un prurit lié a la cholestase. Il est lié a
I’envahissement de la convergence biliaire par le processus parasitaire ou d’épisodes
angiocholitiques liés soit a la mise en communication de la lésion avec la lumiere des
voies biliaires soit & la présence de calculs pigmentaires développés en amont d’une

sténose parasitaire.

Dans une série franc-comtoise de 117 cas pour la période 1983-1993, I’hépatomégalie

isolée était le mode de révélation de I’échinococcose alvéolaire dans 14% des cas, I'ictére

dans 25% des cas et les douleurs abdominales dans 26% des cas (7).

6.3. COMPLICATIONS

L’évolution naturclle de IVéchinococcose alvéolaire conduit a la survenue de

complications. En I’absence de traitement, le décés du patient survient dans 70% des cas dans

les 5 ans et dans 90% des cas dans les 10 ans suivant le diagnostic (82). Il reste encore des

cas ou les complications révelent la maladie.

6.3.1. Atteintes des structures vasculaires ou biliaires

Des complications infectieuses surviennent dans P’évolution de la maladie. En
comprimant ou en s’infiltrant dans les canaux biliaires, I’envahissement parasitaire
provoque des cavités de nécrose, sources d’infection biliaire, d’abcés hépatique ou
d’angiocholites a répétition avec coliques biliaires, frissons, fiévre et parfois choc
septique.

La complication la plus grave est I’hémorragie digestive en relation avec une
hypertension portale d’origine multiple : thrombose portale parasitaire, cirrhose
biliaire secondaire, syndrome de Budd-Chiari.
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6.3.2. Extension de ’envahissement parasitaire

Le processus parasitaire peut se propager aux organes de voisinage :

vers le diaphragme, et atteindre par contiguité le poumon (entrainant des troubles
respiratoires  facilitant les surinfections bronchopulmonaires et fistules
biliobronchiques) et le mediastin. | |
vers le péritoine et les autres viscéres abdominaux, en particulier la rate

vers la peau, 4 ’origine de fistules cutanées

L’affection peut se développer dans d’autres organes que le foie aprés dissémination

sanguine. Dans 10% des cas, on observe ainsi des localisations parasitaires secondaires (55).

Des localisations identifiées sont essentiellement pulmonaires et cérébrales. Les différentes

séries publiées révelent des taux de fréquence trés variables de ces localisations.

De fagon beaucoup plus exceptionnelle, d’autres localisations secondaires ont été

rapportées :

cardiaques a localisation dans la veine cave inférieur et Ioreillette droite (76)
génito-urinaires a localisation testiculaire droite avec atteinte de I'uretére droit (101)
osseuses de facon exceptionnelle. Les localisations osseuses seront discutées en détail

ultérieurement.
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7. TRAITEMENT

L’échinococcose alvéolaire est une parasitose grave, dont le pronostic est redoutable
en l'absence de traitement. Le développement de la maladie se rapproche de celui des

tumeurs malignes par son caractére invasif et infiltrant.

7.1. RECOMMANDATIONS DE L’ORGANISATION MONDIALE DE LA
SANTE (82)

Des recommandations de 'OMS pour le traitement reposent sur les principes
suivants:

- La premiére option, dans tous les cas opérables, est 'exérése chirurgicale radicale de
la 1ésion parasitaire du foie et d’autres organes atteints.

- Une chimiothérapie de durée limitée (minimum 2 ans) est indiquée aprés exérése
radicale. En revanche, une chimiothérapie pré-chirurgicale n’est pas indiquée.

- Une chimiothérapie de longue durée est obligatoire aprés exérése incompléte des
Iésions, chez les patients non opérables et chez les patients ayant subi une

transplantation hépatique.

7.2. TRAITEMENT CHIRURGICAL
7.2.1. Interventions chirurgicales a visée curative

La chirurgie conserve encore, dans I’échinococcose alvéolaire, une place de choix.
Une exérése radicale peut permettre d’éliminer les Iésions parasitaires. L’hépatectomie
partielle n’est possible que quand les Iésions sont suffisamment limitées. C’est dire tout
Pintérét d’un diagnostic aussi précoce que possible.

Mais, du fait du caractere invasif de la maladie, le traitement chirurgical a rapidement
montré ses limites. Les Iésions inopérables, étendues ou non limitées au foie et au
diaphragme doivent étre prises en charge par des traitements alternatifs. De plus, exérése est
rarement compléte, les Iésions ne pouvant pas toujours étre clairement définies en imagerie.
Le tissu parasité restant peut alors &re a 'origine d’un nouveau développement parasitaire

dans I’organe opéré et d’une dissémination a d’autres organes.
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7.2.2. Interventions chirurgicales a visée palliative

Dans les lésions étendues et multiples, I’hépatectomie a un but palliatif en réduisant
au maximum la masse parasitaire. Un traitement médicamenteux post-opératoire est
nécessaire au vu des risques de propagation des éléments parasitaires.

D’autres interventions luttant contre les complications permettent d’améliorer
I’espérance et la qualité de vie des sujets infectés :

- drainages percutanés ou intra-abdominaux d’abeés hépatique

- dérivation des voies biliaires (drainage percutané ou pose de stents) en cas d’ictere
rétentionnel

- anastomose porto-cave en cas d’hémorragie digestive par hypertension portale

La sclérose des varices oesophagiennes ou la mise en place de prothéses biliaires par
voie endoscopique ou transhépatique sont des alternatives a la chirurgie, afin de diminuer au

maximum le nombre d’intervention, en vue d’une éventuelle transplantation hépatique.

7.3. TRAITEMENT MEDICAMENTEUX

In vitro et in vivo, la classe des benzimidazolés a prouvé une -efficacité
parasitostatique dans le traitement des helminthiases intestinales. Ces molécules sont utilisées
dans le traitement de I’échinococcose alvéolaire depuis 1977. Des études chiniques ont
montré que le traitement 4 long-terme augmentait le taux de survie aprés 10 ans, passant de
6-25% dans des séries historiques de sujets non traités a 80 % chez des sujets infectés traités
(82). Mais les traitements médicamenteux ont encore des progrés a accomplir en terme de

guérison.

7.3.1. Mode d’action des benzimidazolés

Ces molécules ont la propriété de se lier a la tubuline et d’empécher la formation de
microtubules. La désorganisation des microtubules des cellules tégumentaires des larves des
cestodes entraine de graves perturbations de la perméabilité de ces structures. L’absorption

de glucose, les réserves en oxygene, et la formation d’ATP sont diminuées.
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7.3.2. Propriétés et protocoles d’utilisation des benzimidazolés

Tableau II : Caractéristiques des deux benzimidazolés préférenticllement utilisés dans
le traitement de I’échinococcose alvéolaire

Mebendazole Albendazole
VERMOX® ESKAZOLE®, ZENTEL®
Forme galénique Comprime de 100 mg, 500 mg Comprimé de 200 mg, 400 mg
Suspension buvable Suspension buvable

Pharmacocinétique

- Absorption intestinale médiocre
- Métabolisme hépatique
- Excrétion biliaire

- Bonne absorption intestinale

- Faible biodisponibilité (fort effet de
1 passage hépatique)

-Métabolite actif : albendazole
sulfoxyde

- ¥ vie plasmatique : 8-9 h

- Excrétion urinaire

Contre-indications

Femme enceinte

Femme enceinte
Enfant de moins de 6 ans (déconseillé)
Cirrhose hépatique (déconseillé)

Effets indésirables | Leucopénie, anémie modérée, alopécie transitoire, troubles gastro-

intestinaux, vertiges, céphalées et augmentation des transaminases
Surveillance Clinique et biologique (Numération sanguine et dosage des transaminases)
Posologie 40 a 50 mg/kg/j en 3 prises, 10-15 mg/kg/j en 2 prises

au milieu des repas
Cure de 28 j, avec arrét de 7 j
entre les cures ou prise continue

au milieu des repas
Cure de 28 j, avec arrét de 14 j (ou 7 j)

entre les cures ou prise continue

7.3.3. Intéréts et limites des molécules

»  Mébendazole

Son action parasitostatique permet une stabilisation du processus parasitaire sur de

longues périodes dans 70% des cas (89). Aprés un traitement prolongé et continu, une

guérison compléte a pu méme Etre obtenue (1). La tolérance est relativement bonne et la

réussite du traitement est fonction de :

- la durée du traitement qui doit étre supérieure a 2 ans

- la concentration sérique suffisante (>250 nmol/1)
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» Albendazole

L’Albendazole est actuellement le Benzimidazolé le plus utilisé dans I’échinococcose
alvéolaire. Il a ’avantage d’une meilleure efficacité que le Mébendazole mais présente une
toxicité plus importante. Son action est également parasitostatique. L’inoculation de matériel
provenant de malades traités a des rongeurs trés sensibles aboutit 4 'infection des animaux
(70). Rappelons que dans le traitement de Péchinococcose  alvéolaire humaine, seul
I’Escazole® a lautorisation de mise sur le marché obtenue en 1999, avec délivrance
hospitaliere. En cas de localisations extra-hépatiques, la posologie peut &tre augmentée (20
mg/kg/j), associée a un arrét de 7 j entre les cures. Souvent I’administration par cures est
abandonnée au profit d’un traitement continu, montrant une efficacité au moins égale et une
bonne tolérance. La durée de traitement n’est pas déterminée actuellement. Le traitement peut
étre a vie chez la plupart des patients ne présentant pas une élimination compléte des lésions

parasitaires.

*  Flubendazole
Ce dérivé fluoré du Mébendazole n’est plus utilisé dans le traitement de
I’échinococcose alvéolaire depuis 1985 par défaut d’efficacité (68).

* Praziquantel
Cette molécule est I’agent le plus agressif sur les protoscolex in vitro mais son
efficacité sur les larves des cestodes serait moins importante. Il présente surtout un intérét
comme vermifuge pour les hotes définitifs.

7.4. TRANSPLANTATION HEPATIQUE

La transplantation hépatique représente un espoir pour les patients ne pouvant
bénéficier d’exérese radicale. Elle est indiquée en cas de dysfonctionnement hépatique sévére
3): '

- cirrhose biliaire secondaire avec ascite ou hypertension portale

- angiocholite sévere mal contrblée

Les indications sont cependant trés limitées et les difficultés sont multiples. Un
traitement médicamenteux anti-parasitaire au long cours est nécessaire, en raison du
traitement immunosuppresseur pouvant induire une prolifération du tissu parasité résiduel ou
des localisations secondaires non décelées (2).
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8. PREVENTION

La prévention demeure indispensable dans la lutte contre une parasitose dont le
pronostic reste grave, et le traitement lourd et incertain. Elle rassemble les différents moyens

a mettre en ceuvre afin d’éviter la contamination humaine et de dépister précocement
Pinfection.

8.1. ACTION SUR LE RESERVOIR SAUVAGE

Agir sur les populations de renards et de rongeurs sauvages est difficile. Un
programme d’éradication du parasite 3 grande échelle est difficilement réalisable. En
Allemagne, ’addition de praziquantel aux appats destinés a la vaccination des renards contre

la rage a été mise a I’essai avec des résultats encourageants (102).
8.2. PRECAUTIONS INDIVIDUELLES

Des régles élémentaires d’hygiéne doivent étre suivies par les populations vivant dans
les zones d’endémie. Ces mesures visent a restreindre les situations a risque :

- porter des gants pour manipuler les renards et autres animaux infectés, vivants ainsi
que leurs excréments

- éviter de consommer les légumes crus provenant de jardins non clos accessibles a des
renards ou des baies sauvages provenant d’un endroit potentiellement souillé par des
renards infectés. Il faut absolument les cuire avant de les manger.

- se laver les mains aprés tout travail impliquant un contact avec de la terre
potentiellement contaminée (travaux agricoles, jardinage..) ou aprés avoir toiletté¢ ou
caressé un chien ou un chat ayant séjourné dans une région a risque

- vermifuger toutes les 4 semaines avec un médicament actif sur le parasite, tel le

praziquantel, les chiens et les chats vivant dans une région potentiellement a risque
8.3. MESURES REDUISANT LA MORBIDITE

Dans plusieurs régions, un dépistage systématique est réalis¢ dans les populations a
risque ou dans les populations rurales des zones fortement endémiques pour arriver a
diagnostiquer rapidement les infections et a les traiter. Des campagnes de dépistage, a I’aide
de tests sérologiques, éventuellement complétés par des échographies abdominales ont été
réalisées en France (Doubs), Suisse, Japon, Chine et Alaska. Les travaux publiés suggérent
que le prix de ces mesures est intéressant par rapport a celui du traitement des malades (4).
En Europe, un systéme de déclaration obligatoire des cas et de surveillance permet de suivre
Pévolution de I'infection (25).
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OUTILS DE DIAGNOSTIC ACTUELS
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De nouvelles techniques diagnostiques, applicables a I'infection chez I'’homme

comme chez ’animal ont été mises au point, durant ces derniéres années.

1. DETECTION D’E. MULTILOCULARIS CHEZ 1’ ANIMAL

Dans les études épidémiologiques, le diagnostic d’infection peut étre réalisé chez
I’h6te définitif et ’hdte intermédiaire. Le parasite ayant des localisations différentes, a savoir
intestinale chez I’hdte définitif et tissulaire chez I’hOte intermédiaire, les approches

diagnostiques sont par conséquent différentes.

1.1. DETECTION CHEZ 1’HOTE DEFINITIF

La détermination de la prévalence du parasite chez les hotes définitifs est essentielle
pour estimer le risque potentiel pour I'’homme et pour étudier les mécanismes de
transmission.

Dans le passé, la recherche directe du parasite a I’autopsie était la seule méthode de
détecter E. multilocularis chez T'hote définitif. Elle reste actuellement la méthode de
référence. Cependant, durant les derniéres années, d'autres approches ont été développées: les
techniques sérologiques, la recherche d'antigénes fécaux et la technique de la PCR sur les

matiéres fécales.
1.1.1. Méthodes directes

Le diagnostic parasitologique repose sur la détection du parasite dans le contenu
mtestinal aprés autopsie.

La technique de référence reconnue par 'OMS est la méthode de sédimentation et de
comptage des parasites sur une portion du tube digestif. Cette technique a été initialement
utilisée par Rausch en 1990 et récemment modifiée par Hofer (53). Une technique un peu
moins laborieuse par grattage de la muqueuse intestinale durant I’autopsie, est plus largement
utilisée dans les études a grande échelle (24). Toutefois, la sensibilité rapportée de cet
examen est de 87%, par rapport a la méthode de référence (53) et de 76% par rapport a la
détection d’antigenes fécaux (21).

Les méthodes directes sont longues, laborieuses et nécessitent des précautions
particuliéres du fait du risque d’infection pour le manipulateur. Les échantillons doivent &tre

décontaminés au préalable par congélation a —80°C pendant 5 jours.
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1.1.2. Détection d’anticorps sériques

Les tests sérologiques ne sont pas adaptés au diagnostic de I'infection a E.
multilocularis chez 'hote définitif, du fait de I’absence de corrélation entre la prévalence des

anticorps circulants et la présence de vers intestinaux (14).
1.1.3. Détection d’antigénes fécaux

Plusieurs groupes ont décrit des méthodes ELISA pour détecter les antigénes fécaux
éliminés par E. multilocularis chez les carnivores. Un kit est actuellement commercialisé :
Chekit® Echinotest (Dr Bommeli AG, Licbefeld-Bern, Switzerland) détectant & la fois les
antigénes E. multilocularis et E. granulosus (17). Des études ont montré la corrélation entre
la détection d’antigénes fécaux et la présence de Pinfection intestinale par E. multilocularis
chez le renard (15). Malgré une tendance a des valeurs élevées d’absorbance chez les
animaux fortement infestés, cette méthode ne permet cependant pas de quantifier la charge

parasitaire des animaux.

1.1.3.1. Cinétigue des antigénes

Les antigénes fécaux sont détectables durant la période latente et patente de
Pinfection chez I'héte définitif et disparaissent 2 & 5 jours apres I’élimination du parasite.
Détectés 6-17 jours post-infection chez les renards, les chiens et 11 jours chez les chats, ils
restent stables pendant au moins 5 jours dans des féces stockés a température ambiante et
peuvent étre fixés puis stockés pendant des semaines (15). La détection des antigénes fécaux

est ainsi possible sur féces fraichement émis ou collectés dans I’environnement.

1.1.3.2. Sensibilité et spécificité

Une sensibilité de 84 % a été rapportée pour une méthode ELISA réalisée chez 55
renards infectés (15). En comparaison, un examen coprologique chez les mémes animaux a
montré une sensibilité de 44 %. Une spécificité relative aux autres parasitoses a été
déterminée a 99 % dans une population de 658 chiens et 262 chats. Cependant des réactions
croisées ont été observées dans 16% des cas, sur une population de 32 chiens infectés par E.

granulosus (15).
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1.1.4. Détection d’ADN parasitaire dans les fécés

L’examen microscopique des féceés est limité par son manque de sensibilité et de
spécificité entre les différentes espéces de Tanidés, leurs ceufs étant morphologiques
identiques. Des méthodes de PCR ont été développées afin d’identifier spécifiquement les
ceufs d’E. multilocularis mais aussi des fragments tissulaires parasitaires éliminés dans les
fécés avec une spécificité d’espéce et une haute sensibilité. Aucun kit commercialisé n’est
disponible actuellement. Différentes méthodes d’extraction d’ADN ainsi que différentes

réactions de PCR ont été utilisées.

1.1.4.1. Extraction d’ADN

Des méthodes d’extraction d’ADN a partir des fécés sont :

- soit basées sur des étapes de lyse alcaline (10, 21)

- soit sur le chauffage a 100°C dans 0,5% de Sodium Dodecyl Sulfate et la
digestion par la protéinase K (106).

Du a la présence de substances inhibitrices dans les féces, seule une petite quantité
d’échantillon peut étre analysée (0,5 - 4 g) et une purification intensive de 'ADN est
indispensable (extraction phénol/chloroforme et utilisation de matrices absorbantes). Des
effets inhibiteurs trés forts peuvent exister malgré les purifications (21).

L’introduction d’une étape de purification supplémentaire de 'ADN a permis
d’augmenter la sensibilité jusqu’a 82% (77).

Une autre approche consiste a introduire une étape initiale de concentration des ceufs
d’helminthes par la technique de flottaison utilisant une solution de chlorure de Zinc. Mathis
a développé une PCR basée sur I’extraction de ’ADN & partir d’ceufs. Cette approche
présente un protocole d’extraction simplifi¢ (74).

1.1.4.2. Réaction de PCR et génes cible

Deux génes différents ont été utilisés comme cible dans la détection d’ADN E.
multilocularis dans les fécés d’hote définitif :

- le géne Ul snRNA

Le protocole initial de PCR de Bretagne (10) a été transformé en PCR nichée par

Monnier (77). Celle-ci présente une sensibilité de 82% et une spécificité de 96%.

- le géne mitochondrial 12S rRNA

La PCR nichée utilisant ce geéne cible présente une sensibilit¢ de 89% et une
spécificité de 100% (21). La sensibilité est cependant dépendant de la charge
parasitaire : elle n’est plus que de 70% lorsque la charge parasitaire est inférieure a
10.
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Tableau III : Caractéristiques des principaux tests de détéction du parasite E.
multilocularis chez Phote définitif

Test Caractéristiques Sensibilité | Spécificité | Réf.
Technique de | Méthode de référence 100% 100% (53)
sédimentation |- quantification précise
et de - application a I’autopsie
comptage - test laborieux, non applicable en

routine : long et nécessitant des
précautions particulicres
Technique de | Test parasitologique de routine 2 78%* 100% (53)
grattage de I’autopsie
Pintestin - semi-quantitatif 76% ° (21)
- application a I’autopsie
- spécificité multiple pour les
helminthes intestinaux
Détection Test de routine pour le dépistage 84% * 99% (15)
d’antigénes |de masse
fécaux par - diagnostic in vivo et post- mortem 87%* 70% (95)
ELISA - utilisable sur des féces collectés
dans I’environnement 60-80%? | 80-95% | (16)
Microscopie | Test de confirmation pour 94% * 100% (74
combinée a la | Pidentification d’ccufs d’E.
PCR multilocularis ou dans les cas
(géne cible : | positifs en ELISA
UlsnRNA) - diagnostic in vivo et post-mortem
- spécificité multiple pour les ceufs
d’helminthes (microscopie)
- détection uniquement d’ceufs d’E.
multilocularis par PCR
PCR Méthode alternative a autopsie 82%*° 96% 77
(géne cible : |- détection d’ceufs et de tissus
UlsnRNA) |parasitaires dans les féces
- diagnostic in vivo et post-mortem
PCR (géne |- utilisable sur des fécés collectés 89% © 100% | (21)
cible : 128 dans P’environnement
rRNA) Non 100% | (106)
évaluée

* sensibilité calculée en comparaison de la méthode de référence
® sensibilité calculée en comparaison de la détection des antigénes fécaux

¢ sensibilité calculée en comparaison de la technique de grattage de Pintestin
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1.1.5. Approche diagnostique actuelle

La détection d’antigénes fécaux par ELISA est une méthode simple, peu cofliteuse
avec une grande sensibilité et spécificité. Elle remplace I'autopsie dans les études
épidémiologiques de grande échelle chez I’hdte définitif (87). Dans les populations animales
avec une faible prévalence d’E. multilocularis comme les chiens et les chats, la méthode
ELISA a une trés forte valeur prédictive négative mais une faible valeur prédictive positive.
Par conséquent les résultats positifs en ELISA devront étre confirmés par PCR.

La PCR peut étre réalisée sur des fécés présentant une méthode ELISA positive ou
dans lesquels des ceufs de Taenidés ont été observés aprés concentration. Cette stratégie a été

utilisée avec succes chez le renard, le chien et le chat (15, 44, 106).

Ces deux techniques permettent le diagnostic aussi bien chez 1’animal vivant qu’en
post-mortem. De plus, elles peuvent aussi étre utilisées pour analyser les fécés collectés dans
Penvironnement mais aussi pour rechercher une contamination du sol, des herbages ou de
Peau par les ceufs d’E. multilocularis. Cela facilite de nouvelles approches pour investiguer

la dynamique de transmission du parasite.

1.2. DETECTION CHEZ I’HOTE INTERMEDIAIRE

La prévalence du parasite chez les hotes intermédiaires a été investiguée dans des
études récentes afin d’étudier la transmission temporelle et spatiale du parasite (100) ou de
déterminer les effets d’un traitement a long terme des renards (51). Le diagnostic d’infection
a E. multilocularis chez les hites intermédiaires autopsiés est basé sur un examen
macroscopique et histologique (coloration a ’hématoxyline et au P.A.S) qui montre des
structures caractéristiques comme les protoscolex. Cependant des Iésions hépatiques, trés
petites, atypiques ou calcifiées ne sont pas détectées par ces méthodes. La méthode de choix
pour identifier de telles Iésions est la PCR (14).
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2. DIAGNOSTIC DE L’ECHINOCOCCOSE ALVEOLAIRE
HUMAINE

Chez I’homme, le diagnostic est généralement basé sur les données épidémiologiques,

cliniques ainsi que sur les résultats d’imagerie et des tests sérologiques.

2.1. EXAMENS BIOLOGIQUES NON SPECIFIQUES (5), (6)
2.1.1. Hémogramme

Une ¢lévation modérée des éosinophiles sanguins (> 7%) n’est observée que dans
10% des cas d’échinococcose alvéolaire. Il peut exister une anémie modérée de type
inflammatoire et une hyperleucocytose a polynucléaires neutrophiles en cas de surinfection

bactérienne

2.1.2. Dosage des immunoglobulines

Dans 80% des cas, il existe une hyper-gammaglobulinémie supérieure a 20, voire 30
g/l. Dans la plupart des cas, il s’agit d’'une augmentation polyclonale des IgG, IgA et IgM.

Par contre les IgE ne sont augmentés que dans la moitié des cas.

2.1.3. Vitesse de sédimentation et protéine C réactive

La vitesse de sédimentation est souvent trés augmentée. Un taux élevé de protéine C

réactive n’est observé que chez les patients souffrant d’une surinfection bactérienne.

2.1.4. Marqueurs hépatiques

La cholestase est présente dans la plupart des cas, qu’il existe ou non un ictére :
les phosphatases alcalines sont augmentées jusqu’a 6 fois la normale et la gamma glutamyl
transpeptidase, souvent 20 fois supérieure a la normale.
D’autres anomalies biologiques sont proportionnelles & Pétat d’évolution de la
maladie :
- les taux de bilirubine totale et conjuguée dépendent de I’intensité de I'ictére.
- les transaminases sériques restent normales. Elles sont modérément augmentées

jusqu’a 2 a 3 fois, que s’il existe un processus nécrotique hépatique.
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2.2. EXAMENS D’IMAGERIE (90, 82)

Les examens d’imagerie contribuent au dépistage, au diagnostic et servent a préciser
les indications opératoires en établissant de maniére précise la topographie des lésions. La
radiographie, 1'ultrasonographie, la tomodensitométric et la résonance magnétique sont

utilisées.

2.2.1. Radiologie conventionnelle

La radiographic de I’abdomen sans préparation n’est pas un examen effectué
systématiquement. Sa réalisation pour tout autre motif peut cependant étre a I'origine du
diagnostic, au stade asymptomatique. Des calcifications hépatiques dispersées en « mie de
pain », punctiformes ou en flammeéches, ou appartenant & des structures nodulaires peuvent
étre observées.

La radiographie pulmonaire peut mettre en évidence une surélévation de la coupole
diaphragmatique droite, correspondant a une hépatomégalie, un épanchement pleural par

dissémination de contiguité.
2.2.2. Echographie abdominale

C’est actuellement I'examen le plus utile tant sur le plan dépistage que diagnostic.
La sémiologie échographique est polymorphe et refléte la complexité des Iésions. L’aspect
des Iésions est le plus souvent celui d'une masse hépatique a contours irréguliers, mal définis,
en « carte de géographie ». Cette masse est hétérogeéne associant des zones hyperéchogénes
dues a la fibrose ou aux calcifications, et des zones hypoéchogénes dues au processus de
nécrose. On peut parfois visualiser des zones nécrotiques pseudokystiques et observer
I’envahissement du hile ainsi que la dilatation des canaux biliaires intrahépatiques.

Sa simplicité, son faible cofit, sa bonne sensibilité en font une méthode utilisée dans
les dépistages systématiques en zone d’endémie, dans le diagnostic et la surveillance mais
également pour localiser les I€sions et leurs extensions aux voies biliaires, aux structures
vasculaires et extra-hépatiques proches. Elle ne permet cependant pas une délimitation

précise des lésions.
2.2.3. Tomodensitométrie abdominale (T.D.M)

Le scanner est essentiel pour explorer plus précisément les lésions et suivre

I’évolution de la maladie. 11 permet de déterminer le nombre, la taille et les limites du ou des
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lésions, ainsi que l'extension aux structures voisines. De plus, cet examen peut mettre en
évidence des micro-calcifications hépatiques non décelées a I’échographie.

L’aspect typique est celui d’une masse hépatique, souvent unique, globalement
hypodense par rapport au parenchyme normal avant injection de produit de contraste, de
contenu hétérogéne, ne se rehaussant pas du tout ou que trés faiblement, apres injection, ce

qui témoigne de I’absence de vascularisation de la masse lésionnelle.
2.2.4. Imagerie par résonance magnétique (I.LR.M)

L’imagerie par résonance magnétique est surtout utile pour analyser les contenus des
foyers parasitaires. Elle apparait comme un examen complémentaire du scanner. Les
multiples vésicules parasitaires, infracentimétriques peuvent €tre visualisées: 1’image en
« rayon de miel » est caractéristique de I’affection et peut permettre d’identifier les formes
débutantes. Cet examen permet aussi d’apprécier les envahissements vasculaires et
Iextension de contiguité. Par contre, les calcifications peuvent passer inapergues par cette

technique.
2.2.5. Techniques avec opacifications des voies biliaires, vasculaires

La cholangiographie rétrograde par voie endoscopique ou percutanée, est pratiquée en
pré- ou per-opératoire. Elle étudie les voies biliaires, apprécie une sténose, une compression
ou une dilatation et cherche un retentissement sur le reste de la structure hépato-biliaire.

L’artériographie est rarement pratiquée sauf avant une intervention chirurgicale pour
renseigner sur la relation entre les foyers parasitaires avec la vascularisation porto-cave et

sus-hépatique.
2.2.6. Bilan d’extension

Le bilan d’extension extrahépatique de contiguité est réalisé essenticllement au
scanner et a 'IRM. L’exploration de 1’extension vasculaire fait appel a I’échographie couplée
au Doppler pulsé et couleur qui permet de mettre en évidence une sténose de la veine porte

ou de la veine cave supérieure et des veines sus-hépatiques.

Enfin, le bilan radiologique comporte la recherche de localisations secondaires en
particulier pulmonaires et cérébrales. L’étude d’autres sites secondaires potentiels est guidée

par les manifestations cliniques.
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2.2.7. Classification OMS des échinococcoses alvéolaires humaines

Un systéme de classification des échinococcoses alvéolaires humaines, désigné par le
systéme PNM a été recommandé par ’OMS (Tableau 1V) .

Tableau IV: Systéme PNM de classification des échinococcoses alvéolaires humaines,
recommandé par POMS (82)

P = localisation primaire du parasite

PX  Lésion primaire indéterminée

PO Non détectable dans le foie

P1 Lésions périphériques sans envahissement proximal vasculaire et/ou biliaire

P2 Lésions centrales avec envahissement proximal vasculaire et/ou biliaire dun lobe

P3 Lésions centrales avec envahissement proximal vasculaire et biliaire des deux lobes
et/ou avec envahissement des deux veines hépatiques

P4 Toute 1ésion hépatique avec extension a I’arbre vasculaire et biliaire

N= envahissement des organes voisins

(diaphragme, poumon, plévre, péricarde, cceur, paroi gastrique et duodénale, péritoine, rétropéritoine, pancréas,
rein, nedules régionaux lymphoides, ligaments hépatiques)

NX  Non évaluable

N1 Pas d’envahissement régional

N2  Envahissement régional des organes ou tissus contigus

M= métastases

(poumon, nodules lymphoides, rate, systéme nerveux central, os, peau, muscle, péritoine et rétropéritoine)
MX Non évaluable

MO  Pas de métastase

M1  Métastase
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2.3. TESTS SEROLOGIQUES

Les tests sérologiques sont utilisés comme tests en diagnostic ou en confirmation des
résultats de I'imagerie. Seuls ou associés a I’échographie, ces tests peuvent aussi étre utilisés
dans le dépistage dans des populations en zone d’endémie. Plusieurs techniques, qualitatives
et quantitatives, sont disponibles, mais leur sensibilité et leur spécificité sont conditionnées

par la qualité de I’antigéne.
2.3.1. Source d’antigénes

La recherche d’anticorps circulants anti- F. multilocularis peut étre effectuée par des
techniques utilisant des antigénes bruts d’E. multilocularis mais aussi d’ E. granulosus, étant

donné d’importantes parentés antigéniques entre les deux espéces.

- Le liquide hydatique (HCF) ponctionné de kystes fertiles d’animaux infectés est
utilisé en routine pour préparer les antigénes hétérologues.

- Les antigénes homologues sont facilement obtenus & partir de souches parasitaires
entretenues au laboratoire, ou conservées dans des banques parasitaires dans I’azote
liquide ou méme en culture. Les antigénes bruts d’E. multilocularis s’opposent aux
antigénes spécifiques. Un certain nombre d’antigénes candidats ont €té produits :
fraction antigénique hautement purifiée, antigéne recombinant, peptide synthétique.

2.3.2. Immunofluorescence indirecte

Cette technique utilise des antigénes figurés, provenant de coupes de foie d’animaux
parasités par E. granulosus ou E. multilocularis. Les fragments de foie sont soit récupérés des
abattoirs, soit prélevés sur des animaux expérimentalement infectés. Une autre alternative
consiste a réaliser des coupes de ceeurs de souris aprés congélation et inclusion en son centre
d’un culot de centrifugation de liquide hydatique. La formation du complexe antigéne-
anticorps est révélée par ajout d’une anti-globuline humaine marquée a la fluorescéine puis

lecture au microscope a ultra-violets.

Le test est quantitatif, de bonne sensibilité mais de spécificité médiocre. 11 ne permet
pas de différencier une échinococcose alvéolaire d’une hydatidose. Il peut étre utilisé comme
test diagnostique de premifre intention. Des études ont rapporté que I’emploi d’antigéne
homologue n’améliorait pas la sensibilit¢ de I'immunofluorescence dans le diagnostic

d’échinococcose alvéolaire (71).
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2.3.3. Inmunoélectrophorése, électrosynéreése

Ces techniques utilisent des antigénes solubles bruts hétérologues (E. granulosus). La
présence de complexe antigéne-anticorps se traduit par I’existence d’arcs de précipitations.
De nombreux arcs sont communs aux deux espéces d’Echinococcus, en raison de leurs
fractions antigéniques communes. L’arc 5, d’abord considéré comme strictement spécifique
d’E. granulosus, a été retrouvé avec d’autres helminthiases : il est présent dans 42-58% des
cas d’échinococcose alvéolaire (86).

La technique d’immunoélectrophorése est qualitative, longue (4 jours), et nécessite de
grande quantité de sérums ainsi que d’antigénes. L’électrosynérése conduit a des résultats
sensiblement identiques & ceux de I'immunoélectrophorése mais elle présente I’avantage

d’étre plus rapide (3-5 heures).
2.3.4. Hémagglutination indirecte

Des antigenes solubles bruts mais aussi des antigénes spécifiques peuvent étre utilisés.
Plusieurs kits utilisant des antigénes bruts E. granulosus sont commercialisés. La formation
du complexe antigéne-anticorps est mise en évidence par I’hémagglutination des globules
rouges de moutons sensibilisés par I’antigéne.

C’est une technique quantitative et rapide. La sensibilité et la spécificité dépendent

des antigénes utilisés.
2.3.5. Méthodes immuno-enzymatiques (ELISA)

La qualit¢ de I'immunodiagnostic s’est considérablement accrue avec I’emploi de
réactions immuno-enzymatiques. Des efforts majeurs ont été réalisés afin d’améliorer la
sensibilité et la spécificité de ces tests.

2.3.5.1. Antigéneé bruts &’E. multilocularis ou E. granulosus

Des méthodes ELISA utilisant des antigénes bruts d’E. granulosus (ELISA-HCF) ou
d’E. multilocularis peuvent é&tre utilisées en premiére intention dans le diagnostic de
I’échinococcose alvéolaire, de part leur grande sensibilité respective de 97% et 96% (86).
Leur spécificité est cependant médiocre. Ces tests ne permettent pas le diagnostic différentiel
des échinococcoses et peuvent présenter des réactions croisées avec d’autres parasitoses :
cysticercose, fasciolose, schistosomiase, onchocercose, anguillulose et ascaridiose (86). Leur
ntérét réside dans la possibilité d’une utilisation comme test de dépistage global de

Péchinococcose.
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2.3.5.2. Principaux antigénes d’E. multilocularis fractionnés ou recombinants

De nombreux travaux ont été effectués afin d’identifier des antigénes spécifiques d’E.
multilocularis. Plusieurs antigénes candidats ont été caractérisés indépendamment en Suisse
(Em2, 11/3-10), en Allemagne (Eml10, Eml3) et au Japon (Eml8). Des protéines
‘recombinantes ont notamment pu é&tre produites et leur application au diagnostic

d’échinococcose alvéolaire a été évaluée.

> Em2 et I1/3-10

L’antigéne Em2 est un antigéne natif spécifique d’espéce, isolé du cestode E.
multilocularis par Gottstein en 1985 (39). Un anticorps monoclonal MabG11 dirigé contre
Em2 a été produit par Deplazes en 1991 (18). Cet antigéne immunodominant associé¢ la
couche lamellaire d’E. multilocularis est une protéine glycosylée de type mycine (56). La
sensibilité du test ELISA utilisant Em2 (Em2-ELISA) est de 89% et la spécificité de 94%
41).

L’antigéne désigné I1/3-10 est un antigéne spécifique localisé dans le protoscolex,
obtenu par génie génétique (78). Le test ELISA utilisant I’antigéne 11/3-10 (11/3-10-ELISA)
présente une sensibilité de 86% et une spécificité de 93%.

Les deux antigénes Em2 et I1/3-10 ont été combinés et utilisés avec succés dans un
test ELISA commercialisé actuellement (Em2Plus-ELISA, Bordier Affinity Products,
Crissier, Switzerland) qui présente une sensibilité de 97% pour le diagnostic d’échinococcose
alvéolaire. Cependant, Em2plus-ELISA présente des réactions croisées avec le kyste
hydatique dans 25,8% des cas, ce qui est beaucoup plus fréquent qu’avec Em2 seul (5,6 %
des cas) et 11/3-10 seul (6,5 % des cas). Les réactions croisées avec d’autres parasitoses sont
limitées avec Em2plus (41). Il est utilisé dans le diagnostic de 1’échinococcose alvéolaire et

dans le dépistage de masse.

> Eml0

L’antigéne I1/3-10 a également été cloné par une autre équipe et nommé Em10 (31).
La technique ELISA utilisant ’antigéne Em10 (Em10-ELISA) présente une sensibilité de
93% et une spécificité de 97% (52). Quelques réactions croisées peuvent étre observées,

notamment lors de neurocysticercose.

> Eml3

Frosch et coll. ont décrit un deuxiéme antigéne recombinant spécifique d’E.
multilocularis, appelé Em13 (32). Le test ELISA utilisant Em13 (Em13-ELISA) présente une
sensibilité de 82% et une spécificité de 100%. La région codante correspondante a également
été détectée dans E. granulosus (EG13), cependant la protéine n’est pas exprimée dans le
kyste hydatique.
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> Eml8

L’antigéne Em18 a été obtenu a partir d’extrait de protoscolex d’E. multilocularis
purifié (59). Eml8 est un produit de dégradation de Eml10 par action de la cystéine
protéinase. Des réactions croisées avec I’hydatidose ont été observées avec les tests ELISA
utilisant Em18 (61). L’antigéne Em18 a été cloné et un test ELISA utilisant I’antigéne Em18
recombinant a été développé. La sensibilité rapportée de ce test est de 87% avec une
spécificité de 97% (96). Ce test permet non seulement de différencier I'échinococcose
alvéolaire de 1’hydatidose mais il semble également distinguer les formes actives et inactives
d’échinococcose alvéolaire. La détection des anticorps dirigés contre Em18 peut ainsi
s’avérer utile dans le suivi aprés traitement chirurgical et/ou médicamenteux.

> Phosphatase alcaline

Un antigéne purifié, caractérisé par ses épitopes communs avec la fraction Em2, a été
décrit par Sarciron (98). C’est une phosphatase alcaline d’E. multilocularis, appelée EmAP.
Le test ELISA utilisant EmAP (EmAP-ELISA) posséde des caractéristiques remarquables
avec une spécificité et une sensibilité avoisinant les 100% (97). Cet antigéne a le potentiel
pour une utilisation en diagnostic de routine de 1’échinococcose alvéolaire mais aussi dans la
surveillance sérologique des patients traités (69).

2.3.5.3. Sous-classe d’IgG

Les tests sérologiques de routine dans le diagnostic de I’échinococcose sont basés sur
la détection des IgG totaux. Des travaux ont étudié I'intérét de détecter des sous-classes
d’IgG. IgG1 et IgG4 semblent jouer un role important dans le diagnostic d’échinococcose
alvéolaire et d’hydatidose (119). Des travaux ont suggéré un intérét de la détection des IgG4
dans le suivi sérologique de I’échinococcose alvéolaire en montrant que la réapparition des
IgG4 était révélatrice de récurrence de la maladie (118). Grimm et coll. ont rapporté une
meilleure spécificité de la détection des IgG4™ par HCF-ELISA dans le diagnostic
d’échinococcose : 100% versus 51% pour la détection d’IgG totales. Cependant sa sensibilité
est médiocre 67% (46). Ce test n’est donc pas adapté pour le dépistage mais il peut étre
utilis¢é comme test de confirmation d’échinococcoses avec une haute valeur prédictive

positive.
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2.3.6. Western Blot

2.3.6.1. Antigéne Em18

Un Western Blot utilisant I’antigéne Em18 (Em18-Western Blot) a montré son utilité
dans le diagnostic d’échinococcose alvéolaire avec une haute sensibilité et spécificité
d’espéce. Sa spécificité apparait comparable a celle d’Em2plus-ELISA (60).

Em18-Western Blot a été utilis€ avec succes pour €valuer efficacité d’un traitement
médicamenteux (73). En effet, ce test semble capable de distinguer les formes actives et
mactives d’échinococcose alvéolaire d’ou un intérét dans la surveillance des patients apres
traitement (58).

2.3.6.2. Antigéne natif

Un Western Blot utilisant des larves entieres d’E. multilocularis comme antigéne a été
développé et commercialisé (Echinococcus WB 1gG, LDBIO Diagnostics, Lyon, France) Ce
test qualitatif permet de détecter la présence d’IgG anti-Echinococcus.

Il est utilis€ comme test de confirmation dans le diagnostic d’échinococcose
alvéolaire et d’hydatidose. Sa sensibilité est de 97% pour le genre Echinococcus, 98% pour
Pespece E. granulosus et 96,7% pour E. multilocularis avec une spécificité relative a d’autres
pathologies parasitaires de 93%. De plus, ce test permet, dans 76% des cas, de faire la

distinction entre échinococcose alvéolaire et hydatidose (72).
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Tableau V: Sensibilité et spécificité des principaux tests utilisés en immunodiagnostic
dans Péchinococcose alvéolaire humaine

Antigéne Méthode Sensibilité Spécificité Spécificité Ref.
en % relative a Relative a d’autres
(nombre de cas hydatidose en % | parasitoses en %
d’échinococcose | (nombre de cas testés) | (nombre de cas testés)
alvéolaire testés)
Liquide de kyste IgG 97 (140) - 51(1447%) (1
hydatique ELISA
Liquide de kyste 1gG4 67 (54) 62 (56) 100 (80 b) (46)
hydatique ELISA .
Antigéne brut . | ELISA 96 (140) 38 (124) 97 (144%) (41)
multilocularis
Em2 ELISA 89 (140) 94 (124) 100 (144 %) (41)
Emll/3-10 ELISA 86 (140) 93 (124) 98 (144 ) (41)
Em2plus ELISA 97 (140) 74 (124) 98 (144 %) “1n
(mélange d’Em?2
et d’Emll/3-10)
Em10 ELISA 93 (742 97 (64) 90 (319 (52)
recombinant
Eml13 ELISA 82 (28) 100 (55) 100 (15 d) (32)
recombinant
Em18/16 ELISA 91 (79) 67 (48) 100 (35 °) (57)
Emi8 ELISA 91 (44) 89 (70) 100 (29 t) (61)
Em18 ELISA 87 (31) 97 (33) 100 (10 f) (96)
recombinant
Em Phosphatase | ELISA 100 (37) 100 (44) 100 (34 %) C4)]
alcaline purifié
Eml18 Western 97 (66) 95 (173) 100 (71 %) (60)
Blot
Em18 Western 90 (31) 97 (33) 100 (10 %) (96)
recombinant Blot
Glycoprotéines | Western 97 (61) 98 (50) 93 (109" (72)
(LDBIO Blot
Diagnostics)
* TFascioloses (20), schistosomiases (17) cysticercoses (20), Teenia sp. (17), nématodes (70)
® Protozoaires (24), trématodes (16), nématodes (32), cysticercoses (8)
¢ Cysticercoses (17), filarioses (3), fascioloses (2), amibiases (2), schistosomiases (4), paragonimoses (3)
¢ Helminthioses
© Cysticercoses (28), sparganoses (2), paragonimoses {5)
' Cysticercoses
i Amibiases (5), paludismes (3), schistosomiases (11), trichinelloses (8), toxocaroses (7)

fascioloses (4), filarioses (4)
! Cysticercoses (20), tenia (1), schistosomiases (26), fascioloses (10), filarioses (8), trichinelloses (8),
anguilluloses (2), toxocaroses (10), amibiases (10), leishmanioses (4), toxoplasmoses (4), paludisme (6)

Cysticersoses (23), schistosomiases (10), paragonimoses (10), clonorchiases (10), sparganoses (10),
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2.3.7. Démarche immunodiagnostique

2.3.7.1. Tests de premiére intention

Deux types de tests peuvent étre utilisés :

- Les tests utilisant des antigénes bruts d’E. multilocularis (ELISA) ou E. granulosus
(ELISA, Immunofluorescence, hémagglutination...) :
Leur sensibilité est élevée, pouvant méme dépasser celle des tests avec antigénes
spécifiques, mais leur spécificité est moindre. Des réactions croisées existent avec

d’autres parasitoses et notamment avec les cysticercoses.

- Les tests utilisant des antigénes spécifiques purifiés ou recombinants, qui présentent
une grande sensibilit¢é (Em2plus-ELISA, Eml18-ELISA, Eml0-ELISA, EmAP-
ELISA): ce sont les techniques de choix utilisées en premiére intention. Leur
sensibilité est approximativement entre 90-100% et leur spécificité relative aux autres
parasitoses est élevée. Des réactions croisées peuvent exister avec ’hydatidose mise a
part semblerait-il dans EmAP-ELISA. Le seul test commercialisé Em2plus-ELISA
présente une forte spécificité vis a vis d’autres parasitoses (90%) et un peu moindre
vis & vis de P'hydatidose (74%).

2.3.7.2. Tests secondaires de confirmation

Des tests avec une haute spécificité sont utilisés secondairement pour confirmer le
diagnostic d’échinococcose alvéolaire et exclure les réactions croisées. Des techniques
Western Blot sont utilisées dans cette indication: Em18-Western blot ainsi que le kit
commercialisé (LDBIO).

L’immunodiagnostic d’échinococcose alvéolaire est généralernent hautement sensible
et spécifique, en particulier, si plusieurs tests sont utilisés. Mais Iinterprétation peut s’avérer
délicate dans certains cas. Des formes abortives peuvent s’accompagner d’une sérologie

positive et & I’'inverse, la sérologie est négative dans 5% des cas d’échinococcose alvéolaire.
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Figure 10 : Approche immunodiagnostique de I’échinococcose alvéolaire humaine, selon
POMS (82)

Test sérologique de premiére intention: haute sensibilité
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2.3.7.3. Surveillance sérologique aprés traitement

Pour évaluer Pefficacité d’un traitement chirurgical et/ou médicamenteux ainsi que la

viabilité du parasite, les tests sérologiques ont une valeur limitée.

Quelques antigénes, comme Em18, 1I/3-10, Em10 ou EmAP semblent distinguer les
lésions actives et inactives. ELISA-Em2plus et Em18-Western blot ont été utilisés avec
succés pour évaluer Pefficacité d’un traitcment médicamenteux (73). Le test EmAP-ELISA
présenterait ’avantage de détecter des récurrences en post-opératoires bien avant 1’apparition
de signes cliniques ou radiologiques. Cet antigéne serait dépendant de la viabilité du parasite,
contrairement a Pantigéne Em2 qui persiste dans 'organisme tant que la disparition du

parasite n’est pas compléte (97).

Des tests cellulaires spécifiques comme [’évaluation in vitro de la réponse
lymphoproliférative a la stimulation par un antigéne d’E. multilocularis peuvent étre utilisés
dans des études scientifiques. La réponse est forte chez les patients guéris ou ayant subi une
excision chirurgicale compléte et faible chez ceux qui n’ont subi aucune opération ou une

excision chirurgicale incompléte (42).

2.4. ANALYSE DE BIOPSIE OU DE PIECE OPERATOIRE

L’examen d’une biopsie ou de piéce opératoire, en cas d’intervention chirurgicale,
permet de poser un diagnostic de certitude en montrant un aspect anatomo-pathologique
caractéristique ou en y détectant spécifiquement le parasite par immunohistochimie ou par
PCR. La biopsie n’est pratiquée que rarement. Le plus souvent, elle est réalisée a la recherche
d’une autre pathologie et le diagnostic d’échinococcose alvéolaire sera une découverte

histologique.
2.4.1. Examen histologique

C’est un examen clé¢ du diagnostic. Les colorations 2 'Hématoxyline et au P.A.S
permettent de mettre en évidence les Iksions parasitaires précédemment décrites, et
notamment la cuticule P.A.S positive caractéristique. Rappelons qu’en ’absence de lésion
caractéristique, P’aspect anatomo-pathologique n’est pas spécifique et peut alors correspondre

4 une réaction fibro-inflammatoire.
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Les prélévements peuvent étre obtenus a partir d’un acte chirurgical ou plus rarement
par biopsie a I’aiguille fine, qui contrairement au kyste hydatique est dépourvue de risque de
choc anaphylactique. Cependant une dissémination du tissu parasitaire est possible, ce qui-
pourrait entrainer la formation de localisations secondaires et nécessiter un traitement

médicamenteux post-opératoire (120).

2.4.2. Détection d’antigénes parasitaires par immunohistochimie

Dans la majorité des cas, I’examen histologique est suffisant pour mettre en évidence
le parasite dans les biopsies. Mais dans certains cas, I’antigene spécifique Em2 peut étre
détecté par immunohistochimie a I’aide de I’anticorps monoclonal MabG1l1 (18). Cet
antigéne persiste dans les Iésions calcifiées au sein des fragments de couche lamellaire méme

aprés la mort du parasite.

2.4.3. Détection d’ADN parasitaire par PCR

En 1988, Yap et coll. utilisent une méthode Southern Blot pour détecter '’ADN d’E.
multilocularis dans des biopsies de patients (121). Cette technique utilisant des fragments
d’ADN du parasite biotinylisé, obtenus a partir d’ADN total digéré, est trop complexe pour
une utilisation en routine. En 1990, Vogel et coll. décrivent une sonde pAL1, dérivée de
PADN génomique d’E. multilocularis et I'utilisent en Southern Blot pour faire le diagnostic
d’espéce (110). La séquence de cette sonde va servir & construire les amorces BG1/BG2
utilisés en PCR (43).

Plusieurs réactions PCR utilisant, comme géne cible, Ul snRNA ou le gene
mitochondrial 12S rRNA ont été développées et utilisées pour la détection d’ADN d’E.
multilocularis, principalement dans les fécés d’hdte définitif, comme cela a ¢été¢ décrit
précédemment. La PCR peut aussi €tre utilisée pour identifier le parasite dans les biopsies
chez 'homme. Cette technique est reconnue comme un test de confirmation dans le
diagnostic d’échinococcose alvéolaire mais son utilisation reste encore limitée a des cas
particuliers.

Une technique de RT-PCR, utilisant des amorces dérivées du géne Eml0, a été
développée par Kern et coll. (64). Elle permet non seulement de détecter le parasite mais

aussi de déterminer sa viabilité d’ou un intérét pour évaluer I’efficacité d’un traitement.

Dans le tableau VI figure la séquence des primers des différentes réactions PCR
utilisées dans le diagnostic chez I’hte définitif ou intermédiaire.
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Tableau VI: Séquences des primers des réactions PCR utilisées chez I’héote définitif ou

intermédiaire (16)

Séquence des amorces (5°=»3") Geéne-cible | Hobte | Protocole | Réf.
BG1 : TCATTCTGGTCACTCATTGTTCACC - HI PCR (43)
BG2 : GCAGTCTATTCTCCTCTCAACTGCC
PF18 : CTACATCGACTCAAACTGTT
GTGAGGCGATGTGTGGTGATGGAGA Ul snRNA | HD PCR (10)
GAAGGCAAGTGGTCAGGGGCAGTAG
EM-H15 : CCATATTACAACAATATTCCTATC 12S rRNA | HI PCR (100)
EM-H17 : GTGAGTGATTCTTGTTAGGGGAAG
Amorces extérieures 12S rRNA | HD, PCR @n
P60.for : H nichée
TTAAGATATATGTGGTACAGGATTAGATACCC
P375.rev : AACCGAGGGTGACGGGCGGTGTGTACC
Amorces intérieurs
Pnest.for :
ACAATACCATATTACAACAATATTCCTATC
Pnest.rev : ATATTTTGTAAGGTTGTTCTA
Amorces extérieures 12S rRNA | HD PCR (106)
Em-1 : AAGATATATGTGGTACAGGATTAGATACCC nichée

Em-2 : GGTGACGGGCGGTGTTGTA

Amorces intérieures
Em-3 : ATATTACAACAATATTCCTATC
Em-4 : ATATTTTGTAAGGTTGTTCTA

HD, héte définitif ; HI, hote intermédiaire

2.5. DIAGNOSTIC DIFFERENTIEL

Le diagnostic différentiel est toujours le cancer primitif du foie. Les maladies

suivantes peuvent également donner une image clinique similaire :

tumeur hépatique

secondaire, hydatidose a E. granulosus, cirthose du foie, abcés hépatique (Entamoeba

histolytica), cholecystite avec lithiase, tumeur du pancréas et tuberculose hépatique.
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MATERIELS ET METHODES
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Pour le diagnostic biologique des deux cas étudi€s, une démarche basée sur différents
tests sérologiques a été utilisée : deux tests de dépistage (ELISA-HCF et ELISA Em2plus) et
un test de confirmation (Western Blot commercialis¢é par LDBIO). Deux réactions PCR
détectant E. multilocularis et E. granulosus ont été réalisées sur des biopsies et divers

échantillons biologiques.

1. DETECTION DES ANTICORPS SPECIFIQUES PAR ELISA

1.1. ELISA « maison » utilisant un antigéne brut d’E. granulosus (ELISA-HCF)

»  Préparation des antigénes solubles de kyste hydatique

Les antigénes sont préparés a partir de liquides de kystes hydatiques ovins fournis par
le laboratoire de parasitologic de Monastir (Tunisie). Aprés avoir éliminé les membranes
visibles a P’ceil nu, puis concentré les scolex par sédimentation, le liquide a été centrifugé a
1000 tours par minute pendant 5 minutes. Le surnageant a ensuite été mis en dialyse contre
de P'eau distillée a +4°C pendant 2 jours en renouvelant I’eau 2 fois par jour. Un liquide
opalescent a ainsi été obtenu en raison de la précipitation des protéines. Ce liquide
constituant Pantigéne brut a été lyophilisé et la concentration en protéine a été déterminée par
la méthode de Bradford. Pour son emploi, le lyophilisat est dilué & la concentration
appropriée dans du tampon carbonate-bicarbonate (Sigma, Isle d’Abeau, France), a savoir : 5

ug de protéines par ml.

»  Sensibilisation des plaques

Des plaques de 96 puits ont été sensibilisées en déposant 150 pl de solution
antigénique par puits. Aprés incubation d’une nuit a +4°C, les plaques sont lavées avec du
tampon PBS (Sigma) avec 0,05% de Tween 20 (Sigma). Afin de saturer les sites non
spécifiques, 200 pl de tampon « Bovine Serum Albumine » (BSA) (Merck) a 1% ont été
déposés par puits puis incubés 1h a 37°C et lavés avec du tampon PBS-Tween. Afin de
stabiliser les antigénes fixés, 300 pl de tampon sucrose & 5% ont été incubés 30 minutes a
37°C. Les puits ont ensuite été vidés et séchés. Les plaques ainsi préparées peuvent étre
stockées 3 mois a —20°C. Chaque nouveau lot de plaque a été testé avec les sérums témoins

en parallele avec celles en cours d’utilisation.
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= Principe de la technique

Une technique immuno-enzymatique indirecte de type sandwich (ELISA) utilisant les
plaques sensibilisées avec les antigénes solubles de kyste hydatique a été utilisée. La
présence d’IgG spécifiques dans le sérum est détectée par la formation de complexes
antigénes-anticorps révélée par un anticorps anti-IgG humaine marqué par une peroxydase.
L’ajout d’un substrat chromogéne entraine une réaction colorée dont Pintensité est

proportionnelle a la quantité d’anticorps présents dans le sérum.

=  Mode opératoire

Les contrdles positifs et négatifs ont été préparés en poolant des sérums de patients
qui présentent une DO respective d’environ 0,20 et 0,80. Les contrbles ont été inclus dans
chaque série et testés en triple. Les contréles et sérums ont été dilués au préalable au 1/200°™
dans du tampon PBS (BioMérieux). 100 ul de tampon PBS ont été déposés dans un puits afin
de réaliser le blanc puis 100 pl de chaque contrdle et de chaque sérum dans les puits suivants.
La plaque a été ncubée pendant 60 minutes & 37°C puis lavée 3 fois avec une solution de
lavage : tampon PBS-Tween 20. Le conjugué utilisé est un anticorps anti-immunoglobuline
G marqué par une peroxydase fourni par Sigma. Il a été dilué au 1/80000°™ (lot 112K4815)
puis 100 pl ont été déposés dans chaque puits. La dilution du conjugué est a ajuster a chaque
lot. Aprés une incubation de 60 minutes & 37°C, la plaque a été lavée 3 fois avec la solution
de lavage puis 100 pl de substrat chromogene tetramethylbenzidine (MBI Fermentas,
Souffelweyersheim, France) ont été ajoutés. Apres 20 minutes d’incubation & 37°C a Pabri de
la lumiere, la réaction enzymatique a été stoppée en ajoutant 50 pl de solution d’arrét : HySO4
4 0,2 M (Merck). Les absorbances ont été mesurées & 450 nm utilisant un lecteur de plaque
automatisé (EIx808, Bio-Tek Instruments) et le logiciel KC4 (Bio-Tek Instruments).

= Interprétation des résultats

La densité optique du blanc a été soustraite a toutes les autres valeurs mesurées. Un
index a été calculé pour chaque sérum testé en divisant la densité optique du sérum par la
moyenne de densité optique du contr6le négatif multipliée par 2.

- SiPindex est inférieur a 1 : la sérologie a été considérée comme négative.
- Sil’index est supérieur ou égal a 1,5 : la sérologie a été considérée comme positive.

- Sil’index est compris entre 1 et 1.49 : les valeurs sont dans la zone grise.
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1.2. ELISA Em2plus (Bordier Affinity Products, Crissier, Switzerland)
* Principe

Le coffret ELISA Em2plus est constitué de microplaques de 96 puits en plastique
sensibilisés avec des antigénes spécifiques d’F. multilocularis : la fraction antigéniqué
purifi¢e Em2 et P’antigéne recombinant 11/3-10. La présence d’IgG spécifique anti- E.
multilocularis dans le sérum est détectée par la formation de complexes antigénes-anticorps
révélée par un anticorps anti-immunoglobuline G humaine marqué par la phosphatase
alcaline. L’ajout d’un substrat chromogéne entraine une réaction colorée dont I’intensité est
proportionnelle & la quantité d’anticorps présents dans le sérum. Les puits sensibilisés sont

fournis en barrette sécable permettant ’analyse de petite série d’échantillon.

= Mode opératoire

Les puits ont été remplis de diluant PBS-Tween, incubés pendant 15 minutes a
température ambiante puis vidés. Les sérums 2 tester ont été préalablement ditués au 1/201°™
et les contrbles (négatif, faiblement positif et positif), qui sont inclus dans chaque série, ont
été dilués au 1/20°™, 100ul de diluant ont &té déposés dans un puits afin de réaliser le blanc
puis 100 pl de chaque contrdle et de chaque sérum dans les puits suivants. La plaque a été
incubée pendant 30 minutes a 37°C puis lavée 4 fois avec une solution de lavage fournie par
le fabricant. Le conjugué a été dilué an 1/51°™ puis 100 ul ont été déposés dans chaque puits.
Aprés une incubation de 30 minutes a 37°C, la plaque a été lavée 4 fois avec la solution de
lavage puis 100 pl de substrat chromogéne reconstitué ont été ajoutés. Aprés 30 minutes
d’incubation a 37°C & ’abri de la lumiére, la réaction enzymatique a été stoppée avec la
solution d’arrét fournie. Les absorbances ont été mesurées a 405 nm utilisant un lecteur de

plaque automatisé (E1x808, Bio-Tek Instruments) et le logiciel KC4 (Bio-Tek Instruments).

= Interprétation des résultats

La densité optique du blanc a été soustraite & toutes les autres valeurs mesurées et un
index a été calculé pour chaque sérum testé. La densité optique de chaque sérum a été divisée
par la densité optique du contrdle faiblement positif.

- Sil’index est inférieur a 0.80 : la sérologie a été considérée comme négative.
- Si’index est supérieur ou égal a 1 : la sérologie a été€ considérée comme positive.

- Si Pindex est compris entre 0.08 et 0.99 : les valeurs sont dans la zone grise.
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2. DETECTION __DES ANTICORPS SPECIFIQUES PAR
WESTERN BLOT

= Principe

Le kit Echinococcus Western Blot IgG (LDBIO Diagnostics, Lyon, France) comprend
des bandelettes prédécoupées de nitrocellulose prétes & I'emploi. Les bandelettes ont été
sensibilisées par électro-transfert d’antigénes larvaires &’ E. multilocularis séparés par

¢lectrophorése sur gel de polyacrylamide.

®»  Mode opératoire

Un contrdle positif et un contrle négatif ont été inclus dans chaque série de test. Le
contrble positif, fourni avec le kit, a été préparé a partir d’un pool de sérums humains positif
- en sérologie E. multilocularis. Aprés réhydratation des bandelettes dans le diluant pendant 5
minutes, 50 pl d’échantillons et de contrdle ont été déposés par puits. Aprés 90 minutes
d’incubation a température ambiante, sur un agitateur oscillant, le contenu des puits a été
aspiré a I’aide d’une pompe aspirante et 2 & 3 ml de tampon de lavage ont été ajoutés. Le
lavage des puits a été répété 3 fois en respectant & chaque fois une incubation de 3 a 5
minutes avec le tampon de lavage. 1,2 ml de conjugué anti-IgG humaines marqué a la
phosphatase alcaline, prét a I’emploi, ont ensuite été déposés dans les puits. Apres une
incubation de 60 minutes & température ambiante sur un agitateur oscillant, les puits sont
lavés 4 fois comme décrit précédemment puis 1,2 ml de substrat NBT/BCIP ont été ajoutés
dans chaque puits. Aprés une incubation entre 20 a 60 minutes a température ambiante et a
I’abri de la lumiére, la réaction est arrétée par aspiration du substrat avec la pompe et ajout de
2 ml d’eau distillée. L’arrét est décidé lorsque les bandes sont bien contrastées par rapport a
la couleur de fond de la bandelette. Aprés un dernier lavage a ’eau distillée, les bandelettes

sont séchées a Pair.

= Interprétation des résultats

L’utilisation du contrdle positif permet non seulement de valider techniquement la
manipulation mais fournit également une bandelette témoin qui indique trés précisément la
position des bandes spécifiques & chacune des échinococcoses. La zone de lecture se situe
entre 7 et 26-28 kDa. La bande 26-28 kDa est appelée ainsi car elle peut se présenter sous
différents aspects : simple bande fine (& 26 ou 28 kDa), double bande (26 et 28 kDa) ou large
bande couvrant la zone de 26 4 28 kDa.




.

- La présence des bandes 7 et/ou 26-28 kDa permet de faire le diagnostic du genre
Echinococcus.
- Les bandes intermédiaires, situées entre 7 et 26-28 kDa sont utilisées pour le diagnostic
d’espéce, granulosus ou multilocularis :

» Bandes fines en 16, 17, 18, 20 kDa uniquement retrouvées avec £. multilocularis

» Bande trés large entre 16 et 18 kDa (ombre diffuse) retrouvée uniquement avec E.

granulosus
» Bandes communes aux deux espéces : 7, 12, 15, 24, 26-28 kDa

Différents profils peuvent étre retrouvés :
Les profils P1, P2, P3 permettent le diagnostic d’espéce
Pl = E. granulosus : uniquement bande 7 kDa
P2 = E. granulosus : bande 7 kDa + bande large et diffuse 16-18kDa (avec trés
souvent également 1 bande 26-28 kDa)
P3 = E. multilocularis : bande 26-28 kDa + les bandes fines 16 et/ou 18 kDa (avec
trés souvent également les autres bandes 7, 12, 15, 17, 20 kDa)
Les profils P4 et PS5 ne permettent pas de différencier les 2 espéces E. granulosus et E.
multilocularis.
P4 : uniquement bande 26-28 kDa isolée sans bandes intermédiaires

P5 : association bandes 7 + 26-28 kDa sans bandes intermédiaires
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Figure 11: Exemples de profils obtenus avec Echinococcus Western Blot IgG
(LDBIO, Diagnostics)
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3. EXAMEN ANATOMO-PATHOLOGIQUE

Les biopsies ont été traitées au laboratoire d’anatomie pathologique de I’hdpital de
Hautepierre, Strasbourg. Les prélévements osseux ont été fixés au formol 24 heures,
décalcifiés dans une solution diluée d’acide nitrique pendant 4 heures puis rincés a I’eau
courante. Les biopsies ont ensuite été traitées dans un appareil a inclusion (Tissue-Tek®
Vacuum Infiltration Processor, Sakura) et inclues dans la paraffine. Enfin des coupes
réalisées au microtome sont étalées sur des lames. La coloration des lames & I’hématoxyline-
éosine (réactif Surgipath hematoxyline) permet d’identifier facilement les différentes
structures des organes. Une coloration au P.A.S (réactif de Schiff, Merck) a également été

réalisée.

4. DETECTION D’ADN PAR PCR

4.1. EXTRACTION D’ADN

»  Prétraitement

Aprés centrifugation des échantillons a 20 000 x g pendant 3 minutes, les culots sont
remis en suspension dans 190 pl du tampon Tris-EDTA (10 :1).

= Principe de I'extraction

L’ADN est ensuite extrait avec le kit commercial QIAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN
S.A., Courtaboeuf, France). L’extraction a été réalisée sur des colonnes contenant une

embrane ! de silice. L’ADN est d’abord adsorbé sur la membrane de la colonne qui es
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ensuite lavée pour éliminer les résidus de contaminants. L’ ADN est récupéré par élution. La

composition des différents réactifs n’est pas communiquée par le fabricant.

»  Mode opératorre de P’extraction

Dans un tube eppendorf® 1,5ml, 200ul d’échantillon ont été incubés & 56°C pendant
10 minutes en présence de 20ul de protéinase K, qui dégrade les protéines, et de 200ul de
tampon AL, qui lyse les cellules. Puis 200ul d’éthanol pur (96-100%) ont été ajoutés, afin de
précipiter PADN. Ce mélange a été déposé sur une colonne placée sur un tube collecteur de 2
ml. Aprés centrifugation a 6000 x g pendant 1 minute, le filtrat a été jeté. La colonne, sur
laquelle ’ADN est fixé, a été ensuite lavée successivement avec deux tampons AW1 et AW2
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par ajout de 500 pl de tampon dans la colonne, centrifugation a 6000 x g pendant 1 minute et
élimination du filtrat. Enfin, I’ADN a été élué avec 200pl de tampon AE.

4.2. REACTIONS D’AMPLIFICATION PCR

4.2.1. PCR E. multilocularis
Le mode opératoire a été adapté de Stieger et coll. (100).

=  Amorces

La détection du parasite est basée sur 'amplification du géne de ’ARN ribosomal
128 de E. multilocularis. La séquence des amorces est :
- EM-H15 : 5’- CCATATTACAACAATATTCCTATC-3’
- EM-H17 : 5-GTGAGTGATTCTTGTTAGGGGAAG-3’
La taille du fragment amplifié est de 200 paires de bases.

»  Réaction d’amplification

La réaction d’amplification a été réalisée dans un volume de 50 pl en utilisant la
HotStar® Taq polymérase (QIAGEN S.A., Courtaboeuf, France). Cette enzyme est inactive a
température ambiante et nécessite une étape d’incubation de 15 minutes & 95°C pour étre
activée.

Le milieu réactionnel de I’amplification était composé de :

- 10 pl d’échantillon ,

- 5 pl de tampon d’amplification 10X (1,5 mM MgCl, en concentration finale)

- 1 pl de chaque amorce (1 pM en concentration finale)

-~ 0,25 ul de HotStar® Tag DNA polymérase (1,25 U final)

- 5 ul de chaque dNTP (dATP, dT1TP, dCTP, dGTP chacun avec 200 pM en

concentration finale)

Les échantillons ont été placés pendant 15 minutes & 94°C afin d’activer ’enzyme et
de dénaturer PADN. L’amplification a été réalisée sur le thermocycleur Gen Amp® PCR
System 2400 (Perkin-Elmer, Courtaboeuf, France). Elle comprend 40 cycles comprenant les
3 étapes: la dénaturation (30 secondes a 94°C), I’hybridation (30 secondes a 55°C),
I’élongation (30 secondes a 72°C) et se termine par d’une ¢longation finale 4 72°C pendant 5

minutes.
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= Controles

Un témoin négatif (ne contenant pas d’ADN) et un témoin positif ont été testés en
parall¢le pour chaque réaction de PCR effectuée. Le témoin positif est obtenu a partir d’un
échantillon biologique provenant d’un cas d’échinococcose alvéolaire humain avéré.

Un contrdle interne a été développé. Il permet de vérifier I’absence d’inhibiteurs de PCR.
Chaque échantillon a été testé dans un essai séparé pour la recherche d’inhibiteurs: le
plasmide a été ajouté au deuxiéme tube testé. Le plasmide qui contient la séquence cible de
taille modifiée et amplifiable par les amorces EM-H15 et EM-H17 a été ajouté au milieu
réactionnel afin de détecter la présence d’inhibiteurs de PCR dans les échantillons. 1.’absence
d’amplification du plasmide, correspondant normalement a un fragment amplifié de 371
paires de bases, indiquait la présence d’inhibiteurs et ne permet pas de conclure.

4.2.2. PCR E. granulosus
Le mode opératoire a été adapté de Stefanic et coll. (99)

s  Amorces

La détection du parasite est basée sur ’amplification du géne mitochondrial de ’ARN
ribosomal 12S. La séquence des amorces est :
- Eglf: 5- CATTAATGTATTTTGTAAAGTTG-3’
- Eglr: 5’- CACATCATCTTACAATAACACC-3’
La taille du fragment amplifi€ est de 255 paires de bases.

»  Réaction d’amplification

La réaction d’amplification a été réalisée dans un volume de 50 pl en utilisant ia
HotStar® Taq polymérase (QIAGEN S.A., Courtaboeuf, France).

Le milieu réactionnel de I’amplification était composé de :

- 10 pl d’échantillon

- 5 pl de tampon d’amplification 10X + 2 pl de M gCl, de 25mM (2,5 mM MgCL, en
concentration finale)

- 0,5 pl de chaque amorce (1 uM en concentration finale)

- 0,25 pl de HotStar® Taq DNA polymérase (1,25 U final)

- 5 ul de chaque ANTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP chacun avec 0,2 mM en
concentration finale)
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Les échantillons ont été placés pendant 15 minutes & 94°C afin d’activer I’enzyme et
de dénaturer PADN. L’amplification a été réalisée sur le thermocycleur Gen Amp® PCR
System 2400 (Perkin-Elmer, Courtaboeuf, France). Elle comprend 40 cycles comprenant les
3 étapes: la dénaturation (30 secondes a 94°C), I'hybridation (30 secondes a 53°C),
I’élongation (30 secondes a 72°C) et se termine par d’une élongation finale a 72°C pendant 5

minutes.
=  Contrdles

Un témoin négatif (ne contenant pas d’ADN) et un témoin positif ont été testés en
paralleéle pour chaque réaction de PCR effectuée. Le témoin positif est obtenu a partir d’un
liquide de kyste hydatique humain.

4.3. REVELATION

Les amplicons ont été révélés par une électrophorése en gel d’agarose 2%. 15 ul de
produit amplifié ont été mélangé a4 5 pl de bleu de charge. La migration s’est effectuée
pendant 45 minutes a 130 volts, en tampon Tris Borate EDTA. L’ADN a été révélé par
fluorescence aux ultra-violets aprés passage du gel dans un bain au bromure d’éthidium a une
concentration de 2 pg/ml pendant 20 minutes.

Les poids moléculaires des fragments amplifiés ont été déterminés a I’aide d’un marqueur de

poids moléculaire (échelle de 100 paires de base).
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RESULTATS
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Les deux cas, que nous investiguons, concernent des patients atteints d’échinococcose
alvéolaire a localisation inhabituelle osseuse sans localisation hépatique patente. Le
diagnostic a été porté dans le service des maladies infectieuses des Hopitaux Universitaires
de Strasbourg en 2003, et ceci, en collaboration avec I'Institut de Parasitologie de Strasbourg.

Habitant en milieu rural, les deux patients sont également originaires d’un méme
canton en Moselle. Il nous parait intéressant de confronter les deux observations tant elles
présentent des différences en terme de manifestations cliniques, d’évolution de I'infection et
des aspects diagnostiques.

1. PATIENT 1

Monsieur GA..., né en 1954, demeurant & Benestroff en Moselle a été hospitalisé
dans le service de maladies infectieuses du C.H.U de Strasbourg le 9 Novembre 2002, devant
Paggravation des douleurs dorso-lombaires et persistance d’une fistule cutanée du flanc
gauche. Le patient est ambulancier de métier. Il vit en milieu rural dans un petit village en
lisiére de forét et n’a jamais voyagé en dehors de I’Europe.

=  Antécédents

L’histoire de la maladie remonte en 1982 par des lombalgies, puis en 1985, un
épisode de coliques néphrétiques avec réalisation d’une échographie abdominale et d’un
scanner a mis en évidence une collection rétro-péritonéale du péle inférieur du rein gauche,
qui sera drainé chirurgicalement.

En 1986, une fistule cutanée sur cicairice opératoire apparait spontanément au niveau
du flanc gauche, nécessitant uné reprise chirurgicale. Devant I’aspect anatomo-pathologique
montrant une réaction folliculo-caséeuse, un traitement antituberculeux par Isoniazide —
Rifampicine est débuté pour 6 mois, malgré une recherche de Bacilles de Koch négative.

En 1987, I’évolution est défavorable avec récidive de la fistule et persistance d’une
collection retro-péritonéale évaluée a 5 cm de diamétre.

En 1988, le patient est hospitalisé en rhumatologie pour douleur vertébrale dorsale
intense. La radiographie dorso-lombaire et le scanner abdominal montre de grosses géodes
dans le corps vertébral de D12 avec un pincement des disques adjacents. Devant la suspicion
d’un mal de Pott, un traitement antituberculeux par Isoniazide -Rifampicine -Ethambutol
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pendant 1 an et demi est instauré. Le scanner montre également la présence de petites
collections para-rénales gauches s’accompagnant d’une réaction fibreuse séquellaire et d’une
atrophie rénale focale. Il existe un volumineux paquet ganglionnaire caséo-nécrotique en

situation coelio-mésentérique et retro-pancréatique.

En 1998, le diagnostic de tuberculose disséminée est suspecté. Le scanner montre
plusieurs collections au niveau abdominal en retro-pancréatique, en sous-hépatique et au
niveau du psoas droit (Figure 12A). Un petit rein gauche non fonctionnel est observé avec
remaniement de la graisse péri-rénale. 11 existe également de trés importants remaniements au
niveau péri-aortique et autour des piliers des diaphragmes se poursuivant vers les espaces
para-vertébraux du coté gauche (Figure 12B). Une atteinte vertébrale importante est mise en
évidence avec remaniement osseux avec géodes au niveau des corps vertébraux D11, D12,
L1 et L2 (Figure 13).

Comme autres antécédents, on note :

- une hypertension artérielle découverte en 2000 et traitée par Hypérium® (1 cp/j),
Triatec® (1,25 mg x 2/j) et Lasilix® (40 mg x 2/j).

- un adénome hypophysaire non sécrétant opéré en Avril 2000, réopéré une deuxiéme
fois en février 2001 avec radiothérapie et compliquée d’une insuffisance anté-
hypophysaire séquellaire post-opératoire portant sur I’axe corticotrope et thyréotrope.
Un traitement de substitution est instauré avec Hydrocortisone® (10 mg x 3 /j) et
Lévothyrox® (75 pg /j).

- une cécité séquellaire de I’ceil droit considérée comme un effet secondaire du
traitement anti-tuberculeux.

- un syndrome dépressif traité par Zoloft® (1 cp/j)




= T0 =

Figure 12 : Coupe transversale de
T.D.M. abdominale avec injection de
produit de contraste (AoGt 1998)
montrant :

en A/ la présence de plusieurs
collections au niveau abdominale en
rétro-pancréatique et en sous-hépatique

en B/ un petit rein gauche non
fonctionnel avec remaniement de la
graisse péri-rénale postérieure gauche.
Il existe également de trés importants
remaniements au niveau péri-aortique
et autour des piliers des diaphragmes se
poursuivant vers les espaces para-
vertébraux notamment du c6té gauche.

Figure 13: Coupe transversale de
T.D.M. centrée sur D11 en fenétre
osseuse (Aolt 1998) révélant un
remaniement osseux avec géodes et de
multiples zones d’ostéolyse du corps
vertébral
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A Padmission

L’examen clinique montre :

des douleurs dorso-lombaires intenses malgré un traitement aux morphiniques
une volumineuse collection para-vertébrale gauche avec fistulisation cutanée
un état général altéré, somnolent, sans fievre, avec des épisodes d’incontinence fécale

et de fuites urinaires.

L’examen neurologique révéle des réflexes ostéo-tendineux vifs, diffus au niveau des

membres supérieurs et inférieurs, avec un déficit sensitif abdominal gauche ancien.

La palpation de I’abdomen est douloureux mais ne montre pas d’hépatomégalie. Les

auscultations pulmonaires et cardiaques sont sans particularité ainsi que le reste de 'examen

clinique.

Les périodes d’incontinence vont disparaitre, par contre s’installent des paresthésies a

bascule au niveau des membres inférieurs ainsi qu’une faiblesse des membres inférieurs.

Les examens biologiques révélent :

une hyperleucocytose avec polynucléose neutrophile sans hyperéosinophilie

un syndrome inflammatoire avec une CRP & 101 mg/l et une vitesse de sédimentation
¢levée : 26 mm a la premiére heure et 54 mm a la deuxié¢me heure.

une insuffisance rénale mixte fonctionnelle et organique avec une créatinine a 186
umol/1 et urée a 9,7 mmol/l

un bilan hépatique normal

une hypogiycéinie a 0,3 g/i

Les examens radiologiques :

La radiographie dorso-lombaire montre un aspect typique de spondylodiscite déji

évoluée avec des lésions destructrices en D10-D11. Un remaniement destructif avec

tassement et une cyphose angulaire débutante a hauteur de D10-D11 sont observés :
cinq vertébres sont concernées ainsi que les disques intervertébraux correspondants,
de D10 a L2 (Figure 14).
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L’échographie abdominale ne montre pas d’anomalie du parenchyme hépatique en

dehors de calcifications séquellaires. Cet examen met en évidence :

o un aspect de destruction rénale gauche (amincissement du parenchyme rénal
avec dilatation des groupes caliciels supérieurs et moyens) avec présence de
multiples formations de tonalité hypoéchogéne.

o une formation mal limitée de tonalité hypoéchogéne hétérogéne si€égeant au
niveau des parties molles de la région du flanc gauche.

o unépanchement pleural bilatéral.

Le scanner abdo-pelvien confirme I’étendue des lésions en montrant la présence de

volumineuse collection intra-abdominale et para-vertébrale avec envahissement rénal,
avec présence de microcalcifications au niveau du hile hépatique et en sous-hépatique
(Figure 15).

Une IRM médullaire est réalisée devant la suspicion de compression médullaire et

met en évidence :

o un volumineux abces paravertébral gauche a hauteur de L1-1.2

o une atteinte vertébrale multiple au niveau de la charniere dorso-lombaire de
D10 a L2, avec notamment destruction de la vert¢bre D11 et infiltration épi-
durale avec un rétrécissement de la moelle a la hauteur de D10-D11.
La présence d’abcés pari€tal paravertébral contre indique une intervention
chirurgicale.

Les examens du bilan étiologique :

Plusieurs préi¢vements bioiogiques ont ¢ié effectués afin de rechercher en premiére intention

une étiologie bactérienne ou tumorale :

un prélévement du liquide de fistule avec recherche bactériologique négative

une ponction pleurale avec recherche bactériologique négative et absence de cellules
néoplasiques

un examen bactériologique des urines négatif

une ponction de la collection pariétale lombaire gauche avec recherche de Bacille de
‘Koch négative mais présence de Staphylococcus aureus justifiant un traitement par
Targocid®

une biopsie a laiguille fine du corps vertébral de 1.1 avec analyse bactériologique
négative et analyse histologique objectivant une nécrose suppurée sans malignité.




Figure 14 : Radiographie de la colonne
dorso-lombaire de profil (Novembre
2002) montrant un  remaniement
destructif avec tassement et une cyphose
angulaire débutante a hauteur de D10-
D11: cinq vertebres sont concernées ainsi
que les  disques intervertébraux
correspondants, de D10 a L2.

Figure 15 : Coupe transversale de
T.D.M. abdominale (Novembre
2002) montrant

A / une calcification au niveau du hile
hépatique

B/ une infiltration kystique du psoas
partiellement calcifié avec
épanchement pariétal paravertébral
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Des tests sérologiques ont également été effectués :

- la sérologie aspergillaire et candidosique qui se sont révélées négatives

- une sérologie a la recherche d’Echinococcus qui a été positive.
Le diagnostic d’échinococcose alvéolaire a été confirmé par PCR réalisée sur le pus
de la fistule. Ces résultats seront détaillés ultérieurement.
Un traitement par Albendazole (Zentel® 400 mg x 2 par jour) est instauré.

= Evolution dans le service des maladies infecticuses

L’échographie cardiaque a révélé une cardiomyopathie dilatée hypokinétique sévére avec
fraction d’¢jection a 25%. L’insuffisance cardiaque d’origine indéterminée est traitée par

Dobutamine®.

- Des épisodes d’insuffisance rénale aigu¢ fonctionnelle sur rein unique fonctionnel
évoluent de fagon favorable apres réhydratation.

- Une décompensation de I'insuffisance surrénalienne a été corrigée par I’augmentation
des doses d’hydrocortisone.

- Le patient présente une aggravation nette de I’état général avec une évolution des
collections intra-abdominales, une persistance d’une fistule cutanée, et des
¢épanchements pleuraux bilatéraux récidivants.

- Des épisodes d’altération de la conscience avec confusion, agitation, somnolence ont

motivé le transfert en Réanimation médicale le 25 Novembre 2002.

= Transfert dans le service de Réanimation médicale

- L’éiat du patient a nécessité une intubation trachéale devant la persistance des
troubles aigués de la conscience avec agitation et dyspnée. Aucun scanner cérébral ou
IRM cérébrale n’ont permis de comprendre les épisodes de troubles de la conscience.

- Un traitement antituberculeux a été réintroduit en quadrithérapie devant un nouveau
doute diagnostic de tuberculose

- . Plusieurs épisodes de pneumopathies nosocomiales, parfois associés a des chocs
septiques, ont été traités par antibiothérapie.

- Une hémorragie digestive est survenue sur un ulcére gastrique traité par Mopral®.

- Les lésions osseuses restent stables mais trés algiques nécessitant de hautes doses
d’analgésiques de type morphinique associées & une sédation importante avec

Kétamine® et Diprivan®.
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L’angiographie par résonance magnétique a mis en évidence une sténose de Iartére
rénale droite et des artéres mésentériques supérieures et inférieures.
o La sténose de 'artére rénale a I’origine d’une hypertension artérielle sévére, a
été stentée, dilatée et justifie un traitement par anticoagulant.
o La sténose des artéres mésentériques a 'origine d’une ischémic mésentérique

n’était pas dilatable.

A partir du 23 Avril 2003, le patient devient non réactif malgré I'arrét de toute sédation et
analgésie. L’électroencéphalogramme présente un tracé aréactif. Une hémorragie
cérébro-méningée est mise en évidence au scanner cérébral. Le patient décede le 6 Mai
2003.

= Résumé

- Dans cette observation, le délai entre le début de la symptomatologie non spécifique

et le diagnostic d’échinococcose alvéolaire est de 19 ans.

- L’atteinte hépatique n’est pas décelée au moment du diagnostic initial mais révélée
plus tard sur le scanner abdominal a titre de calcifications séquellaires. Les 1ésions

hépatiques sont stables.

-~ Les diagnostics suivants ont été successivement évoqués :

o Tuberculose rénale
o Malde Pott

o Tuberculose disséminée

- L’échinococcose alvéolaire se complique d’une ostéite de la charniére dorsolombaire,

touchant les corps vertébraux de D10 a L2.

- La survenue d’hémorragie cérébrale reste d’étiologie indéterminée mais 1’origine

parasitaire ne peut étre exclue.

- Le décés fut brutal a I’dge de 50 ans. En ’absence d’autopsie, I’hypothése éventuelle

d’une échinococcose alvéolaire cérébrale ne peut étre vérifiée.
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2. PATIENT 2

Madame GI..., né en 1944, demeurant & Kerprich aux Bois en Moselle, a été
hospitalisée dans le service de maladies infectieuses du C.H.U de Strasbourg le 31 juillet
2003 pour bilan et prise en charge d’une spondylodiscite, puis alternativement avec le service
de Neurochirurgie durant les mois d’Aofit, de Septembre et d’Octobre 2003.

=  Antécédents

L’histoire de la maladie remonte en Mai 2003 par une dorso-lombalgie diffuse
évoluant depuis plusieurs mois. Un premier bilan radiologique est effectué avec radiographie
et scanner du rachis lombaire mettant en évidence des Ksions de disarthrose ainsi qu’un

discret pincement discal D10-D11.

Le 5 Juillet 2003, la patiente est hospitalisée du fait de la majoration progressive des
douleurs. Les radiographies du rachis visualisent une image lytique au niveau de D10
associée a un tassement vertébral de D11 qui n’existait pas dans le bilan radiologique
précédent (Figure 16). Le scanner du rachis confirme une fracture avec éclatement de D11
associé 2 un tassement localisé en D10 avec lyse de la partie antérieure (Figure 17). La

patiente est mise au repos strict au lit et un corset est mis en place.

Devant le risque de compression médullaire, la patiente est transférée en
Neurochirurgie le 11 Juillet 2003. L’IRM réalisée confirme Pexistence d’une spondylodiscite
de topographie D10-D11 avec tassement de D11 et discréte compression de la moelle
épiniere. Une ponction osseuse sous scanner est réalisée le 16 Juillet. L’examen anatomo-
pathologique confirme I’existence d’un processus inflammatoire aigu mais sans orientation
étiologique. La cytologie ne montre pas de cellules néoplasiques et la recherche de germe
notamment de bacilles de Koch est négative. '

Comme autres antécédents, on note :

- une hypertension artérielle connue depuis 1998
- une bronchite chronique post-tabagique

- une appendicectomie

- une fracture de ’avant-bras gauche
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Figure 16 : Radiographie du rachis
dorso-lombaire (Juillet 2003) montrant
une image lytique au niveau de D10
avec tassement de D11

Figure 17: Scanner du rachis
lombaire de D9 a D12 (Juillet 2003) :
une image reconstruite dans un plan
sagittale met en évidence une fracture-
éclatement de D11 avec tassement et
lyse de la partie antérieure de D10.
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= A Padmission

L’examen clinique montre des lombalgies intenses malgré un traitement par Temgésic®.
I’examen neurologique montrent des réflexes ostéo-tendineux et symétriques avec absence
de déficit sensitif ou de syndrome pyramidal au niveau des membres inférieurs. L’abdomen
est souple et indolore sans hépatomégalie palpable. A I’auscultation cardiaque, les bruits du
coeur sont réguliers et aucun souffle n’est audible. L’auscultation pulmonaire est sans

particularité ainsi que le reste de I’examen clinique.

Les examens biologiques révélent :
- un syndrome inflammatoire modéré avec une CRP a 21 mg/l et une vitesse de
sédimentation a 76 mm.
- un bilan hématologique normal
- unionogramme, un bilan rénal, phosphocalcique, hépatique et pancréatique normaux

Sur le plan infectieux, des hémocultures et des sérologies de la Brucellose, de la fi¢vre Q et
de la maladie des griffes du chat ont été réalisées et ont donné des résultats négatifs.

Les examens radiologiques :

- L’échographie cardiaque par voie transthoracique et transoesophagienne révélent une
fonction cardiaque normale et ne visualisent pas d’argument en faveur d’une
endocardite évolutive.

- La radiographie du thorax ne montre pas de foyer parenchymateux.

- L’échographie abdominale est sans particularité en dehors d’un foie d’allure

stéatosique.

Le bilan étiologique :

Une nouvelle biopsie vertébrale sous scanner est réalisée le 07 Aoft 2003. La recherche de
germes est négative et I’examen anatomo-pathologique des biopsies osseuses est non
contributif.
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=  Evolution et traitement

Devant la majoration progressive des douleurs et du syndrome inflammatoire avec
une CRP & 74 mg/l, un traitement antibiotique est instauré : Claforan® LV (3 g x 3/j) et

Fosfomycine® LV (4 g x 3/j).

Du fait de ’apparition clinique d’une hypereflectivité ostéotendineuse au niveau des
membres inférieurs, une IRM du rachis est réalisée ce qui a permis de mettre en évidence une
majoration des lésions avec extension épidurale postérieure et signes plus importants de

compression médullaire (Figure 18).

Figure 18: Coupe sagittale
d’L.RM dorso-lombaire
(Juillet 2003) montrant une
spondylodiscite de topographie
D10-D11 avec tassement de
D11 et compression de la
moelle épiniére.

A/ séquence pondérée en TI
montrant un hyposignal des
plateaux vertébraux et du disque
intervertebral

B/ séquence pondérée en T2
montrant une hypersignal des
vertebres et du disque infectés

Hospitalisée en Neurochirurgie le 14 Aott 2003, la patiente a bénéficié d’une
laminectomie par voie postérieure pour décompression médullaire. 1. examen anatomo-
pathologique des biopsies osseuses réalisées en per-opératoire suggere le diagnostic d’une
échinococcose alvéolaire du fait de la présence de segment de membranes P.A.S positive
évocatrices. Les résultats sérologiques sont en faveur d’un diagnostic d’échinococcose. Un
traitement anti-parasitaire par Albendazole (Zentel ® 400 mg x 2 /jour) et Praziquantel (600

mg x 4 en une prise par semaine) est débuté.
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L’évolution est marquée par la persistance de douleurs intenses malgré un traitement
par Morphine par voie I.V. Une nouvelle IRM du rachis est réalisée le 8 Septembre 2003
pour controle post-opératoire et met en évidence d’importants signes d’aggravation des
lésions disco-vertébrales avec lyse quasi-compléte de D11 et présence d’une volumineuse
formation de tonalité tissulaire siégeant au niveau de ’espace épidural responsable d’une
nette compression extrinséque de la face antérieure de la moelle épinicre (Figure 19). Par

rapport a I’IRM antérieure, la cyphose s’est considérablement accentuée.

Figure 19: Coupe sagittale
d’LLR.M  dorso-lombaire en
séquence pondérée en TI1
(Septembre 2003)

mettant en évidence une
disparition  quasi-compléte du
corps vertébral de DIl et
présence  d’une  volumineuse
formation de tonalité tissulaire,
inflammatoire, siégeant au niveau
de l’espace épidural antérieur a
hauteur de D10-D11 responsable
d’une nette compression
extrinseque sur la face antérieure
de la moelle.

Une nouvelle intervention chirurgicale pour décompression médullaire est réalisée
le 12 Septembre 2003, associée a une ostéosynthése de D7 a L2. De nouvelles biopsies
osseuses ont été réalisées en per-opératoire et la recherche d’E. multilocularis par PCR sur
ces fragments osseux est positive permettant la confirmation formelle du diagnostic

d’échinococcose alvéolaire.

L’évolution est favorable avec amélioration de la symptomatologie douloureuse et reprise
progressive de la marche. Le Praziquantel est arrété aprés 3 mois d’association avec

I’Albendazole qui est maintenu.
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= Bilan d’extension

- L’IRM hépatique ne visualise pas de localisation hépatique d’échinococcose.

- Un EMG est réalisé en raison de la persistance de lombalgies résiduelles irradiant
dans les membres inférieurs qui met en évidence une polyneuropathie chronique
sensitivo-motrice a prédominance my¢€linique. Cet examen permet d’éliminer une
atteinte radiculaire ou médullaire, des myotomes L5 et S1.

- Une scintigraphie osseuse au Technicium servant d’examen de référence pour évaluer
par la suite I’évolution des Iésions osseuses est réalisée. Une hyperfixation assez nette

et réguliére de toute la partie inférieure du rachis dorsal est mise en évidence.

=  Nouvelle hospitalisation en Février 2004

La patiente est ré-hospitalisée en Février 2004 pour dorsalgies trés intenses,
invalidantes rendant la position assise ou debout trés difficile. L’examen clinique ne montre
pas de déficit neurologique. La scintigraphie osseuse révéle une récidive de spondylodiscite
en D10 et le scanner dorsal montre des lésions ostéolytiques de D11 avec rupture du mur
postérieur et refoulement médullaire. Au vu de ces aspects radiologiques, de I'instabilité de
Postéosynthése et de P’absence de reconstitution vertébrale, une nouvelle intervention
chirurgicale est décidée.

= Résumé

- Il s’agit d’une échinococcose alvéolaire a localisation rachidienne, chez une femme
de 60 ans, se révélant d’emblée a un stade évolutif avancé.

- La spondylodiscite destructrice concerne les vertebres D10-D11 avec effraction dans
le canal médullaire.

- Une absence de lésion hépatique est décelée aux examens complémentaires.

- Le diagnostic est évoqué par I’examen anatomo-pathologique d’une biopsie per-
opératoire.

- L’évolution torpide est marquée par des récidives de compression médullaire.

- La patiente bénéficie d’un traitement par Albendazole depuis Aofit 2003 qui est
maintenu a vie. Il est encore trop t6t pour déterminer la réelle efficacité de ce

traitement chez cette patiente.
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3. RESULTATS DES TESTS SEROLOGIQUES

3.1. Résultats des tests ELISA

Pour le patient 1, les deux tests sérologiques ELISA (ELISA-HCF et ELISA
Em2plus) ont détecté des taux élevés d’anticorps dans le sérum avec des index respectifs de
2,89 et 1,93. Du fait de la spécificité du test ELISA Em2plus, le diagnostic d’échinococcose
alvéolaire est suggéré avec une réaction croisée détectée en ELISA-HCF.

Pour le patient 2, la sérologie en ELISA-HCF a été trouvée positive (index 2,84) alors
que le résultat en ELISA Em2plus était négatif (index 0,09). Ces résultats suggerent une

infection a £. granulosus.
3.2. Résultats du Western Blot

La technique complémentaire Western Blot détecte des IgG spécifiques dirigés contre
Echinococcus dans le sérum des deux patients avec la présence des bandes 7 et 26-28 kDa
(Figure 20). Pour le patient 1, les résultats du Western Blot ont révélé des bandes en 7, 12,
26-28 kDa et une bande fine en 18 kDa ce qui est considéré comme un profil d’E.
multilocularis. Les résultats pour le patient 2 ont montré des bandes en 7, 26-28 kDa et une
bande diffuse entre 16 et 18 kDa ce qui est considéré comme spécifique d’E. granulosus.

Ainsi pour les deux patients, les résultats du Western Blot confirment les résultats des tests

ELISA.
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Figure 20 : Profils obtenus au Western Blot pour les patients 1 et 2. Les
bandes significatives sont indiquées par des fleéches. Le poids moléculaire (en
kDa) est indiqué sur la gauche. N, contrdle négatif ; P, contréle positif; 1,
patient 1 (profil E. multilocularis); 2, patient 2 (profil E. granulosus).
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4. ANALYSE ANATOMO-PATHOLOGIQUE DES BIOPSIES

Pour le patient 2, deux biopsies disco-vertébrales sous scanner ont été initialement
réalisées. Elles avaient permis d’éliminer une origine tumorale mais n’avaient pas permis
d’isoler de germes et notamment de bacilles de Koch fortement suspectés. En raison du
risque de compression médullaire, une laminectomie avait été réalisée. L’examen anatomo-
pathologique de biopsie-exérése per-opératoire a permis d’orienter le diagnostic en évoquant
léme

une échinococcose osseuse. La biopsie de la 1 vertebre dorsale était constituée de

nombreux fragments osseux mesurant 2 cm de diametre.

Histologiquement ces prélévements intéressent des fragments de cartilage ainsi que
des territoires de tissu osseux spongieux dont les espaces ostéo-médullaires renferment de
trés nombreux foyers d’inflammation macrophagique granulomateuse disposés autour de
foyers de nécrose renfermant pour certains des fragments de membrane hyaline et
éosinophile (Figure 21). Ces membranes sont fortement colorées par le P.A.S (Figure 22).
Aucun scolex ou crochet n’a ét¢ mis en évidence. L’aspect histologique évoque une

échinococcose présumée alvéolaire compte-tenu de la multifocalité des granulomes.

Figure 21 : Biopsie de la 11°™
vertébre dorsale du patient 2,
coloration P.A.S, grossissement x
400

Figure 22 : Biopsie de la 11°™
vertébre dorsale du patient 2,
coloration Hématoxyline,

grossissement x 400
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5. RESULTATS DES ANALYSES MOLECULAIRES

Pour le patient 1, les réactions PCR ont été effectuées sur plusieurs prélévements
biologiques : liquide céphalorachidien (LCR), lavage broncho-alvéolaire (LBA) et liquide de
fistule cutanée. La PCR E. multilocularis réalisée sur le liquide de fistule a donnée un résultat
positif alors que la PCR E. granulosus était négative. Le diagnostic sérologique d’infection a
E. multilocularis a ainsi été confirmé par I’identification spécifique d’E. multilocularis par
PCR. Par ailleurs, nous noterons que la PCR E. multilocularis et la PCR E. granulosus

étaient négatives pour les autres prélevements du patient 1.

1 23456789

Figure 23 : PCR E. multilocularis sur les échantillons biologiques du patient 1 :
liquide de fistule (lignes 3, 4), LCR (lignes 5, 6) et LBA (lignes 7, 8). Contrdle
positif : ligne 2 ; contrdle négatif : ligne 9. PCR E. multilocularis positive (200 bp) :
lignes 2, 3, 4. Contrdle interne pour détecter la présence d’inhibiteur (371 bp):
lignes 4, 6, 8. Marqueur de poids moléculaire : ligne 1.

Pour le patient 2, ’analyse par PCR a été réalisée sur plusieurs prélévements de

]]eme

biopsies osseuses. La biopsie-exérese per-opératoire de la vertebre dorsale a donné un

résultat positif en PCR E. multilocularis et négatif en PCR E. granulosus.
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Figure 24 : PCR E. multilocularis sur une biopsie osseuse du patient 2 : ligne 3.
Contrdle positif: ligne 2, 6; controle négatif: ligne 4. PCR E. multilocularis
positive (200 bp): lignes 2, 3. Contrdle interne pour détecter la présence
d’inhibiteur (371 bp) : lignes 5, 6. Marqueur de poids moléculaire : ligne 1, 7.

6. RECAPITULATIF DES RESULTATS

Tableau VII: Données cliniques, sérologiques, histologiques et moléculaires des 2 cas
d’échinococcose alvéolaire osseuse.

Cas 1 Cas 2
ASPECT CLINIQUE
- lésions hépatiques Microcalcifications Aucune
- sites des lésions Vertebres D10-L2 et Vertebres D10-D11
extrahépatiques collection intra-abdominale,

para-vertebrale

TESTS SEROLOGIQUES

- ELISA HCF Positive Positive
- ELISA Em2plus Positive Négative
- Western Blot LDBIO | Profil E. multilocularis Profil E. granulosus
HISTOPATHOLOGIE Non effectué Présence d’une cuticule PAS
(biopsie de vertebre) positive suggérant E.
multilocularis
ANALYSE MOLECULAIRE

- PCR E. multilocularis | Positive (liquide de fistule) Positive (biopsie de vertebre)
Négative (LBA, LCR)
- PCR E. granulosus Négative (liquide de fistule, |Négative (biopsie de
LBA, LCR) vertebre)

HCF, liquide de kyste hydatique ; PAS, Acide périodique de Schiff ; LBA, lavage broncho-alvéolaire ; LCR,
liquide céphalorachidien
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DISCUSSION
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Le but de notre travail était d’évaluer les performances des tests biologiques dans le
diagnostic d’échinococcose alvéolaire a localisation inhabituelle. La localisation osseuse
étant extrémement rare, il nous a paru intéressant de rapporter les difficultés diagnostiques
rencontrées avec deux cas, diagnostiqués a Strasbourg en 2003 et de les confronter avec les

observations rapportées dans la littérature.

1. ASPECT CLINIQUE

1.1. ECHINOCOCCOSES OSSEUSES RAPPORTEES DANS LA
LITTERATURE

Les lésions osseuses d’échinococcose sont rares. La faible prévalence s’explique
d’une part par le circuit emprunté par le parasite qui doit franchir successiverment les filtres
sélectifs hépatiques et pulmonaires avant d’atteindre I'os. D’autre part, les capillaires osseux
de plus gros calibre ne constituent pas un barrage aussi efficace que les capillaires du tissu

mou.
1.1.1. Hydatidose osseuse a E. granulosus

La localisation osseuse représente 0,5 a 2,5% des localisations des hydatidoses. Elle
est rarement associée aux localisations viscérales qui ne sont retrouvées que dans 4% des cas
d’hydatidose osseuse (11).

= Physiopathologie

L’atteinte osseuse présente quelques particularités par rapport aux localisations
viscérales. Le développement du parasite dans 1’os ne provoque pas la formation de
membrane perikystique qui est le résultat de la réaction du tissu hdte & I’agression du
parasite. I.’os, par 'sa résistance et sa texture, empéche l¢ développement normal du kyste
sphéroidal. La progression des Iésions s’effectue par bourgeonnement multidiverticulaire et
vésiculation exogéne, aboutissant a4 une infiltration microvésiculaire. Les lésions peuvent
déborder 'os et envahir les tissus mous adjacents, ou elles retrouvent leur caractére kystique,

sous forme de collections vésiculaires.dites abcés ossifluents (49).

= Topographie
Les atteintes rachidiennes sont les plus fréquentes et les plus graves. Sur une étude de
637 cas d’échinococcose osseuse, les atteintes rachidiennes représentant 44% des
localisations osseuses. L’atteinte intervient dans 80% des cas au niveau du rachis dorsal, dans

18% des cas a I’étage lombaire, plus rarement sacré et cervical. Plusieurs vertébres contigués
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peuvent étre touchées. L’atteinte des parties molles est trés fréquente dans les localisations
vertébrales. Les os longs (fémur dans 15% des cas, tibia dans 7% des cas, humérus dans 6%
des cas) et le bassin (16%) sont relativement moins touchés. D’autres localisations osseuses
ont été observées : cOtes et omoplates (8%), calcaneum et phalanges (4%), criane (3%) et
sternum (0,8%) (11).

1.1.2. Echinococcose alvéolaire osseuse

Les localisations osseuses de 1’échinococcose alvéolaire sont exceptionnelles. A notre
connaissance, seulement 20 cas ont été rapportés i ce jour.

= Physiopathologie
Les lésions osseuses sont souvent dues & une extension par contiguité & partir du foyer
hépatique, avec atteinte vertébrale sternale ou costale. Les [ésions osseuses a distance sont
plus rares, pouvant intéresser les os longs ou les os du tarse.

= Topographie

Parmi les 20 cas d’échinococcose alvéolaire osseuse rapportés a ce jour, on trouve :
12 cas présentant une localisation rachidienne :

1 a I’étage cervical (23)

4 a Pétage dorsal (67), n=2 (13), (65)

3 a I’étage dorso-lombaire (54), (75), (105)

4 3 I’étage lombaire (23), n=3 (75)
2 cas de localisations aux os longs ont été rapportés :

1 touchant le péroné et le tibia (75)

1 touchant le fémur (22)
6 cas de localisations osseuses exceptionnelles :

1 touchant la clavicule (50)
2 touchant I’os iliaque (50), (75)
3 touchant le sternum et les cotes n=2 (75), (54)

La localisation hépatique est toujours associée contrairement d I’hydatidose osseuse
qui est le plus souvent primaire.

Les atteintes vertébrales rapportées se présentent sous forme de spondylodiscite ou
spondylite non spécifique et sont fréquemment accompagnées d’abces des tissus mous
adjacents. Dans le tableau VIII figure le récapitulatif des données épidémiologiques,
cliniques et biologiques des échinococcoses alvéolaires vertébrales.




Tableau VIII : Récapitulatif des cas d’échinococcose alvéolaire vertébrale rapportés dans la littérature

Examen anatomo-

Réf Amnée® Sexe Age Lésions osseuses e.t des tissus ]IJési.ons Autres l§§ions ’ Tesfcs pathologiques Traitement Evolution
mous voisins hépatiques associées sérologiques .
hépatique autres
65 1930 F 69 Rachis dorsal. Cétes 8-10 + retropéritoine ND - Biopsie de vertébre ND ND
54 1982 M 39 Vertébres D7 4 D10, D12 et + Pancréas, poumon , ND + Laminectomie Exérése des lésions Déces 29 ans aprés le
L1. Cotes 8 et 9 gauches meédiastin, SNC, hépatiques et diagnostic
rétropéritoine pancréatiques,
Laminectomie D12 4 L1
13 1987 M 73 Vertebre D8 + - + - Laminectomie Laminectomie Paraplégie, décés 13 mois
+Flubendazole aprés le diagnostic
13 1987 F 36 Vertebres D7 et D8 + Plevres, médiastin + - Laminectomie Laminectomie Compressions
e postérieur +Flubendazole puis  médullaires, décés 10 ans
Meébendazole puis aprés le diagnostic
: Albendazole
23 1990 ND ND Rachis cervical + ND + + ND ND ND
23 1990 ND ND Rachis lombaire + ND + + ND ND ND
67 1992 F 56 Vertébres D10 et D12, pied + Pancréas et aorte + + - Chirurgie ND
gauche +M¢ébendazole
75 1997 ¥ 70  Vertdbres L2, psoas gauche + - ND Biopsie ou ponction a l'aiguille ND ND
75 1997 M 44 Vertébres D12 et L1, psoas + - ND Biopsie ou ponction a ['aiguille ND ND
droit
75 1997 M 41  Vertebres L2, psoas bilatéral + - ND Biopsie ou ponction & l'aiguille ND ND
75 1997 F 29 Vertebres L4 a S1, talon droit + - ND Biopsie ou ponction & l'aiguille ND ND
105 2000 F 57 Vertebres D12, L1 et L2 + Abdominales, + - Ponction d'une Albendazole Lésions stables (1 an de
rétropéritonéales lésion intra- recul)
abdominale
casl 2004 M 49 Vertébres D104 12, psoas  calcification Abdominales + - - Albendazole Déces 8 mois aprés le
droit diagnostic
cas2 2004 F 59 Vertébres D10-D 11 - - + - Laminectomie Laminectormie, Compression médullaire,
+Albendazole ostéosynthése

? année de publication; K 4ge lors du diagnostic; ND non documenté

..68_.
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1.1.3. Circonstances de découverte

Les signes cliniques révélateurs de 1’échinococcose osseuse ne sont pas spécifiques et
dépendent de la localisation. Les modes de révélation les plus fréquents sont globalement la
douleur et la tuméfaction correspondant & 1’abcés ossifluent et traduisant I’envahissement des
parties molles. Cet abcés peut se compliquer de fistulisation ou de surinfection.

L’atteinte osseuse peut également se manifester a I’occasion de complications telles que :
- la fracture pathologique, spontanée ou secondaire 3 un traumatisme minime, touchant
un os long ou se traduisant par un tassement vertébral
- les troubles neurologiques, qui sont fréquents dans les localisations rachidiennes,

révélateurs de compression médullaire.

1.2. ORIGINALITE DE NOS OBSERVATIONS
1.2.1. Critéres épidémiologiques

I1 faut noter qu’un cas extrémement rare d’échinococcose alvéolaire avec localisation
également vertébrale a été rapporté récemment en 2000 en France et qu’il s’agissait d’une
personne habitant également les Vosges tout comme nos observations personnelles (105).

Les deux cas que nous rapportons ont été diagnostiqués en 2003 et concernent un
homme de 50 ans et une femme de 60 ans vivant en milieu rural dans le méme secteur des
Vosges, a seulement 30 kilométres de distance. La période de contamination est inconnue

pour ces deux patients, comme dans la majorité des cas de la littérature.

1.2.2. Circonstances de découverte

Le diagnostic d’échinococcose alvéolaire est posé dans nos observations a un stade
déja avancé de la maladie. Mais il faut noter qu’aucune manifestation digestive hépato-

biliaire n’est présente dans les deux cas.

Pour le patient 1, des lombalgies sont & I’origine d’un bilan étiologique révélant une
collection rétro-péritonéale. Des traitements anti-tuberculeux durant plusieurs années ont été
mis en place, sans évidence microbiologique. Le manque d’amélioration avec
’antibiothérapie a finalement conduit a réaliser de nouvelles recherches étiologiques. Le
diagnostic d’échinococcose alvéolaire sera posé aprés 19 ans d’erreur diagnostique, au stade

de complication avec ostéite vertébrale. Durant ces années, I’échinococcose alvéolaire a
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évolué jusqu’a aboutir rapidement au décés du patient. Ce cas illustre le pronostic péjoratif

d’un retard de diagnostic.
Pour le patient 2, ’échinococcose alvéolaire est révélée d’emblée a un stade évolutif

avancé de la maladie avec tassement et fracture vertébrale.

1.2.3. Evolution clinique

La durée de [Pévolution entre les premieéres manifestations cliniques et les

complications différe entre les deux observations rapportées.

Pour le patient 1, ’évolution clinique est longue avec une atteinte initialement peu
symptomatique qui évolue sur plusieurs années avec une extension progressive des lésions au
niveau des tissus mous et au niveau vertébral. La présence de plusieurs collections intra-
abdominales avec lésion rénale oriente initialement le diagnostic vers une origine
tuberculeuse. 1.’ostéite rachidienne survient plusieurs années aprés les premiers symptomes.
Cette Iésion osseuse est rattachée a un « Mal de Pott ». On peut se demander si la démarche
diagnostique aurait été la méme si lostéite avait été d’emblée associée aux Iésions

retropéritonéales.

Le patient 2 présente un tableau évolutif atypique avec une aggravation extrémement
rapide des lésions. Une importante lyse osseuse est observée en quelques mois seulement,
sans Iésion viscérale associée. Le patient ne présente aucun facteur favorisant pouvant

expliquer la rapidité d’évolution.

1.2.4. Topographie des lésions

La présence de 1ésions extrahépatiques osseuises dans les deux cas est un fait rare dans
Péchinococcose alvéolaire. La localisation est rachidienne, intéressant ’étage dorso-lombaire
chez le patient 1 et I’étage dorsal chez le patient 2. Plusieurs abcés ossifluents sont associés
chez le patient 1.

L’absence de Iésions hépatiques, comme dans le cas 2, est exceptionnelle (91).
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2. ASPECT RADIOLOGIQUE

2.1. ASPECTS RADIOLOGIQUES NON SPECIFIQUES DES LESIONS
OSSEUSES

2.1.1. Dans la littérature

L’atteinte osseuse n’a pas de signes radiologiques spécifiques. En radiographie
standard, les lésions peuvent prendre un aspect d’ostéolyse en plage, & limites floues ou un
aspect lacunaire.

Dans les localisations rachidiennes, I'atteinte débute dans le corps vertébral ou au
segment postérieur pour s’étendre a ’ensemble de 1a vertebre. La morphologie de la vertébre
atteinte est longtemps conservée. Le tassement vertébral ainsi que I’extension au disque
intervertébral sont des signes tardifs. L’extension aux vertébres adjacentes par voie sous-
ligamentaire exceéde rarement 4 a 5 vertébres. L’extension aux parties molles dans la région
dorsale se traduit par une opacité paravertébrale souvent unique. En région lombo-sacrée, une

collection peut exister dans le psoas ou dans la région pré-sacrée.

2.1.2. Concernant nos observations

Nos observations respectent 1’aspect de lésions ostéolytiques décrites dans les
localisations vertébrales de I’échinococcose alvéolaire mais correspondent a des 1ésions déja

étendues.

Le bilan radiologique du patient 1 met en évidence des remaniements osseux avec
géodes et de multiples zones d’ostéolyse du corps vertébral au niveau de la charniére dorso-
lombaire, avec tassement. Cing vertébres sont concernées de D10 a L.2 ainsi que les disques
intervertébraux correspondants. L’atteinte vertébrale est multiple-avec destruction de D11 et
une infiltration épidurale avec rétrécissement de la moelle a la hauteur de D10-D11. Une
collection ossifluente para-vertébrale et au niveau du psoas est visualisée.

Les examens d’imageric montrent pour le patient 2, un aspect typique de
spondylodiscite de topographie D10-D11 avec tassement vertébral de D11 et une discréte

compression de la moelle €piniére.
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2.2. INTERET DU SCANNER ET DE L’IRM DANS LE DIAGNOSTIC ET LE
SUIVI DE L’INFECTION OSSEUSE

Le scanner est important car il précise les lésions osseuses mises en évidence en
radiographie standard et apprécie 'extension aux tissus mous. L’IRM est complémentaire du
scanner. Cet examen est 'examen de choix dans les localisations rachidiennes ou elle permet
de préciser I’extension en hauteur des Iésions le long de P’axe rachidien et d’étudier les

extensions intra-canalaires et aux tissus mous.

2.3. RECHERCHE DE LESIONS HEPATIQUES ASSOCIEES

L’échographie mais aussi le scanner et PIRM permettent de rechercher les
localisations viscérales éventuellement associées mais permettent également de mettre en
évidence les collections ossifluentes. Le cas 2 rapporté est inhabituel car aucune Iésion
hépatique n’est cliniquement ni radiologiquement décelée. Les 1ésions extrahépatiques sans
Iésions hépatiques sont rares (91) dans I’échinococcose alvéolaire contrairement a

I’hydatidose ot les formes primaires extrahépatiques sont documentées (103).

Dans le cas 1, une Ksion hépatique n’est évoquée qu’assez tardivement. Le scanner
abdominal met en évidence des microcalcifications d’aspect séquellaire, plusieurs années
aprés les premiers symptomes de la maladie. Une possible régression spontanée d’une

localisation initiale hépatique de E. multilocularis peut étre envisagée.

2.4. DIAGNOSTIC DIFFERENTIEL
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cliniques non spécifiques et d’aspects polymorphes en imagerie. Le diagnostic différentiel de
Iésions ostéolytiques du rachis comprend les tumeurs et les maladies infectieuses comme la

tuberculose et les abcés bactériens :
o Tumeur osseuse bénigne (ostéome osteoide, kyste anévrysmal, hémangiome)

o Tumeur osseuse maligne primitive (sarcome osseux, ostéochondrosarcome,

plasmocytome osseux) ou secondaire (métastases ostéolytiques des cancers primitifs)
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o Spondylodiscites et spondylites tuberculeuses
D’autres localisations tuberculeuses, notamment pulmonaires sont associées dans 15 a
40% des cas. Les abces paravertébraux sont presque constants et volumineux. La
preuve bactériologique avec recherche des bacilles de Koch est difficile & mettre en
évidence. L’examen anatomo-pathologique révéle la présence de granulomes
épithélioides et gigantocellulaires avec nécrose caséeuse. La ponction-biopsie disco-
vertébrale guidée apporte le diagnostic dans 75% des cas. Une recherche par PCR

réalisée sur biopsie a été développée (84).

o Spondylodiscites non tuberculeuses bactériennes ou fongiques
Elles résultent pour la plupart d’une dissémination par voie hématogéne a partir de
foyers infectieux primitifs qui sont a rechercher systématiquement. Il s’agit dans 70%
des cas de coccies Gram + (Staphylococcus, Streptococcus) et dans 30% des cas de
bacilles Gram -, essentiellement Escherichia coli. La détermination du germe par
hémoculture est faite dans 25-50% des cas. La ponction-biopsie permet le diagnostic
dans 60% des cas (108).

La ponction guidée par I’échographie ou le scanner peut étre réalisée a titre
diagnostique puisqu’elle permet a la fois une analyse bactériologique et une étude anatomo-
pathologique. En fait, le diagnostic repose le plus souvent sur I’examen anatomo-

pathologique d’une pi¢ce d’exéreése chirurgicale ou d’une biopsie percutanée.

3. ASPECT ANATOMO-PATHOLOGIQUE

3.1. PLACE ET INTERET DANS LE DIAGNOSTIC DE L’ECHINOCOCCOSE
OSSEUSE ' T

3.1.1. Role crucial

Dans la majorité des cas d’échinococcose osseuse rapportés dans la littérature, le
diagnostic a été posé par I’examen anatomo-pathologique, sur des biopsies 4 aiguille fine ou

sur des biopsies per-opératoires.

L’identification peut étre faite aprés visualisation de scolex ou de crochets qui sont
pathognomonique de P’échinococcose. Cependant, ceux-ci sont trés rarement observés dans

I’échinococcose alvéolaire car le centre du kyste est généralement nécrotique et stérile,
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contenant des fragments de membrane lamellaire colorée au P.A.S. Mais pour compléter le
bilan étiologique, des techniques immunocytochimiques ou moléculaires peuvent étre

utilisées sur les prélévements biopsiques pour affirmer le diagnostic d’espece.

3.1.2. Concernant nos observations

Dans le cas 2, I'examen anatomo-pathologique d’une biopsie per-opératoire, lors
d’une laminectomie, a identifié des membranes lamellaires fortement colorées au PAS
suggérant une échinococcose. Le diagnostic initial d’atteinte tuberculeuse a ainsi été rectifié
grice 4 ’examen anatomo-pathologique.

Ce cas illustre notamment la place majeure que peut prendre I’histopathologie dans le
diagnostic des formes atypiques, quand I’échinococcose alvéolaire est plus rarement
suspectée. Dans des formes extra-hépatiques sans lésions hépatiques, cet examen peut
permettre ainsi d’évoquer le diagnostic. Un autre auteur a rapporté le cas d’une localisation
extrahépatique atypique d’échinococcose alvéolaire sans lésion hépatique diagnostiquée par
Pexamen anatomo-pathologique a l’aide d’une réaction immunocytochimique (utilisant
I’anticorps monoclonal MabG11 dirigé contre Em2) ainsi que par une réaction PCR effectuée

sur des prélévements biopsiques du pancréas (20).

3.2. LIMITES

Dans le cas 2, c’est a partir de la troisieme biopsie que le diagnostic d’échinococcose
alvéolaire est évoqué devant la présence de cuticule P.A.S positive 2 ’examen anatomo-
pathologique. Les deux premifres ponctions-biopsies osseuses réalisées sous scanner n’ont
pas révélé de telle membrane caractéristique et ce n’est que le résultat de la 3*™ biopsie
osseuse per-opératoire réalisée lors d’une laminectomie qui a été concluant. Cela témoigne de
la limite de cet examen qui réside dans la qualité du prélevement analysé, a savoir la
difficult¢ d’obtenir un échantillon de tissu ayant en son sein des lésions parasitaires
pathognomoniques. 11 arrive qu’il ne révele que des lésions aspécifiques de granulomes

mflammatoires.
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4. ASPECT IMMUNOLOGIQUE

4.1. PLACE ET INTERET bU SERODIAGNOSTIC DANS
L’ECHINOCOCCOSE OSSEUSE

4.1.1. Intérét diagnostique limité

Dans les échinococcoses alvéolaires osseuses rapportées dans la littérature, les tests
sérologiques ont été réalisés soit a la suite d’un bilan radiologique évocateur soit seulement
aprés le diagnostic suggéré par 1’étude anatomo-pathologique. Ainsi le sérodiagnostic peut

étre utile a condition d’évoquer et de rechercher cette parasitose.

Comme I'illustre nos deux cas atypiques, le diagnostic d’échinococcose osseuse reste
souvent difficile & évoquer devant les aspects en imagerie non spécifiques. Du fait de sa trés
faible prévalence, cette parasitose est rarement recherchée et ainsi les tests sérologiques sont
rarement effectués systématiquement. Le diagnostic est d’autant plus difficile a évoquer
quand les Iésions hépatiques classiques sont absentes, comme c’est le cas dans nos

observations.

4.1.2. Concernant nos observations

Les tests sérologiques n’ont pas ét€ pratiqués d’emblée devant les 1ésions osseuses.
Pour le patient 1, les tests sérologiques ont été pratiqués 6 ans aprés les premiéres
manifestations osseuses dans le cadre d’un bilan étiologique extensif aprés remise en cause
du diagnostic d’affection tuberculeuse.

Pour le patient 2, les tests sérologiques n’ont été réalisés qu’aprés I’étude anatomo-
dvoquant I’échinococcose, limitant ainsi leur intérét diagnostique.

En présence d’un tableau d’ostéolyse, en région d’endémie de I’échinococcose
alvéolaire, il conviendrait d’évoquer cette parasitose au méme titre que les tumeurs ou les
affections tuberculeuses. Ainsi, les tests sérologiques spécifiques pourraient faire partie du
bilan étiologique, au méme titre que la recherche de cellules malignes et de bacilles de Koch.

Cela éviterait un retard de diagnostic de I’échinococcose osseuse.
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4.2. LIMITES DES TESTS SEROLOGIQUES
4.2.1. Interprétation difficile

Parmi les cas d’échinococcose alvéolaire osseuse publiés dans la littérature, peu de
résultats de tests sérologiques sont mentionnés. Les tests sérologiques‘ utilisés sont pour la
plupart des techniques d’hémagglutination, d’immunoélectrophoreése ou des tests ELISA
utilisant un antigéne brut d’E. granulosus. Ces méthodes manquent de spécificité et ne
permettent pas la distinction entre I’échinococcose alvéolaire et 1’hydatidose. De plus, ces
tests ne sont pas standardisés et leurs performances peuvent varier entre laboratoires ce qui

rend I’mterprétation difficile.

Ces derniéres années, des tests sérologiques plus spécifiques d’E. multilocularis, en
particulier ELISA Em2plus et Western Blot Echinococcus LDBIO ont montré leur intérét
diagnostique dans les échinococcoses alvéolaires. Mais leur valeur diagnostique n’a été
évaluée que dans le diagnostic des formes « classiques » hépatiques. Ainsi, la performance
diagnostique de ces tests sérologiques reste a étre évaluée dans les formes extrahépatiques

d’échinococcose alvéolaire.

4.2.2. Défaillance des tests dans nos observations

L’ELISA utilisant un antigéne brut d’E. granulosus ainsi que le Western Blot
Echinococcus LDBIO détecte des anticorps anti-Echinococcus dans les deux observations
d’échinococcose alvéolaire. La sérologie en ELISA Em2plus est négative pour le patient 2
alors que la biopsie osseuse montre des membranes P.A.S positives caractéristiques
d’échinococcose alvéolaire. Des résultats négatifs en ELISA Em2plus ont été rapportés dans
la littérature dans 5-10% des cas d’échinococcose alvéolaire (41). Certes cette technique
présente une sensibilité trés élevée (97%) dans les formes hépatiques mais cette sensibilité
peut étre considérablement diminuée dans les formes extrahépatiques. Dans ces cas
séronégatifs, Panalyse ADN apparait comme un test complémentaire utile. Dans les travaux
de Myjak et coll., une analyse ADN réalisée sur une biopsie a permis de faire le diagnostic
d’un cas séronégatif, tout comme notre observation (79).

L’interprétation du Western Blot améne & une erreur dans le diagnostic d’espéce pour
le patient 2. Les résultats révelent un profil de bandes en faveur d’E. granulosus. La présence
de bandes trés faiblement révélées peut rendre les criteres de différentiation difficile a
appliquer : bande diffuse en 16-18 versus bande fine en 18. La figure du Western blot

démontre la difficulté dans certains cas d’interpréter les résultats. Pour le patient 2, le profil
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de bandes pourrait étre affecté par un titre d’anticorps trés faible, non détecté en ELISA
Em2plus.

La réponse sérologique aux antigénes Echinococcus est variable dépendant de I’héte
et de la localisation du parasite, parmi d’autres facteurs. Les tests sérologiques ont échoué
dans le diagnostic d’échinococcose alvéolaire pour le patient 2. Or ce patient présente des
Iésions osseuses sans aucune lésion hépatique contrairement au patient 1 qui pfésente de
petites calcifications hépatiques, ce qui pourrait expliquer les résultats de PELISA Em2plus
différents pour ces 2 patients. Dans I’hydatidose osseuse primitive, I'immunodiagnostic ne
présenterait pas un grand intérét diagnostique, comme le montre les tests sérologiques

souvent négatifs (62).

4.2.3. Défaillance des tests rapportée dans la littérature

Les tests sérologiques ont été récemment améliorés et sont connus pour étre plus siirs
dans I’échinococcose alvéolaire que dans ’hydatidose (122). Cependant des défaillances de
la sérologie dans certains cas d’échinococcoses alvéolaires ont été décrites dans la littérature.

Persat et coll. rapportent le cas d’une échinococcose alvéolaire hépatique présentant
des résultats négatifs en ELISA Em2plus et en immunoélectrophorése alors que le
Pimmunofluorescence et PELISA utilisant comme des antigénes bruts d’E. granulosus ont
montré des résultats positifs (83). Le diagnostic d’infection a E. multilocularis a été affirmé
par PCR réalisée sur biopsie hépatique. Ce cas illustre ainsi un diagnostic rendu difficile par
la réponse sérologique atypique avec une faible réponse anti-E. multilocularis et une
importante réaction croisée avec E. granulosus. 1l a été suggéré que ce profil sérologique
inhabituel pourrait étre reli€¢ & une anomalie immunologique de I’héte.

Un auteur a rapporté le cas inhabituel d’échinococcose alvéolaire hépatique chez un
jeune enfant sidéen ot aucune réponse humorale ni cellulaire n’a été détectée.

Un résultat négatif a été trouvé en ELISA Em2plus et en ELISA HCF. La preuve
diagnostique a été obtenue par I’anatomo-pathologie. L. immunodiagnostic ne détecte aucune

réponse a la réaction lymphoproliférative in vitro.
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5. ASPECT MOLECULAIRE

5.1. INTERET DIAGNOSTIQUE DE LA PCR

Pour le patient 1, un diagnostic d’hydatidose était posé par les tests sérologiques mais
Pidentification précise du parasite par PCR a permis de rectifier le diagnostic d’hydatidose en
échinococcose alvéolaire. Dans le cas 2, la PCR a permis de confirmer avec certitude le
diagnostic d’échinococcose alvéolaire évoqué par 1’analyse anatomo-pathologique et les tests

sérologiques.

Nos deux cas illustrent le fait que les tests sérologiques ou P’analyse anatomo-
pathologique puissent s’avérer insuffisants pour différencier avec certitude I’hydatidose de
I’échinococcose alvéolaire dans les formes atypiques extra-hépatiques. Or la présence des
deux espéces E. multilocularis et E. granulosus dans certains pays rend nécessaire la
distinction du parasite aussi précise que possible. 11 est probable que les cas d’échinococcose
alvéolaire osseuse soient sous-estimés, et pour certains, comptabilisés dans les cas
d’hydatidose osseuse, en raison de la difficulté a évoquer ce diagnostic et a identifier avec

précision I’agent pathogéne.

L’analyse moléculaire est actuellement considérée comme un outil diagnostique
complémentaire utile et notamment dans les formes atypiques d’échinococcose.
Quelques publications ont rapporté 1'utilisation de la PCR dans le diagnostic d’échinococcose
chez I'’homme. Plusieurs auteurs ont mis en évidence Dintérét de la caractérisation
moléculaire dans le diagnostic de 1’échinococcose alvéolaire et notamment dans les cas ol les
tests sérologiques échouent (64, 79, 83) et dans les localisations inhabituelles (20). Bruschi et
coll. ont rapporté le premier cas d’hydatidose vertébrale dont le diagnostic a été confirmé par

une réaction PCR réalisée sur un liquide de ponction (12).

5.2. VARIATION GENETIQUE DU PARASITE

Au sein de Vespece E. multilocularis, il semble y avoir quelques différences
biologiques entre les isolats américains et ceux d’Eurasie, mais les différences génétiques
semblent mineures (48). Quelques différences dans la région codante 18 sTRNA ont été mises
en évidence entre ces deux souches (92). Mais peu de données existent dans la littérature sur
les variations génétiques au sein de I’espece. Des techniques de microsatellites ont été
développées afin d’analyser le polymorphisme d’E. multilocularis dans le géne Ul snRNA
(9). La publication récente de la séquence compleéte de PADN mitochondrial de E.

multilocularis va servir a de futures études moléculaires de polymorphisme (80).




- 100 -

Certains auteurs ont rapporté des variations de virulence (70) et d’expression
antigénique (38) entre différents isolats au sein de P’espéce. 11 serait ainsi intéressant de typer

nos deux isolats et de les inclure dans une étude de polymorphisme.
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MEMOIRE SOUTENU PAR : Sophie GEORGES (épouse CRON)

TITRE : DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE DE L’ECHINOCOCCOSE ALVEOLAIRE :
INTERET DE LA PCR DANS LES LOCALISATIONS INHABITUELLES. A propos
de deux infections osseuses diagnostiquées 2 Strasbourg en 2003.

CONCLUSION

L’échinococcose alvéolaire est une anthropozoonose rare mais potentiellement
mortelle, causée par la larve dun cestode, Echinococcus multilocularis. Le diagnostic est
basé sur les données épidémiologiques, radiologiques et sérologiques. Les lésions sont dans
la majorité des cas hépatiques voire pulmonaires. Dans certains cas, le diagnostic peut
s’avérer difficile et Uinterprétation sérologique délicate. Ces dernieres années, de nouveaux
outils diagnostiques sérologiques et moléculaires se sont développés afin d’améliorer la
qualité du diagnostic d’échinococcose alvéolaire. En détectant spécifiquement le parasite, la
PCR peut étre d’un apport diagnostique majeur. Plusieurs amorces ont été développées et
utilisées dans des études épidémiologiques pour détecter de ’ADN d’E. multilocularis dans
les fécés d’animaux. Trés peu de publications rapportent Iutilisation de la PCR comme outil

diagnostique chez ’homme.

Le but de notre mémoire était de discuter de la place et de I'intérét de la PCR dans le
diagnostic d’échinococcose alvéolaire avec localisation atypique, en s’appuyant sur deux cas
extrémement rares de lésions osseuses vertébrales diagnostiqués en 2003 a Strasbourg. Trés
peu de cas de localisations osseuses ont été décrits a ce jour. De plus, I’absence de 1ésions

hépatiques patentes rapportée dans nos observations est un fait extrémement rare.

Pour le diagnostic biologique, nous avons utilisé une démarche basée sur différents

taat e | 1
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Em2plus et LDBIO Echinococcus Western Blot. Deux réactions PCR détectant E.

multilocularis et E. granulosus ont été réalisées sur des biopsies et divers échantillons

e s i . .
ques : ELISA utilisant comme antigéne du liquide de kyste hydatique, ELISA

biologiques.

Le premier cas présente un tableau clinique marqué par des abcés intra-abdominaux et
une ostéolyse de D10 a L2. Aprés 19 ans d’erreur diagnostique de tuberculose, le diagnostic
est rectifié par une sérologie positive en ELISA Em2plus et un Western Blot présentant un
profil de bande en faveur d’E. multilocularis. Le diagnostic sera confirmé par PCR réalisée
sur un liquide de fistule cutanée. Le patient déceédera d’une encéphalopathie dont I’origine
échinococcique ne peut étre exclue. Le deuxieme cas présente une lyse osseuse avec
tassement-fracture vertébrale en D10-D11 d’évolution trés rapide et nécessitant en quelques
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mois deux décompressions médullaires ainsi qu’une ostéosynthése. Le diagnostic est évoqué
par D’étude anatomo-pathologique d’une biopsie per-opératoire. La PCR confirmera
Pinfection & E. multilocularis. 11 est intéressant de noter que les tests sérologiques ont
échoués dans le diagnostic avec des résultats négatifs en ELISA Em2plus et un profil de
bandes en faveur d’E. granulosus au Western Blot.

Ces observations illustrent les difficultés du diagnostic d’échinococcose alvéolaire
osseuse, en particulier du diagnostic différentiel avec I’atteinte tuberculeuse et 1’hydatidose
osseuse. Or le diagnostic précoce d’échinococcose alvéolaire peut améliorer
significativement la qualité de la prise en charge et le pronostic de la maladie. L’auteur
s’attache ainsi & montrer les limites de la sérologie et surtout le role crucial de I'anatomo-
pathologie et de la PCR dans le diagnostic des formes extra-hépatiques 1a ou E.
multilocularis est rarement évoqué.
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TITRE : DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE DE L’ECHINOCOCCOSE ALVEOLAIRE :
INTERET DE LA PCR DANS LES LOCALISATIONS INHABITUELLES. A propos
de deux infections osseuses diagnostiquées a Strasbourg en 2003.

RESUME

L’échinococcose alvéolaire est une anthropozoonose rare a localisation
préférentiellement hépatique, dont le diagnostic est généralement basé sur les données
épidémiologiques, cliniques, radiologiques et sérologiques. Dans certains cas atypiques, le
diagnostic peut s’avérer difficile. Ces derniéres années, de nouveaux outils diagnostiques
sérologiques et moléculaires se sont développés afin d’améliorer la qualité du diagnostic.

Notre travail a évalué la place et I'intérét de la PCR dans le diagnostic
d’échinococcose alvéolaire avec localisation atypique, en s’appuyant sur deux cas de lésions
vertébrales diagnostiqués en 2003 & Strasbourg. La localisation osseuse ainsi que 1’absence
de Iésions hépatiques patentes rapportées dans nos observations sont extrémement rares.

Ces observations illustrent les difficultés du diagnostic d’échinococcose alvéolaire
osseuse, en particulier du diagnostic différentiel avec I’atteinte tuberculeuse et I’hydatidose
osseuse. Des réactions PCR détectant E. multilocularis et E. granulosus réalisées sur un
liquide de fistule cutanée (cas #1) et sur des biopsies (cas #2) ont permis de confirmer le
diagnostic d’échinococcose alvéolaire évoqué par la sérologie (cas #1) ou par I’examen
anatomo-pathologique (cas #2). Il est intéressant de noter que les tests sérologiques ont
échoué dans le diagnostic d’espéce pour le cas #2 avec des résultats négatifs en ELISA
Em2plus et un profil de bandes en faveur d’E. granulosus au Western Blot Echinococcus
LDBIO.

L’auteur s’attache ainsi a montrer les limites de la sérologie et surtout le rdle crucial

de I’anatomo-pathologie et de la PCR dans le diagnostic des formes extra-hépatiques 1a ou E.
multilocularis est rarement évoqué.
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