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CHAFITRE |

e parasite opportuniste :
Cryptosporidium parvurnm




DARTIE |

GENERALITES




INTRODUCTION

La cryptosporidiose est une zoorose costropolite causée par des
profozodires appartenant & la sous-closse des coccidies et au genre
Cryptosporidium, signfiant 'spores cachées' en grec [30].

lLe parasite se développe dans les microvillosités des cellules
épithélidles intestinales ou les cellules respiratoires. Elle est trés répandue
dans le monde animal (maommiféres, olseaux, reptiles, polssons) et atteint
surtout les animaux jeunes (veaux, chevreaux) et par vole de conséquence,

lhomme fréquemment en contact avec les animaux : fermiers, vétérinaires

[21].

Décrite la premiere fols chez lhomme en 1976, elle est considérée
Jusquen 19280 comme une Infection opportuniste rare [52]. La
 cryptosporidiose humaine est devenue un probléme clinique . préoccupant &
partir des années 1980 par la fréquence et la gravité des. manifestations
digestives qguelle provoque au cours du Syndrome dimmuno-Déficience
Acquise (SIDA) et par la chimiorésistance habituelle du parasite [7] [81).

| - TAXONOMIE

N

-Le genre Cryptosporidium . appartient o lembranchement des

Apicomplexa, closse des sporozoaires, sous-classe des Coccidia, ordre des
Eucoccidia, sous-ordre des Eimeriina et famile des Cryptosporididae.

Comme ceux des autres sporozodires, les stades invasifs de
Cryptosporidium possedent un ensemble dorganites antérieurs spécidlisés
B8] 18] [28] constituant le complexe apical, probablement impliqué dans
linvasion de la cellule héte selon un mécanisme commun a fous les parasites
de ce groupe [22] ’

lLe genre Cryptosporidium est donc blologiquement proche des

coccidies humaines (comme Toxoplasma gondi) ou dautres. sporozoaires |

dintérét médical (comme Flasmodium spp).

Il existe plusieurs especes du genre Cryptosporidium dintérét médical
et vétérinaire (tableau 1)

Mais on admet actuellement que Cryprosporidium parvum est, parmi
toutes les especes identifiées de cryptosporidies, cele impliquée dans la




cryptosporidiose humaine, dont la principale manifestation clinigue est une

diarrhée aiglie [7] [81].

Mammiféeres Qiseaux
C. murls C. parvum C. meleagridis C. balleyl
Site privilégié de estomac intestin gréle intestin .bourse de
développement (/3 inférieur) Fabricius
v . cloague
. Voles aériennes
. conjonctives
Pathogénicité assoclé d une diarrhée aiglie diarrhée manifestations
diarrhée respiratolres
modérée
(bétall)
Qocystes .
forme ovalaire sphérigue/ovalaire sphérigue/ovalaire. ovalaire
+allle (microns) 74 %56 B5x45 B2x46 2 O6x%x5

Tableau1: Principales especes du genre Cryptosporidium dintérét médical
et vétérinaire [7].

l- CYCLE BIOLOGIQUE

Le cycle biolegique. de Cryptosporidium parvum est monoxene direct
(Tableau 2) [7]. :

A la différence des autres coccidies, ce cycle comprend deux phases :
schizogonique et gamogonique (ou sporogonigue).

Déroulement du. cycle :
La contamination a lieu par vole digestive : ,
- par ingestion dococysTeS (1) directement Infectieux présents dans leau et

les aliments souillés,
- directe chez les homosexuels,

- exceptionnellement par jetage nasal chez le personnel manipulant des.

animaux infestés,
- la contamination par les crachats n'est pas prouvée [21].

Apres ouverture dune suture de la coque, sous laction de sels biliaires
et denzymes proféolytiques [81], chaque cocyste lbére quatre SPOROZOITES

dans la lumiére intestinale.




MILIEU EXTERIEUR HOMME ou ANIMAL INFECTE ]

Microgométe

oocyste 4———1—— ococyste sporulé ———— zygote <
‘ 4 Maocrogomete

Dispersion oocyste sporulé

(eau +++, sols) {parai simple)

Ly Cortamination humaine : —4——y  occyste (1) auto-infecton 7

4 - digestive ++ {parai double)
(eou +++)
- aérienne 7
v

4 sporozoites ¢ 4 mérozoites
libres A

* Cortamination animale v
Trophozoite Schizonte mir
(tvee 2)

Auto-infection 7

h 4 .
Schizonte midr (type 1) Tropnozoite

!

* 5 mérozoites

Tableau 2 : Cycle biologique de Cryptosporidium parvum

Comme pour les aufres sporozoaires, le sporozoite pénétre dans la-
celule héte par invagination de la membrane plasmique. Cest la phase
dinternadlisation dans la vacucle parasitophore (compartiment intracellulaire
formé par linvagination de la membrane microvillositaire) & lapex entérocytaire
(figure 1), séparée du cytoplasme par une membrane.

Figure 1: Ulrastructure dun trophozoite aprés invasion de la région
microvilositaire dun entérocyte m=micronéemes (organites
appartenant au complexe apical [8] [22]) : n=noyau ; pv=paroi
vacuolaire ; v=vacuole parasitophore.
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lLa locdlisation superficielle de-cette vacuole dans les microvillosités de
la cellule hote, est caractéristique du genre Cryptosporidium.

Le plasmdemme du jeune TROPHOZOITE - fusionne dlors avec la

membrane de la-cellule héte internalisée pendant linvasion. On obtient alors un
complexe membranaire pentalaminaire. Puis les feulllets de ce complexe, issus
de la celule héte, disparaitront pour laisser un contact direct entre le

cytoplasme cellulaire et le parasite [81].

II-1- La phase schizogonique ou phase dasexuée

lLa phose asexuée comprend deux types de générations schizogonigues

successives qui aboutissent & des SCHIZONTES matures contenant chacun -

huit (type 1) puis quatre (type 2) MeEROZOTES (Figure 2).
Ceux-ci, lbérés dans la lumiére intestinale par éclatement des

schizontes, envahissent les microvillosités des entérocytes de la méme fagon |

gue pour les sporozoites.

Etude ultrastructurale dune mugueuse intestinale parasitée par.
Cryptosporidium parvum. m=mérozoite en coupe longitudindle :
M=macrogamete ; S=schizonte ; T=trophozoite [7]

Figure 2 :

———



Un développement cycliqgue des mérozoites type 1 pourrait pérenniser

linfection.
Aprés invasion celulaire, les mérozdites type 2 se transforment en
stades sexués ou MICRO- et MACROGAMETES.

-2~ La phase gamogonigue ou sporogonigue ou sexuée

L' éclatement de ces mérozoites libere, pour chacun deux, jusqua seize
MCROGAMETES non flagellés et MACROGAMETES uninuclées (Figure 2).

La fécondation a lieu par attachement puis. pénétration dun
microgameéte dans un macrogamete et donne un ZYGOTE. _,

Durant cette phase, le zygote élabore la coque du futur oocyste ol se
différencient quatre sporozoites. . o

Deux types doocystes sporulés (donc demblée infectieux) sont
observés [9)] : '

- les uns & paroi double, éliminés dans le milieu extérieur avec les.
féces, assurant la dissémination du parasite et la-
contamination humaine,

- les autres a paroi simple, qui. pourralent excyster dans la
lumiere infestinale de hote et contribuer a lauto- .
infestation. sporpzoites

corps résiduel

vacuole

5 pm
Figure 3 : \Vue schématique dun cocyste de Cryptosporidium parvurm [23].

La durée totdle du cycle, de la contfamination digestive & la présence
doocystes sporulés a la surface de la mugueuse, est denviron trois jours [7]
[&1] et lo période dincubation dure de deux a quatorze jours.




- EPIDEMIOLOGIE

H-1- Prévalence

En dbsence de déficit immunitaire, la fréguence disolement de

Cryptosporidium parvum dans les fécés au cours dépisodes de diarrhées est
denviron 1 & 3 % dans les pays industridiisés et de 5 a 20 % dans les pays

en vole de développement [11).

Les enquétes séroépidémiologiques soulignent la frégquence de la
contamination : ori a retrouvé des anticorps spéclfigues chez ©4 % des
syjets vivant dans des conditions soclo-économigues . précaires  dans de
grandes agglomérations latino-américaines [78] et chez environ 30 % des
nord-américains [7<9]. - , :
Au cours du SIDA, le chiffre globadl rapporté de 2 & 5 % de
cryptosporidioses sous-estime  certainement la rédlité [17] [©0)]. En
FRANCE, la cryptosporidiose est la pathologle lndlca‘i‘rlce de SIDA dans 53

% des cos chez ladulte [1] [11].

-2~ Modalités de la contamination humaine

La cryptosporidiose est transmise par les oocystes sporulés et

infectieux dés leur excrétion fécale. _
lls perdent leur pouvoir infectieux en deux semaines & 15-20°C [81].

I-2-1- Transmission de lanimal a thomme

Elle est llustrée par des cas de cryptosporidiose chez des éleveurs,

les vétéringires au contact de bovins infectés.

Les animoux délevage (veaux, porcs, chévres, moutons) constituent le
les -dnimaux domestiques . (chats, chiens, .

principal  réservolr du parasite,
rongeurs) étant beaucoup molins impliqués [7].



fl-2-2~ Transmission interhumaine

Elle est illustrée par des épidémies au niveau des creches, au sein de la
famille, par la transmission de malades & médecins. Elle est liée & lexcrétion
fréquente doocystes par les patlents infectés, et par la fréguence des

porteurs.

lI-2-3- Transmission hydrique

Des ococystes peuvent étre isolés en aval de dispositits de traitement
des eaux usées, dans des rivieres en particulier en aval dalres délevages,

‘dinsl que dans des eaux a usage domestique.
Des épldémles de crypfosporidiose a transmission hydrique ont été

signalées aux Efats-Unis et en Grande-Bretagne [3].

La faible tdille des oocystes (de diametre denviron 4,5 um [&1]) et leur |

résistance au chlore expligueralent linefficacité des moyens de fraitement

des eaux [7]. Le pouvoir infectieux, malgré la résistance importante des

-oocystes; est cependant inactivé par :
- le formol & 10 %,
- lammonlec a 12 %,
- fozorne a1 mg/| pendant 5 min,
- la congélation a -20°C pendant frois jours, o
- le chauffage a plus de 45°C pendant au moins 20 min [81].

l-2-4- Autres modalités de contamination [11]

On a signalé quelgues rares cas de contamination par de la nourriture
soulllée par les oocystes (lait cru, sauclsses, glace), par des habits souillés et
par leau de piscine. Un seul cas de contamination par inhdlation a été

rapporté [40].

Un probléme reste préoccupant : celul de la désinfection des

endoscopes. La seule fagon de détruire lo fotalté des oocystes contaminant
Tappareilage seralt limmersion de loutil dans le péroxyde dhydrogéne a 10%

pendant 30 min. Mdls ce traltement peut endommager lenveloppe externe
des endoscopes (annexe 1) [4&]. Il est donc légitime de se poser la question
dune éventuelle contamination per-endoscopique.
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Le réle des mouches-ou de certaines pratiques sexuelles (comme les
rapports anobuccaux) est également évoqué [11].

La transmission interhumaine du parasite et sa résistance aux
antiseptiques usuels permettent de  classer la cryptosporidiose parmi les
infections nosocomiales.

Qluelgues cas ont été rapportés chez des nouveaux-nés de méres
infectées. e passage transplacentaire de Cryptosporidium parvurm n'a jamols
pu étre mis en évidence mais une contamination lors de laccouchement ne

peut étre exclue [1].

l-3- Facteurs favorisants

La plupart des études effectuées soulignent lo fréquence de la maladie

chez lenfant de 1 a 5 ans, Insistant sur le réle favorisant et aggravant de la

malnutrition [63), dinfections virdles ou .dune antibiothéraple prédiable. Le

réle protecteur de ldllaitement maternel est signalé.
Par ailleurs, un second pic de fréguence a été mis en- evudence en-rre

20 et 40 ans.

La prévalence varie également selon les régions, pouvant étre liée au

climat, au régime des plules et aux activités d'élevage. :
Enfin lo cryptosporidiose est lune des étiologies de ia dlarrhee du

voyageur [7].

ll-4-- Porteurs asymptomatigues

La plupart des patients convalescents de crypftosporidiose élminent le
parasite de fagon prolongée, et ce jusqua 21 jours aprés guérlson clinique.
De plus, des oocystes ont été détectés dans le liquide duodénal de

sulets diarrhéiques explorés par endoscople pour troubles dyspeptiques [61} _
A Tavenir la recherche dantigénes solubles dans les selles [76] :

permettra peutr-étre le dépistage des porteurs asymptomatiques- qui, bien
quexcrétant le parosite en fable quontité et de fagon Intermittente,
constituent un danger sur le plan épidémiologique.
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V- ASPECT CLINIQUE DE LA CRYPTOSPORIDIOSE

V-1- Chez les patients immunocompétents

C'est aprés une incubation de 3 a 12 jours guapparait une diarrhée

hydrique profuse, accompagnée ou non de douleurs abdomindles,

vomissements, flevre, céphalées, myalgies, asthénie, anorexie, sueurs et

perte de poids.
Plus rarement on note une diarrhée sanglante ou la présence de mucus

dans les selles. ,

En général, chez le madlade immunocompétent, les symptomes
apparaissent de facon explosive [30] et ces manifestations disparaissent en
moyenne en 3 a 15 jours. Mals chez certains patients, elles peuvent persister
plus de deux semaines (notamment chez les enfants malnutris, présentant

adlors des froubles hydroélectrolytiqgues  séveres nécessitant une

réhydratotion parentérale).
D'un point de vue blologique, on rote :
' - une augmentation importante des phosphatases dlcalines (ou
PAL) et de gamma-glutamyl-transférase (ou GGT),
- aucune pertubation de la bilirubine ni des transaminases.

On peut dire dune fagon générdle aue la sévérité et la durée de la
maladie sont corrélées avec le degré dimmunodéficience [30O].

NV-2- Chez les patients immunodéprimés

La symptomatologle est particullerement fréquente, sévere et

prolongée au cours du SIDA ol elle contribue de fagen indirecte au déces du

potient. _
Des formes a- ou paucl-symptomatiques ont cependant été observées

au cours du SIDA.
Chez les patients porteurs du VIH, la maladie peut étre relotivement

limitée quand le nombre de lymphocytes CD, est supérieur & 180/mm [24]

[&5]).

La diarrhée de type cholériforme observée (jusqu'a

7 jour),

“accompagnée ou non de vomissements, de douleurs abdominales ou de flévre,
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est en effet prolongée pendant des semaines volre des mois avec un
retentissement nutritionel et hydroélectrolytigue maeur : deshydratation,
insuffisance rénale fonctionnelle, acidose métabolique, hypokdliémie, perte de
poids‘(j’usqua'EO% du poids de base, qui peut apparaitre a n' importe quel
stade de lo malodie et peut étre soit le révélateur de limmunodéficience, solt
un facteur daggravation de la maladie) [15] [21].

Chez les madlades infectés par le VIH, un traitement par les sulfamides
dans le cadre de la prophyloxie de la pneumocystose ou de la toxoplasmose
pourrait favoriser la survenue dune cryptosporidiose.

Le second aspect de la cryptosporidiose des immunodéprimés est le
risque de dissémination des locdlisations sinusiennes, bronchiques et
pulmonaires ont été rapportées [42]. Mais la fréquence disolement dautres

agents infectieux rend délicate linterprétation du pouvoir pathogéne de

Cryptosporidium _parvum ou niveau des voles cériennes. La vole de

dissémination serait apparemment hématogéne [31].

Cutre les malades atteints du SIDA, la cryptosporidiose est signalée
également chez des patents transplantés, atfteints de déficit en

immunoglobulines, dhémopathies, recevant un traitement: immunosuppresseur. .
ou une chimiothéraple anticancéreuse. Chez ces personnes, la restauration

du systéeme immunitaire permet le contréle de linfection.

V- PATHOGENIE

Le réle pathogene de Cryptosporidium nest pas encore aujeurdhul tres
blen connu.

| opparaitrait cependant, daprés des études récentes . [12], que le
parasite’ perturberait les échanges loniques, notamment du sodium et du

chlore, au niveau de lintestin gréle.

Lo diarrhée de type sécrétoire provoguée aurait comme origine, entre
autres, une augmentation de la différence de potentiel au niveau de épithélium
intestinal, élévation diie principalement & la sécrétion de llon chlorure (CI).

- En falt de diarrhées sécrétoires, eles serdient surtout provoquées par
une malabsorption au niveau intestinal, malabsorption causée par des
atteintes des cellules hautes des Villosités intestinales. Une étude américaine
du début de fannée 1996 montre une inhibition nette de labsorption de lion
sodium (Na*) et une augmentation importante de la sécrétion de lion CI-.
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Une hypothese est avancée ; celle selon laguelle Cryprosporidium
parvum pourrait sécréter une entérotoxine [12] [14] [28] [55]. Son activité
serait calcium dépendante, réversible et saturable. Mais lintervention dune
telle toxine est a prendre au conditionnel car on narrive toujours pas &
déterminer si lactivité sécrétoire est due a cette toxine ou a un facteur

humordl, sécrété par lépithélium inflammé [37].

Quoiquil en solt, on est en mesure daffirmer que lintensité de linfection
& Cryptosporidium parvum est directement depemdam’e de létat immunitaire
du patient, et la valeur seuil de 180 CD, / mm™ est une nouvelle fols mise en
valeur [12], ce qui souligne la grande importance de I immunité cellulaire dans la
modulation de linfection.

De méme, il apparait que plus lintestin est lésé par dilleurs, plus la
pathogénle de Cryptosporidium parvum est importante. Les patients nayant
pas beaucoup de dommages au niveau de lépithélium du gréle paraissent plus

résistants.

VI- REPONSE IMMUNITAIRE

La fréquence de la pathologle chez les jeunes enfants, sa sévérité chez
les Immuncdéprimés et sa guérison possible a larrét dun traifement
immunosuppresseur, suggere que la réponse Immunitaire de 'héte joue un réle

déterminant dans le contréle de la cryptosporidiose.
Moais les mécanismes mis en jeu ne sont pas connus avec precxslon

Vi-1- Réle de limmunité cellulaire (ou 1.C.)

La fréquence et la gravité de la mdladie au cours du SIDA souligne

limportance de 1.C..
Des souris athymiques infectées développent une .cryptosporidiose qui

guérit oprés transfert de cellules spléniques ou ganglionnaires de souris

immunes [77].

De méme, des souriceaux infectés puis traités par un anticorps
monoclonal anti-CD,® développent une cryptosporidiose chronique réversible
a larrét du traitement.
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VI-2- Réle de limmunité humorale (ou I.H.)

La maladie a été décrite chez des patients afteints de déficit en Ilg G
ou lg A. Les guérisons rapportées apres administration de colostrum de
bovins hyperimmuns [80] suggérent [intervention dun facteur humoral

(immunoglobuline ou facteur non spécifique 7).
Du sérum ou du colostrum de bovins immuns et des anticorps

monoclonaux spécifiques neutralisent le pouvoir infectieux des sporozoites in
vitro.

En revanche, linfection expérimentale de souriceaux a montré que la
sévérité de la maladie nétait pas corrélée avec la réponse humorale, et
guelle ne différalt pas enfre un groupe de souris témoins et un groupe de

sourls déplétées en lymphocytes B [71].

Remarque : |l paralt évident que ces deux types dimmunité sont trées
Imbriguées. C'est blen tout le systeme immunitaire, dans son

intégralité, qui est sollicité dans cette pathologie.

Vil- DIAGNOSTIC

VII-1- Diagnostic parasitologigue

En général la recherche du parasite se fait dans les selles diarrhéiques
mais on peut aussi en trouver dans les selles molles ou moulées. Plus
rarement, on en trouve dans le liguide vésiculdire, les crachats, le 'quuide
daospiration jéundle et trés rarement dans le liquide de lavage broncho-
alvéolaire [21].

Les oocystes étant tres résistants,
éventuellement étre conservés a +4°C sans dommage [16]. _

En général, les oocystes de Cryprosporidium parvum sont éliminés
dans les selles trols jours apreés contarmination. _ |

Leur élimination peut étre intermittente, justifiant des examens répétés
(trois contréles successifs) et [utlisation éventuelle de méthodes de

les prélevements peuvent

concentration.
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On utlise & ce titre la méthode de Ritchie simplifice, dans laguelle
échantilon a analyser est dilué directement dans de leau formolée a 10%
avant centrifugation, méthode qui présente un double avantage :

- concentration des ococystes,
- protection du manipulateur.

A lexamen direct, les oocystes apparaissent comme des éléments
arrondis ou ovdlaires, réfringents de 4 & © um et présentant un point noir
blen visible correspondant au corps résiduel.

Cependant, ldentification directe est difficile : les oocystes peuvent en
effet étre confondus avec dautres micro-organismes (levures, Blastocystis
hominis, kystes de flagellés) et ladjonction de lugol & 2%, qui colore les autres
éléments en brun et respecte les oocystes, ne peut suffir & offirmer le
diagnostic (& noter gu'en contraste de phase, les levures apparaissent plus

réfringentes [16)]).
I est donc impératif de recourlr & des techniques didentification

spécifiques.
Alnsl, le clinicien gui évogue une cryptosporidiose dans diverses

situgtons clinigues ou épidémiologiques (tableau 3) devra lindiquer au
biologiste afin que celui-ci puisse mettre en oeuvre les méthodes appropriées

[7].

Patient VIH @ :

- suivi systématique

- dlarrhée aigué ou chronique
- tablecu hépatobiligire.

Patient immunedéprimé (hors VIH @)
- diarrhée digug ou chronique.

Vovyageur :
- diarrhée ou *ourista.

Collectivité derfante de moins de 5 ans (créche) :
- diarrhée.

Collectivités urbdnes ou rurdles :
- diarrhée ou gastroentérite dallure épldémique.

Cortact individuel ou professionnel avec des animaux :

- diarrhée.
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Entourage dun patient et / ou danimaux afteints :
- contréle systématique.

Animaux familiers dun patlent immunodéprimé :
- comrdle systématique.

Tableau 3 : Indications du diagnostic biologique de la cryptosporidiose en
médecine humaine.

Des technigues didentification ont été mises au point depuis 1980 :
- immunofluorescence a lalde danticorps monoclonaux spécifiques,

- la coloration de Helne,
- la coloration de Ziehl-Nielsen modifiée (annexe 2) [10).

Ces méthodes semblent conjuguer simplicité dexécution, rapidité et flabilité.

Les oocystes colorés suivant ceftte derniere méthode apparaissent

comme des éléments arrondis, ovadlaires de 4.0 © um de diametre, colorés
en rouge wif sur le fond vert du contre-colorant. L'examen & fort

' grossissement permet de distinguer-le corps résiduel et les noyaux des

sporozoites.
' Les autres micro-organismes, pouvant préter a confusion, sont colorés

en vert avec cette technigue.

ViI-2- Diagnostic anatomopathologique

La mugueuse infestindle parasitée est le sliége dune réaction
inflammatoire non spécifique ou parfols daltérations plus importantes
atrophie villositaire, dlongement des cryptes.

A fexamen de coupes colorées par hématoxyline-éosine ou le glemsa,
les cryptosporidies apparaissent comme des organismes arrondis de 3 & ©
pm de diametre accolés a la surface de la mugueuse.

I est important de noter que la recherche de crypfosporldles doit se
faire au pdle aplcal des cellules cylindrigues de Iépithélium de revétement ou

des glandes de lintestin ou de la vésicule biliaire [2].
Lidentification peut étre difficile pour un observateur non avert.
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VII-3- Diagnostic sérologique

Des anticorps sériques de classe Ig G, Ig A, Ig M et |g E apparaissent
au cours de linfection et peuvent étre détectés par
- immunofluorescence,
- ELISA,
- western blot [78] [79].

Moals lopplication de la sérologie en biologie clinique est imitée du falt de
lobsence de standardisation des sources de parosites et des méthodes de
 préparation de lantigene, lo fréquence des porteurs danticorps dans la
population générale et labsence détude exhaustive des réactions croisées.

lLe dépistage sérologique se limite donc aux enquétes
séroépidémiologiques et ne peut en aucun cas étre utlisé & des fins
diagnostigues.
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Le parasite Cryprosporidium parvurm a été rapporté la premiere fois en
197G comme un agent pathogeéne pour homme. De par évolution pandémique
du SIDA la cryptosporidiose est maintenant considérée comme une cause de
diarrhée pouvont causer la mort de malodes immunodéprimés [20] [67].

AU départ, le diagnostic se basait sur la mise en évidence du parasite
dans les tissus intestinaux obtenus por biopsie endoscopique. Mais des la
premiére identification d' oocystes dans les selles en 1980 [73], de nouvelles
et nombreuses méthodes de corcentration, de coloration et de détection ont

été développées (4] [20] [27] [45] [57] [83] [&7].

La coloration acide rapide (ou acid-fast staining AFS) est la technique
la plus utilisée en laboratoire, mais elle nécessite, pour étre fiable, un nombre

assez élevé d' oocystes., _ __ _
Les méthodes de concentration des éléments parasitaires permettent

daugmenter la sensibilité.

Des études épldémiologiques ont révélé gue certaines méthodes de
coprodiagnostic présentent des lacunes dans la détection des oocystes de
Cryptosporidium parvum dans les selles de potients. effectivement infectés
[44] [83], aussl blen chez des madlades immunocompétents gque chiez des

malades infectés par le VIH.

L' efficacité de la technigue & | acétatre d'éthyle-formol (ou formalin-ethyl
acetate FEA) pour cette concentration des oocystes, et pour définir le
nombre minimum doocystes pouvant étre détectés dans les prélevements
par les technigues diaghostigues de routine, a été définle & partfir
d'échantilons contenant un nombre connu doocystes corncentrés par la
méthode FEA ou méthode de Ritchie [83]. Nous résumons les données de la
ittérature concernant leficacité de ces techniques.
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| - METHODES DE CONCENTRATION

|-1- Description de la méthode de concentration au FEA [83]

® on prend 4 ml dune suspension de selles fécales fixées par le formol

ou & ml dune telle suspension de selles aqueuses.

@ On lave par de leau désionisée a travers une gaze humidifiée dans

des tubes conigues de centrifugation.

® On centrifuge & 5OO g pendant 2 minutes.

@ on récupeére le sédiment gue lon remet en suspension . dans @ ml de

formol & 10% et 3 ml dacétate déthyle.

® On agite vigoureusement pendant 30 secondes.
® On centrifuge de nouveau & 500 g pendant 2 minutes.

@ On récupere 4 phases gui sont de haut en bas :
- acétate déthyle
- débris fécaux
- formol
- sédiment.

On récupere le sédiment qui contlent les cocystes concentrés.

-2~ Résultats obtenus

Le seull de détection des oocystes est différent selon que lon a a faire

& une diarrhée aqueuse ou nor. ,
La détection par |mmunoﬂuore5cence sur des anticorps monoclonaux

parait plus sensible que la technique dAFS pour les deux types de spécimens

(tableau 4) [83].
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NOMBRE D NOMBRE ' ECHANTILLONS POSITIFS / NOMBRE D' ECHANTILLONS

OOCYSTES OBSERVES
AJOUTES PAR GR SELLES AQUEUSES SELLES FORMEES
DECHANTILLON AFS TECHNIQUE IF AFS TECHNIQUE IF
1000 o /10 O /10 ND ND
5 000 @ /10 2 N0 ND 2/10
10 000 10 /10 10 /10 O /0 & /10
50 000 10 /10 10 /10 lo¥a's] 10 /10
100 000 ND ND & /10 10710
500 000 ND ND 10 /10 ND

ND : non déterming

Comparaison des méthodes dAFS et dIF pour la détection
des oocystes de Cryptosporidium parvurn dans des
prélévements de selles aqueuses et fécales.

Tableau 4 :

Pour les diarrhées oqueuses, les oocystes sont détectés dans 90 %
des prélevements contenant 5 OO0 oocystes / g déchantilon par la
technigue dIF, dlors quils ne le sont qua ©0O % par la technique dAFS. Les
deux techniques détectent 100 % des oocystes pour. une concentrotion

supérieure a 10 OO0 oocystes / g déchantiion.
En ce qul concerne les selles moulées, lavantage de {IF par ropport &

IAFS paralt plus évident [83]. _ _
Nous voyons donc que le nombre minimum d oocystes pour que la

détection soit efficace doit étre assez élevé et que le folt de concentrer

[échantilion par la méthode FEA entrdine une perte importante en oocystes

(tableau 5) [83].

NOMBRE D* NOMBRE NOMBRE D' OOCYSTES DETECTES
OOCYSTES ATTENDU
AJOUTES PAR GR D' OOCYSTES - SELLES AGUEUSES SELLES FORMEES
D" ECHANTILLON (2 a) AFS TECHNIGQUE IF AFS TECHNIQUE IF
1000 25 o o ND ND
5 000 125 11 (0-3) 2.9 (0-6) ND 0,3 (0-2)
10 000 25 (+10) 7.2 (H16) 12,2 (4-16) O 12 (0-3)
50 000 125 (+ 22) —+ o ) . 85 (514)
100 000 280 (+ 32) ND ND 0.2 (0-3) 16,7 (-26)
500 000 1250 (7 ND ND 27,5 (186-49) ND

+++ 110 échantillons sur 10 sont pesitifs. Le nombre d' cocystes n'étant pas déterminé.

Tableau 5 : Comparalson entre le nombre attendu et le nombre
observé d oocystes de Cryptosporidium parvum.
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Pour les échantlllons prélevés a parfir de dlarrhées agueuses, on note
gue IIF entrdine une perte de 51,2 % des cocystes (pour 10 OO0 ococystes
/ g) et D12 % par la méthode dAFS (pour 5 OOC ococystes / g), ce qul
montre bien lexistence dun seull minimum de détection de ces oocystes. Pour
les prélevements de selles moulées, les pertes sont supérieures a 20 %

pour les deux techniques.

|-3- Comment éviter les pertes

Cest pour ces raisons que des étapes de lo méthode FEA ont été
modifiées [83].

I-3-1- Modifications apportées a la méthode FEA (figure 4)

@ Modification du temps de centrifugation : on peut varier icl de. 1 a 10
- mihutes la centrifugation, contre 2 minutes pour la méthode standard. .

@ Une seule étape de centrifugation & 500 g

On a comparé | efficacité de la- centrifugation. aprés 2, 5 et 10

minutes.

®@ Utllisation de filtres métaliques de pores OO um de diameétre.

@ Utlisation dun surfactant : le TRITON X-100 a 20% lors de la

premiere centrifugation.

® Vorlation de la force de centrifugation : comparaison des

centrifugations a 100 g et 1 OO0 g avec celle a BOO g.
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Quatre phases aprés | Sédiment remis en Trols phases apres Etalement du
la 1°™ centrifugation suspension dans une 2™ sédiment aprés une
NaCl saturé centrifugation 3 centrifugation
Acétate déthyle — Sédiment
[t remis en
Débris T——— = suspension ) QOocystes
dans Tl'eau de T el
Cryptospo- [
Formol o NeCl |, ~ridium T
saturé \/
Sédiment Deébris Sédiment -#
&
Etalement

Figure 4 : Déroulement de la nouvelle méthode de concentration.

On utilise icl -
- 4 ml déchantillon fixé par le formol
- © ml de formol a 40%
- 3 ml dacétate déthyle
- 1 centrifugation a 500 g pendant 5 minutes.

On obtient les quatre phases de la figure 4.
Le sédiment est repris dans 5 ml deau désionisée et 5 ml de NaCl a
saturation, puls centrifugé a 500 g pendant 10 minutes.
On obtient enfin quotre phases aul sont de haut en bas :
- eau déslonisée,
- oocystes de Cryptosporidium parvum ,

- NaCl saturé,
- le culot contenant la majorité des débris fécaux.

On préleve les oocystes a laide dune pipette, on les lave avec 13 ml
environ deau désionisée et on recentrifuge & 500 g pendant 10 minutes
pour recuellir le sédiment contenant les ococystes.
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I-3-2- Comparaison de cette nouvelle technigue a la méthode FEA

classique

Le falt daugmenter le temps de centrifugation n'améliore pas beaucoup
la détection des ococystes en grand nombre, et présente méme I'inconvénient
de rendre linterprétation de la coloration plus difficile du fait dune plus grande
concentration du sédiment par rapport a la fechnique standard.

Mais, de facon générale, la détection des oocystes de Cryprosporidium
parvum o été améliorée par cette nouvelle méthode (tableaux & et 7) [83].

NOMBRE D' ECHANTILLONS POSITIFS /10 ECHANTILLONS OBSERVES

CONC.
EN .
OCOCYS- ECH1 ECH 2 ECH3 - ECH4 : ECH 5
TES (formées) (formées) (formées) (mlees. ) . (aqueuses) _
FEA . Neﬂe FEA Nellg FEA Ne]le EEA Nelle - FEA Nel[e co
1 OO0 O @) O (@] O O O O O O
5 000 O 9 @) & o 7 @ @ 9 10
10 OO0 o 10 @ o} 4 1o o 3 @] 1O
50 OO0 9 10 5 @] =) j[@] 2 7 10 10

mixtes : selles formées et graisseuses.

‘Tableau & : Comparaison entre la nouvelle méthode de concentration et la
méthode FEA standard. (1)

NOMBRE D' ECHANTILLONS POSITIFS / NOMBRE OBSERVES

CONC.
EN
OOCY S~ ECH1 ECH 2 ECH 3 ECH 4 . ECHB
TES (formées) {(formées) (formees) (mix-rest ) (agueuses)
FE~ INGER FEA FEA FEA NCCR ==y o
1 OO0 O @ O O O O O e O O
5 000 O 23 O 15 @ 1,2 @) @ 29 4.1
10 OO0 1,0 26 o 33 0,4 4.9 O 03 122 18,3
50 OO0 2,5 409 1,0 12,6 o7 195 03 2.4 - -

mixtes : selles formées et graisseuses.
- 1 les 10 échantillons examinés sont positife. Les oocystes ne sont pas comptrés.

Tableau 7 : Comparaison entre la nouvelle méthode de concentration.et la
méthode FEA standard. (2)

Par- cette nouvelle technique, on note une melleure séparatfion. des

parasites et des débris fécaux qu' avec la technique classique.
Les échantillons ont imoins de débris fécaux et une fluorescence des.

oocystes beaucoup plus nette [83].
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De ce fait, la détection des oocystes peut se faire dans tous les

échantillons.

l-4- Conclusion

Paor lexamen des échantillons fécaux contenant une concentration
connue doocystes de Cryprosporidiurm parvurm, on pensait pouvoir déterminer
la sensibliiité de ce test de coprodiagnostic. Mais | nexiste pas encore de
standard fiable pour la détection de ces oocystes [76].

Le seull minimum de leur détection a pu étre mis en évidence pour ces
deux technigues : il faut au moins 5 a 10 OCO oocystes / g déchantillon si
les selles sont aqueuses. Par contre si elles sont formées, une concentration

minimale de 10 & 50 OO0 oocystes / g déchantillon sera nécessaire pour

une détection efficace. _
Néanmoins, IIF reste quand méme plus sensible gue la métnode dAFS.

On a pu observer également guun échantillon de selles aqueuses est

plus facllement analysable que sil s'ogit de selles formées. _
Ceci confirme les resui‘ra't's de certaines études déja rédlisées [4] [2&]

[&1].
La détection des oocystes requlere o la fois des techniques de
coloration sensibles et spécifiques couplées aux méthodes efficaces de
concentration des échantillons.

La diarrhée chronique dorigine inconnue chez un patient VIH® est un
probleme diagnostigue bien connu. Il est important de noter que des études
rétfrospectives ont montré que, quand on reprend les biopsies jéundles de
tels patients, dont lexamen sétair avéré négotif, 1% dentre elles sont
faiblement positives [83].

Cest pour éviter cela & lavenir, que des modifications ont été
apportées notamment au niveau de la séparation des parasites et des débris

fécaux.

- MISE EN EVIDENCE DES OOCYSTES

[I-1- Méthodes de coloration

Les oocystes ne sont pas colorés par le Gram ni par le Lugol a 2%.
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lls peuvent étre colorés par le Giemsa : le cytoplasme cppardit coloré
en rose ou en violet. |l est granuleux avec un corps résiduel central, les

sporozoites sont colorés en rouge foncé.
Le diagnostic différentiel avec les autres éléments fécaux est difficile,

car ceux-ci sont également colorés.

II-1-1- Coloration de ZIEHL-NIELLSEN modifiée par Henriksen et Poblenz

I est préférable dutiiser la technique de ZIEHL-NIELSEN modifiée
(annexe 2) qul colore netfement les oocystes en rouge Vif, dlors que les
levures et les débris fécaux ne prennent pas le ZIEHL. [18).

Cette méthode est, par dilleurs, consélllée a tous les laboratoires qui

commencent des recherches de Cryprosporidium parvurm.

Différentes variantes ont été proposées : dune maniere ger\era!e lo

coloration se fait par la fuschine phéniguée a froid, la décoloration seulement
par un acide et la contre-coloration peut employer différents colorants : bleu

de méthyléne, vert malachite, vert lumiere... .
La lecture se fait a lobjectif X220 en- parcourorﬁ toute - (a larme

recouverte dhulle & immersion. Tout élément suspect sera examiné a lobjectif

X100, a lmmersion.

[-1-1-1- Résultats

Les oocystes apparaissent donc en rouge vif sur fond bleu ou vert,
selon le contre-colorant utllisé. lls contiennent guatre sporozoites en forme
de croissant et un corps résiduel qui sont exceptionnellement vus. Il v a
souvent une zone centrale moins colorée, donnant un aspect de vacuole.

I1-1-1-2- Diagnostic différentiel

- Les levures. .ne sont pas colorées en rouge et prennent blen le
contre-colorant. Certaines spores végétdles apparaissent parfols colorées

en rouge sombre, elles sont plus grosses. et leur parol est épaisse.
- Les faches de colorants sont de talle variable et sans 51'ruc+ure

interne.
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Rmg : La méthode avec le vert malachite a également lintérét de
colorer en vert foncé les cristdllioides d' Entamoeba histolytica et

d" Entamoeba hartmanni ainst que les oocystes d' lsospora bell.

lI-1-1-3- Précautions générales

La manipulation des selles doit étre effectuée avec des gants, car les
oocystes sont directement contaminants et résistent a de nombreux
détergents : plusieurs contaminations professionnelles ont déjd été publiées.
En outre, les selles peuvent contenir du VIH. La verrerrie utiisée devra donc

étre traitée avec de leau de javel & 10% [18)].

ll-1-2- Coloration & lauramine (annexe 3) [1&]

Les cryptosporidies se détachent par fluorescence. Certaines sont
tres facllement Identifiables. || s'agit donc d'éléments arrondis, régullers dont
la parol est trés nettement fluorescente, mais certains de ces éléments sont
beaucoup plus difficles & diagnostiquer, la fluorescence étant plus irréguliére,

et peuvent étre considérés comme un artéfact.

N.B. : A noter gue les lames peuvent étre conservées & labri de la lumiére

dans une bofte noire.

[I-1-3- Techniques de confirmation de diagnostic [21]

Dautres techniques de coloration aident a laffirmation du diagnostic

(annexe 4) :

I-1-3-1- Technigue de Heine

l-1-3-2- Technique de Késter

[|-1-3-3- Coloration au May-Grumwald-Giemsa
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Ces techniques de coloration permettent également de rechercher les
oocystes de Cryptosporidium parvum dans :
- les liquides d'aspiration Jéunadle, apres fixation au formol,
- les frottis de raclage de la muqueuse intestindle apres
homogénéisation,
- les crachats apreés une action enzymatique,
- les prélevements d'aspiration bronchigue,
- la blle, exceptionnellement.

N.B. :la coloration au May-Grumwald-Giemsa n'est pos conselllée car la
lecture est difficile. Les cryptosporidies apparaissent colorées en rose
ou en Viclet, le cytoplasme est granuleux avec un corps résiduel central.
Les sporozoites sont colorés en rouge foncé [18)].

II-2- Autre technique [DEL]

On peut aussi faire la recherche des ococystes de Cryptosporidium -
parvum en fluorescence, gréce aux anticorps monoclonaux, mals cette .
technique est trés coliteuse et nest intéressante que pour des laboratoires
faisant beaucoup de recherches de Cryptosporidium.

On utilise en falt un antlcorps monoclonal margué a lisothiocyanate de
fluorescéine gui permet, par une réaction dimmunofluorescence directe, de.
faire le diagnostic de cryptosporidiose.

Cette méthode aurait une spécificité et une sensbllité supérieure a
celle obtenue avec lo coloration de ZIEHL-NIELSEN modifige. .

La technigue dimmunofluorescence c¢ auss! pour avantage détre deux
fois plus rapide que les méthodes de coloration classiques utilisées, et sa
lecture est plus aisée pour un observoteur non expérimenté : les oocystes de
Cryptosporidium apparalssent vert fluorescent.




29

DARTIE |

TRAITEMENT




30

La cryptosporidiose est une des infections opportunistes du SIDA pour
laguelle il n'y a pos de thérapeutique efficace.

Le développement de molécules efficaces a été séverement géné par :
- labsence d'une méthode de culture /in vitro du parasite,
- labsence de modeéle animal de la maladie [30].

En labsence de ce modeéle, gul permettrait de caractériser la biologie
et le métabolisme du parasite, | est donc difficle de mettre au point une
thérapie efficace.

La nature dévastatrice de linfection & Cryprosporidium parvum a eu
comme conséquence ladministration, sans précédent, de beaucoup de
molécules pharmaceutiques malgré labsence détudes sérieuses a leur sujet.
Mais la plupart des essais thérapeutiques chez lhomme séveremment
immunodéprimé ont abouti & un échec [468] [G2]. '

- QUELQUES MOLECULES ETUDIEES

Plus de soixante-guinze molécules ont été ainsl testées, sans beaucoup
de succeés. Beaucoup de ces agents thérapeutiques ont été essayé du fait
de leur action sur dautres protozodires comme : '

- la spiramycine sur Toxoplasma gondi,

- la chloroguine sur Flasmodium sp.,

- le triméthoprime-sulfaméthoxazole sur  Preumocystis cariri

lsospora bell

- le ' métronidazole sur  Giardia lamblia,
Entarmoeba histolytica.

Dautres molécules ont pu montrer une éventuelle efficacité, mals leur
toxicité gastro-intestindle et médullaire ont limité leur utlisation [30].

I-1- La spiramycine

Certains succeés ont été obtenus avec ce macrolide.

Dautres études ont été menées pour vérifler son efficacité, en
aveugle, spiramycine contre placebo. Aucune différence n'a pu étre mise en
évidence significativement [30].
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I-2- Concernant d'autres molécules

|-2-1- Dérivé de lacétonitrile de benzene : le diclazuril

Son intérét résulte de son action contre une autre coccidie : Eimeria
sp.

Son efficacité a été mise en évidence au Zdire sur un petit nombre de
patients atteints de SIDA et sur un potient @ New York. Cetfte relative -
faible activité seralt due & sa médiocre absorption [33].

|-2-2- Le |étrazuril (apparenté au diclazuril)

Il sembleralt étre mieux absorbé que le diclazuril [30].

- ETUDES IMMUNOLOGIQUES

Depuis que lon sait que la sévérité et la durée de la cryptosporidiose
sont éfroltement liées a limmunocompétence de Ihéte, une des stratégies de
lutte contre linfection serait dordre immunologique. _

Le tronsfert passif danticorps de la mére ne semble en rlen gérer le
développement de Cryprosporidium chez la souris ou le veau, mals certaines
études monfrent guil pourrait prévenir la cryptosporidicse chez lenfant
hurmain [51].

Le colostrum de bovin, uflisé de fogon soit préventive, solit
thérapeutiaue chez lhomme, le veau ou la souris, o permis dobtenir des
succés mals aussi des échecs [3] [38] [B4] [57] [65] [74] [75]. On a pu
reporter guun seul cas [80] de totdle efficacité chez un patient atteint de
SIDA. Lo plupart du temps, il sagit plutét demélioration des symptémes.
clinigues, mais sans faire disparditre le parasite.
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ll- LA PAROMOMYCINE DANS LE TRAITEMENT DE
LA CRYPTOSPORIDIOSE DU SIDA

Une étude prospective en double-aveugle a été menée, destinée a .
metire en évidence lefficacité du traltement par la paromomycine sur une

courte période (deux semaines) [85].
lLa paromomycine est un antibiotique de la famille des aminoglycosides

qgul n'est pas tres bien absorbé per os.
On a pu metftre en évidence une certaine activité, in vifro, sur les

cryptosporidies a certaines concentrations [50).
Des cos damélioration clinique de la cryptosporidiose associée au

SIDA ont été rapportés, sous traitement par paromomycine [29] [34..
Tout au long de ceffe étude, le nombre d oocystes excrétés est

mesuré par immunofluorescence quantitative [34] et lexcrétion totdle est
caleculée a partir de la concentration en oocystes et du poids total des selles.

l-1- Le choix des malades participant & [étude

l.es critéres dinclusion sont :
- une infection a VIH,
- un faux de lymphocytes CD,, inférieur a 100 / mrm-
- des diarrhées chroniques (plus de 3 selles dlarr‘helques par jour, pendarﬂ' au
moins 5 Jours par semaine et sur au moins 3 semaines),
- des selles contenant des cocystes de Cryptosporidium parvum. .

Les patients étaient exclus de [étude slls avaient :

- des probléemes auditifs,

- une Intolérance aux aminosides,
- une créatinine supérieure a 20 mg/! (valeurs normadles : inférieur & 10 mg/l),

- une bilirubine et des enzymes hépatiques supérieures a trols fols la normale,

~ une hémoglobine inférieure & 20 g/l (valeurs normales : MO a 150 g/l),
- des globules blancs inférieurs & O,5 G/ (valeurs normales : 4 & 10 G/I),

- dautres infections opportunistes [85].
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ll-2- Méthodolgie

Les patlents étalent choisls au hasard pour recevoir un placebo ou de
la paromomycine & 25-35 mg/kg/} (deux comprimés dosés a 250 mg, trois
ou quatre fois par jour). Aprés les deux premiéres semaines de traitement,
les malades passent & lautre molécule pour deux semaines supplémentaires.

Le traltement antiviral est maintenu pendant létude.
On demandait a chacun de suspendre son traitement antispasimodique.

Les patlents devalent tenir un registre de toutes les exonérations
faites dans la journée et de les claosser en selles aqueuses, molles, moulées

ou dures.
Chague semaine on enregistraif le poids total des selles de chacune

des personnes, le nombre de selles émises, la concentration en oocystes et

l'excrétion totdle sur 24 heures [85].

-3~ Résultats obtenus

l-3-1- La population de fétude

Il s'agit de dix patients ayant le SIDA.
Tous étalent trés immunodéprimés avec un taux de CD, inférieur &

100 / mnr.

Le choix des patients commengant étude par la paromomycine ou le
placebo a été fait de fagon dléatoire, quelgue soit leur taux dhémoglobine,

dalbumine ou de CD,4
La population de cet essal figure dans le tableau &.
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Patient, dge cb, Albumine Hémeglobine Traitemert Substance
(années)/race cellules/mm® g/ g/ antiviral testée
1. 30/C 27 39 121 Aucun* Paromomycine
2. 25/C 386 39 n7 AZT Paromomycine
3. 37/4H4 & 27 ns AZT Placebo
4. 34/ A 2 39 24 AZT Placebo
5 38/C 22 40 n3 ddl Placebo
©. 28/C I 40 m AZT® Paromomycine
7.38/C &3 41 127 AZT Paromomycine
8. 25/ H 38 38 29 AZT Paromomycine
9. 33/A =) 42 148 AZT / ddC Placebo
0. 24/C ) 40 o7 Aucun Paromomycine

Note : C : Caucaslen, H : Hispanique, A : Afro-américain, AZT : zidovudine, ddl : didanosine, .ddC :
zalchabine.
T o Arrét du dd au début de étude pour troubles gastro-intestinaux et passage & IAZT & fable
dose (200 mg/jour).
¥ Arrét du traltement par AZT ou début de létude d cause de troubles gastro-intestinaux.

Tableau & : Caractéristiques cliniques et démographiques des patients SIDA
ayant une cryptosporidiose, initlalement traités par-
paromormycine ou placebo [85].

Pendant, ou fres peu de temps apres létude, quatre des dix patients
ont développés une infection opportuniste autre guune . cryptosporidicse
infestinale : parmi eux, deux ont regu en premier de la paromomycine (s ont
développé une tuberculose pulmonaire et une microsporidiose intestinale), et
les deux autres étalent initlalement fraités par le placebo (s ont développé
une infection pulmonaire & Mycobacterium kansasif et une Infection disséminée
& Mycobacterium aviur). |

I-3-2- Concernant l'excrétion des oocystes.

Les modifications dexcrétion des cocystes ont été mesurées de deux
fagons : au regard de la concentration et de lexcrétion quotidienne totale.
Ces deux parametres évoluaient parallélement.

On a remarqué que certains échanfillons devenalent négatifs pendant le
traitement par la paromomycine, ce qui nétait pas le cos sous traitement

avec le placebo.
Quand on passait de la paromomycine au placebo, on a méme observé

une augmentation de lexcrétion des oocystes, et inversement quand on
passait du placebo a la paromomycine.
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-3-3- Fréquence, volume et aspect des selles

Pendant la période sous paromomycine, le nombre de selles par jour a
chuté de 4.4 (en moyenne) a 2,0.

Ces résultats apparadissent dans le tableau 2.

Moyenne
Avant traftement Aprés fraitement
Polds des selles en gramme 843 - 394
Nombre de selles par 24 h 4.4 20
Aspect des selles * 4 3
Nombre d cocystes / 24h x 10° 314 109

* . Classlfication des selles selon leur aspect : d=aqueuses, 3=molles, 2=moulées, =dures.

Tableau @ : Données entre avant et apreés les quatorzes jours de
' trattement par la paromomycine chez dix malades du SIDA

8],

Sept malades sur dix ont observés une amélioration de laspect de.

leurs selles (tableau 9).

-4~ Conclusions

Cette étude montre donc des améliorations cliniques et

parasitologlgues, lors du traitement par la paromomycine.
En comparant les six patients initidlement traités par la paromomycine

aux quatre sous placebo, on note une diminution imporftante de leur charge
parasitaire, estimée par lexcréfion totale des oocystes sur 24 heures.
Par ailleurs, un seul patient a été totalement guéri pendant cette cure

thérapeutique. La diarrhée sest résolue chez sept personnes sur les dix de
étude.
Quatre patlents ont eu des problemes biliaires que lon a attribués a

Cryptosporidium parvum.
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Comme on le voit dans le tableau 8, foutes les personnes étaient
fortement immunodéprimées ; la moyenne de leur taux de CD,4 se trouvait a
24.5 / mm° (huit ont un taux Inférieur a 40 CD, / mm- et les deux autres
ont dautres infections opportunistes associées).

Cette étude a permi de démontrer lefficacité de la paromomycine sur
Cryptosporidiurm malgré un échantilonoge tres petit. Mais doutres essals,
sur plus de 100 patlents ont aboutl aux mémes conclusions [©] [29] [34]
82].
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CHAPITRE I

CrypTosporidiése et VIH
- Physiopathologle -
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- INTRODUCTION

Les dlarrhées chronigues constituent une complication fréquente au
cours de lévolution de linfection par le VIH.

Une origine infectieuse est retrouvée dans 50 a 70O % des cas.

Depuis 1983, on observe le développement daffections jusgualors
rares : cryptosporidiose, isosporose, mycobactériose atyplque [53].

Les cryptosporidies sont retrouvées dans les selles denviron 10 % des
patients VIH® ayant des diarrhées [17] (66].

Chez certdins malades, lexcrétion d' oocystes est associée & des
diarrhées sévéres et prolongées, pouvant menacer la vie du patient [14].

Par alleurs, || existe aussi des porteurs asymptomatiques [41] [86] et
pauci-symptomatiques [14] [©4]. On a également vu des malades avec des
diarrhées apparemment causées par un aufre organisme, avoir des selles
positives lors de la recherche d cocystes de. Cryprosporidium. parviim. [34]
[©4].

Les agents étiologiques sont nombreux. Certains protozoadires peuvent
étre considérés comme spécifiques du tube digestif et correspondent é des

infections intra-luminadles: ou infro-entérocytaires. lls sont. accessibles par

lexamen des selles. _ _

Le dagnostic est le plus souvent porté gréce o lexploration .
endoscopique avec biopsle, pour une étude histologique et mise en culfure
- [B3].

Une étude frangalse (que lon appellera EF) a été effectuée dans le but
de comparer les résultats de lexamen cytologique par apposition & ceux .de
thistologie et de lo microscopie électronique, sur une série de cinquante
patients [53]. Ses résultats seront, en partie, développés dans ce chapitre.

Depuis gque la diarrhée est devenue habltuelle au cours du SIDA, il
pardit frés important de bien connditre la signification clinique exacte de selles
positives a Cryptosporidium parvum [72] [86)].

Blen guil apparaisse que la sévérité de linfection a. Cryprosporidium
chez les immunodéprimés solit liée & la charge paraositaire [19], It ny a pas eu
détude systématique falte sur laspect guantitatif de ces infections chez
" Thomme. Une étude américaine (que lon appellera EAI) [34] a essayé de
quantifier les ococystes de Cryptrosporidium. des selles humaines, et de.
déterminer la reproductbilité de ce taux en fonction de linfection ; cette
mesure se faisant au quotidien, selle par selle. Le but de cette étude était de.
relier la charge parositaire a lhistologie du duodénum et a lo réponse. & un
agent thérapeutique, ceci chez cinquante patients VIH®. Ses résultats .
seront également développés dans ce chapitre.
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Cette anadlyse éthiopathogénique sappulera enfin sur une troisiéme
étude, américaine elle aussi (que lon appellera EA2), qui est une étude
rétrospective destinée a établir des corrélations entre les modifications
histopathologigues et/ou clinicopathologiques avec linfection [33].

- SITUATION DES PATIENTS DANS CHACUNE
DES ETUDES

-1- Dans [étude américaine numéro 1 (ou EAT) [34]

~ Le choix des '5uje'r5 sest porté sur cinquante patients VIH®, ayant un
taux de lmphocytes CD, Inférieur a 80O / mm-, souffrant de diarrhées
chroniques due & Cryptosporidium parvum, seul agerﬂ' pathogene intestinal
détecté.

II-2- Dans létude Frangaiée (ou E.F.) [53]

| s'agit dune étude prospective portant sur cinquante madlades, rédlisée
entre Janvier 1990 et Juin 1992, par endoscople haute.

Tous ces patients souffralent dune diarrhée évoluant depuls au moins
guatre semaines, dorigine indéterminée, méme aprés examen parasitologique
et bactériclogique des selles chez trente-neuf dentre eux. Chez . les onze
autres, on suspecte une poly-infection, avec parasitose et persistance ou
aggravation de la symptomatologie sous traitement.

Tous ces patients avalent, ou moment de lexamen, un déficit
immunitaire sévére avec un taux sanguin de lymphocytes CD,4 inférieur &
200 / mm. |

I-3- Dans létude américaine numéro 2 (ou EA2) [33]

Cette éfude, menée entre Janvier 1981 et Décembre 1989, repose
sur lexamen post-mortem de 2927 personnes.
Chez guinze dentre elles seulement on a pu 1den+n°er erfa@par/d/um

parvum.
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Les autopsies ont été pratiquées dans une moyenne de 28 heures
aprés le décés. lLes tissus prélevés ont été conservés dans un fampon
contenant 10 % de formol.

- LES OBSERVATIONS OBTENUES

lll-1- Dans Iétude EAL [34]

On a essayé, icl, de déterminer les corrélations existant entre la
charge paraositaire et la sympromatologle -digestive.

' Les oocystes sont comptés par observation au microscope a
fluorescence, en utilisant des anticorps moneclonaux, technique sensible et
spécifique de Cryptosporidium parvum [4]. "

Des blopsies duodénales ont été effectuées sur chaque patient.

Les échantllons ont été fixés dans de la paraffine,. coupés puis colorés
a Ihématoxyline-éosine.

Les lames ont ensulte été lues par .un anatomeopathologiste qui ne
savait rien de létat clinique du patient ni des résultats des observations des.

selles des malades. _ N

Il a pu déterminer, pour chaque spécimen, un "score histologique” de
lintensité de linfection, score & partir duguel lobservateur a estimé le
pourcentage de la surface lumindle couverte par Cryptosporidium parvum.

Tous les patients ont, en outre, recu de la paromomycine (HUMAGEL®
- HUMATIN®, Laboratolres PARKE-DAVIS) & B5OO. mg, guatre fols -par
jour sur guatorze jours. Pour juger de lefficacité du traiterment, chaque
malade a collecté ses selles & la fin du traitement [13] [50O].

I-1-1- Résultats de la quantification des ococystes

Les résulrats obtenus de quantification des organismes sur les biopsies. .

duodénales sont résumés dans le tableau 10.
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Patient Polds des selles  Concentration guotidienne  Excrétion quotidienne Pourcentage de
(en g/jour) en oocystes totale mugueuse couverte
(x 1O° cocystes/qg) (x 10% cocystes/jour)
1 2724 4 & 20
2 807 173 148 30
3 o256 249 125 ll@
4 203 468 395 30
5 572 518 268 )
& ND ©22 ND 100
7 1447 , 223 . v n4ao 20
8 2730 70 172 15
= 1417 31 44 10
10 389 24 ' 10 o
il 592 3 3 o

12 531 0.04 .02 o)

Important : Le nombre d cocystes est corrélé avec le nombre de parosites observés sur la blopsle mals pas
avec le polds des selles.
ND : non disponible

‘Tableau 10 Douze patients VIH® avec ure infection a Crypfaspar/d//,/h
parvum [34].

On notera gue le pourcentage de mugueuse recouverte par les micro-
organismes varie de O a 100 %.
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Figure 5 : Corrélation enfre la concentration fécale en oocystes et le
‘ pourcentage de mugueuse intestindle recouverte de
Cryptosporidium parvum (coefficient de corrélation de Spearman
=064 p<0O,03) [34]. | |
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La relation entre lexcrétion fécale quotidienne d oocystes et lintensité
de linfection estimée par histologle (tableau 10) est représentée par la figure

5.

Il existe donc une corrélation significative entre lintensité de linfection

et lexcrétion fécale des oocystes.

li-1-2- Effets de la paromomycine sur lexcrétion des oocystes

Les patients ayant été traités par HUMATING ou HUMAGEL® | on a
pu juger de lefflcacité de la paromomycine apreés le traitement. Les résultats
sont résumés dans le tableau 11. ‘

Concentration en oocystes ‘ . Poids des selles
(10° cocystes/q) {g/jour)
Patient n° Avant traitement Apres Avant Aprés
: traitement

1 &:é @ 1424 - 1200

4 468 £ 201 O 203 143

5 518 + 183 2 &6 306

& 15 229 26 £ 20 850 459,

" moyenne & écart-type des échantillons de 24 heures
71 seul échantilon de selles

Tableau 11 : Effets du traitement par la paromomycine sur lexcrétion des -
oocystes et le poids des selles [34].

N.B. :Seuls les quatre patients du tableau 11 donnent des résultats
exploitables. Les autres ont tous infroduit un bidls solt dans la collecte
de leurs selles, soit dans lobservance du fraitement.

-1-3- Limites de la quantification des oocysﬁ'es

On a pu déterminer guen dega dune concentration en ococystes de
5x10° oocystes / g, des faux-négatifs étalent possibles [83].

Dans le cas de faible excrétion, la pathogénie ne sexpliquerait pas par
la seule présence de Cryptosporidium parvum, mais par lexistence dinfections
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associées, car on sait guil existe des agents pathogénes entériques non
identifiés [32] [4.3].

ll-2- Dans létude EF [53]

Il s'agissalt, icl, de faire une comparaison entre les résultats obtenus

par cytologle et ceux obtenus par histologie ou microscople électronique.

Les biopsies sont faltes au niveau du duodénum distal.

Avant fixation, chaque fragment a fait lobjet d'apposition sur lame, lame
ensuite séchée, fixée dans du méthanol et colorée au Giemsa & 5 % pendant
10 minutes ; cette technigue permettant une éventuelle décoloration de la
préparation par un bain de méthano! et la rédllsation, dans un second temps,
de coloration complémentaire par la technique de ZIEHL-NIELSEN

Important : La lecture des lames est effectuée en aveugle des larrivée
des prélevements au laboratoire.

L 'étude histologigue est faite sur des coupes de paraffine apres fixation
dans le liguide de Bouin. Les coupes sont colorées par hématoxyline-éosine-

safran (HES), ZEHL-NIELSEN ou Giemsa lent. |
Une recherche complémentaire de cytomégalovirus (CMV) a été

réalisée par histo-immunologie.

{II-2-1- Résultats de la comparaison

Une origine infectieuse a été mise en évidence chez vingt-et-un
malades. Dix sept dentre eux étalent porteurs d un agent pathogere unigue,
comme on peut le voir dans le tableau 12.

Cos r’ Cytolegle Histologie

" Microsporidiose, CHV, C. Néoformans
" Microsporidiose
Microsporidiose
Microsporidiose
Microsporidiose, CHMV
Microsporidiose
Micreosporidiose
- Microsporidiose
Cryptosporidiose, CMV
Cryptosporidiose

Microsporidiose
Microsporidicose
Microsporidiose
Microsporidiose
Microspoerldiose
Microsporidiose
Microsporidiose
Microsporidiose
Cryptosporidiose
Cryptrosperidiose

QUVOLHILHPWLN =

s
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N Cryptosporidiose Cryptosporidiose

12 Cryptosporidiose Cryptosperidiose, CHMV
13 ~MAl MA

14 MA MA

15 MA MA

|[&) Candidose

17 Candidese

1& Négative CMV

k= Négative CMV
20 Négative CHV

21 Négative MV

MAL: Mycobacterium avium atypique, CHMV : cytomégalovirus.

Tableau 12 :Résultats de étude cytologique et histologique des biopsies
duodénadles [53].

L'étude cytologique a permis deffectuer le diagnostic des infections
parasitaires et des mycobactérioses.

l-2-2= Intéréts de cette étude EF

La réadlsation douce des appositions nentrdine pas daltération -
significative des blopsies, examinées ensuite en histologle ou en microscopie
électronique.

Elle permet le recuell dentérocytes en couches mono- ou pluri-
cellulaires et déléments libres inflammatolres du chorion.

Le diagnostic de la plupart des protozooses -est donc possible par .
cytologie par apposition, comme sur brossage [47] [68]. Ceclt permet une
identification rapide et précise des parositoses intracellulaires, souvent
difficile en histologie, surtout en cas dinfestation locale de faible intensité.

L'aspect cytologique de Cryptosporidium est caractéristique. et nous
retrouvons une bonne corrélation avec le contréle histologique [25] [&1].

Il-3- Dans létude EA2 [33]

On cherche & mettre en évidence une corrélation entre lhistopathologie
et la symptomatologie, et lnfection a Cryptosporidium parvum.

Des biopsies sur différents organes ont été effectuées et les
échantilons ont été colorés dans le mélange hématoxyline-éosine [so-da-hol.-




45

Chez les guinze personnes présentant une infection & Cryptosporidiurm,
'étude a révélé lexistence dautres infections (tableau 7).

Patlent  Age Sexe Date du Autres Infections Cause du décés

n’ (années) dicgnostic ™ découvertes d lautopsie

1 =7 ™ 5 semadines PPC, CHMV PPC

2 &2 ~ < 2 mols cHV CMV disséminé

3 34 ™ 5 mols PPC, CHMV, IMA encéphalite & CMV

4 46 ™M 2 mols PPC, MV, IMA, SK Preumenle suppurée

5 32 ™M <1 mols PPC, Candida PPC

& 4 mois F 29 jours Aucune Preumenle ¢ Klebslella

7 47 ™M 1O mols PPC, CMV, 5K PPC

) 40 ™M 3 mols PPC, CMV PPC

=/ &l F < 20 jours PRC, VLM Preumnenle polymicreblenne, PPC
10 27 ™ 4 mols PPC, CMV, 2K, Candida Pneumonle & Serratia, PPC
il 29 ™M 9 mols CHV, IMA, Sk, LM, <K pulmonaire

Candida

12 29 ™ 3 mols CMV (rétintte &) Pseudomonas aeruginosa
13 45 ™ Autopsle CMV, LM, Aspergllius - Prneumenie & Asperdliius

4 46 ™ 1O mols CMV, Candida Preumonle suppurée

15 44 ™ 2 mols Cryptococcus Cryptococcose disséminée

* Ttemps écoulé entre le diagnostic de cryptosporidiose et la mort.

Abbréviations : PPC, pneumonie & prneumocystis ; CMV, eytomégdlevirus ; IMA, infection &
mycobactérie atypique ; SK, sarcome de Kapos! ; LM, lymphome malin.

Tableau 7 : Caractéristiques clinicopathologiques [33].

Hl-3-1- Observations faites dans EA2

Chez tous ces patients, les canaux bilidires extra-hépatiques avaient -
des parols épaissies.

A lautopsle, les oocystes de Cryptosporidium parvum ont été
retrouvés de loesophage au rectum, sans oublier le pancréas et le systéme
biliaire (tableau &). |

Le site le plus fréguemment infesté étalt lintestin gréle (13 cas) sulvi
des canaux blliaires extro- puis intra-hépatiques, du gros intestin, du
pancréos, de lestomac et, enfin, de loesophage (1 cas).
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Patent Oesophage  Estomac  Intestin Gros Caraux Vésicule  Canaux Parcréas
n gréle Intestin biliaires biligire biliglres
extra intra
hépatiques hépatiques
1 o - +* + o o - -
2 o - +F - - - - -
3 - - + + + o + -
4 - o +* - o o - -
5t . - - . ¢ ! - !
© O @ - + + O - -
7 @ o + - @,
& = - + + + Abstm"‘ j’)“ f
o1t - - - - o @} - -
10 - - + - + - + -
il - - +F o + ¢ + )
12 o o + o o @) - +
13 + + - - + - + +
14 - + + - + - + +
15 - + + o* + O + +

Symboles : +; présent ; -, absent; O, tissu non examiné ; ¢, fissu Inadapté & l'examen db & une autolyse ou
4 une ulcération extensive.
: ldentiflcation sur des blopsies artémortem.
t : Identiflcation sur des échartillons de selles prélevés en am‘emor‘rem

Tableau & : Distribution de Cryptosporidium parvurm, observée aprés
autopsie [33].

Au niveau de lintestin gréle, les modifications histologigues de latteinte
parasitaire pourralent étre caroctérisées par des vilosttés applaties avec
des cryptes hyperplasigues.

Dautres modifications existent : atténuation, voire perte, de la bordure
en brosse, nécrose épithéliale, infiltration ‘de cellules inflammatoires dans la
lamina propric.

Lo présence: et le nombre dorganismes sont :approximativement
corrélés avec lintensité de linfection [19].

Il est important de noter que la muqueuse ilédle est plus fréguemment
et plus séveremment affectée, ayant le plus grand nombre dorganismes et
les modifications épithélidles les plus séveéres.

lI-3-2- Résultats de [étude EA2

L'éticlogie des différentes modifications pathologiques. observées, peut
aussi étre dorigine autre que cryptosporididle [42].
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Ce que lon peut en déduire est que la distribution anotomigue de
Cryptosporidium parvum dans le corps humain na pas encore été trés bien
étudiée.

Les princlpaux sites anatomiques de la cryptosporidiose sont dornc,
dans un ordre décroissant : - lintestin [52] [56)],

- lestomac [36] [52),

- le tractus biliaire et la vésicule biliaire [35],
- le pancréas [42],

- le tractus respiratoire [35] [42].

Le modele de distribution du parasite suggere que le site primaire
dinfestation est lintestin gréle, mais il nexiste aucune explication satisfaisante
concernant le réle particulier dun organe.

Comme nous avorns pu le constater dans le tableau & [53],
cryptosporidiose, dans le SIDA, est souvent associée avec des infections &
CMV, bien gull ny ait pos de mise en évidence de synergie entre les deux
[70] [84]. Des comparaisons ont été établies sur des coupes histologiques
[39)] : les atteintes dues a Cryptosporidium parvum sont limitées a lépithélium
avec une inflammation associée, mals il n'y a pas, comme pour le CMYV, de
nécrose tssulaire.

On sait déja que les principadles manifestations cliniques de la
cryptosporidiose intestindle sont de séveres diarrhées aqueuses, une perte
de poids et souvent une malabsorption. Cette pa”rhogénie, mal connue, est
ddlleurs probablement multifactorielle. ‘ :

Les dicrrhées apparcissant chez des madlades otffeints .de SIDA ne
sont pas forcément attribuables & des agents pathogénes connus, bien que lo
majorité de ces pafients ait des modifications histologiques évidentes,
découvertes suite d des biopsies intestindles [11] [43] [44.]. _

Les étlologies sont nombreuses : infection a CMV, invasions
bactériennes, déficience en zinc, infections entériques non Identifiées et
infection primaire a VIH.

Dans le cas de la cryptosporidiose, le réle possble dune entérotoxine,
pour justifier Ihypersécrétion, a été favorisé par la description de linfection,
méme en labsence de phénomeéne Inflammatoire [12] [14] [28] [55].

Par dilleurs, la fréguence et la sévérité des atteintes de la mugueuse

de lintestin gréle chez plusieurs malades de étude américaine EAZ, ldisse
suggérer due ces dommages contribuent directement ¢ la diarrhée et a la
malabsorption.




CHABITRE Il

- Etude clinique -




49

- INTRODUCTION

Cette étude a été rédlisée au Centre Hospitdler Régional et
Universitaire de GRENOBLE (CHRUG), au sein du service des Maladies
Infectieuses du Pr MICOUD.

Il sagit dune étude rétrospective sur la pathologle provoguée par un
parasite responscble dune infection opportuniste, Cryptosporidium parvum
au cours du Syndréme d'lmmuno-Déficience Acquise ou SIDA.

Nous avons arrété létude du 1°° Janvier 1992 au 30 Juin 1996. Elle
porte sur trente dosslers de patients VIH® et pour lesquels la recherche d
oocystes de cryptosporidies a été positive.

Le choix de létude de la cryptosporidiose au cours du SIDA sest fait
car il a été remarqué au Laboratoire de Parasitologe du Pr AMBROISE-
THOMAS, au sein de l'unité de Médecine Interne du 4™ C du Pr MICOUD
ainsi guau CISIH du Dr. LECLERCQ), une rec':-rude‘sc:ence tres nette des cos

"~ de cryptosporidiose, assoclés & une pathologie marguée et trés inquietante

pour le médecin puisque sans thérapeutigue efflcace. ,

Notre but était de correler I'état du statut imimunitaire associé d Ia
survenue de la cryptosporidiose, de définir la gravité clinique de cette maladie -
opportuniste ainsi que son incldence sur la survie et détudier lefficacité du
traitement.

- MATERIELS ET METHODES

Cette étude est rédlisée sur une population de frente patients, tous
VIH®. Parmi ces trente personnes, on compte guatre femmes et vingt-six
hommes, tous agés de plus de vingt-deux ans.

L' dge moyen de notre échantillon est, au moment du diagnostic de
SIDA, de 37 ans (£ 2,9 ans), 38 ans (10,2 ans) pour les hommes et
31 ans (+ 3,5 ans) pour les femmes. Au moment du diagnostic de la
cryptosporidiose, | dge moyen de lensemble de cette population est de 38
ans (£ 9,6 ans), 40 ans (£ 9,7 ans) pour les hommes et de 31, ans (+
3,20 ans) pour les femmes.
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Le mode de contamination par le virus VIH de ces trente est séparé
en trols grandes catégories : dix-sept personnes (toutes de sexe masculin)
auralent été contaminées par des rapports homo- ou bisexuels ; sept
personnes (dont deux femmes) toxicomanes se sont contaminées par voie
intfra-veineuse et enfin six autres (dont deux femmes) auradient été
contaminées par des rapports hétérosexuels.

Le diagnostic de cryptosporidiose a été porté dans 100 % des cas d
partir de la découverte du parasite dans les selles de patients. La technique
utlisée au CHRU de GRENOBLE (Ldboratoire de Parasitologie) est :

- concentration par la méthode de Bailenger de fous les échantilons de
selles,

- frottis & partir du culot,

- coloration par la technique de ZIEHL-NIELSEN modifiée (annexe 2).

Cette technigue a dalleurs souvent permi un diognostic plus précoce que
lanatomopathologie, qul a guelquefois. besoin des résultats parasitologigues
pour. affrmer la présence de Cryptosporidium . parvum, organisme . pas
toujours facilement identifiable. .

Le dépistage se fait sur des prelevements répétés o guelques Jours
dintervdlle, devant une symptomatologie évocatrice. Des confirmations.
diagrostiques ont été nécessaires dans quatre cas, confirmations faites sur
des biopsies hépatique (1 cas), colique (1 cas) et duodénales (2 cas).

L'étude des trente dossiers a été appréhendée a partir dune fiche.
base (annexe 5) complétée de différentes données telles :
- févolution du poids et du taux de CD, / mnr,
- la tfempérature,
- les symptémes en rapport avec la pathologie étudiée ( données extraites de
la littérature), .
- les faux enzymatiques des transaminases, Y-glutamyl-transférases (ou
GGT) et des phosphatases alcdlines (ou PAL),
- lo dote de recherche du parasite,

Les outlls informatigues de traitement des données sont les logiciels
WORD ©.0, EXCEL 5.0 et KALEIDAGRAPH 3.0 pour P.C.




ll- RESULTATS

lll- 1- Cryptosporidiose et infection par le VIH

AU cours de cette étude, la cryptosporidiose a été la pathologie
indicatrice du SIDA chez six personnes (20 % de notre échantillon) dont
trois femmes.

Par différentes complications (cholangite sclérosante, syndréme de
malabsorption...) cette parasitose aura été la cause du décés de dix
personnes (de moyenne dége 36 ans + G6,7 ans) soit 33,33 %, dont deux
femmes. Parmi ces dix personnes, on a attribué la cause du déces de sept
patients & une cholangite sclérosante a Cryprosporidium parvum (dont delix
fermmes), les trols autres étant décédés dautres complications de lo
pathologie '

Au total vingt-et-une personnes de nofre étude sont décédées ;
Cryptosporidium parvim est done lagent responsable de la mort de 47,62 %.
de notre échantilon.

Il-2- SIDA et perte de poids (annexe ©)

En observant [évolution des courbes de poids au cours de linfection par
le VIH, on a pu observer dans notre population une perte de poids moyenne
de 24,52 % (* 14,23 %) par rapport au polds de base donné dans les
dossiers clinigues, avec pour les hommes un amaigrissement moyen de
24.05 % (+ 14.23 %) et pour les femmes une perte de polds movyenne de
27592 % (+ 16,01 %,).

l-3- Cryptosporidicse et lymphocytes CD4

En comparant les courbes dinterprétation des données cliniques de
chaque malade (annexe 7), une chose est frappante : les courbes d'évolution
du nombre de lymphocytes CD, / mm sulvent les mémes varlations, ou
presqgue, que celles du polds des patients, et cecl dans vingt-sept cas sur
trente.
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Au moment du diaghostic de cryptosporidiose, le Taux moyen de CD, /
mrm - était inférieur & 180 chez des malades présentants de fortes diarrhées
et chez deux patients sans diarrhées.

Trois autres personnes ayant des ftaux plus élevés sont celles pour qui
les courbes de poids et de taux de CD, / mrm n'évolualent pas parallélement
{parmi ces trois personnes une seule ne souffrait pas de diarrhées).

-~ l-4~ Cryptosporidiose et symptomatologie

[ll-4-1- Digrrhées

Vingt-sept patients ont présenté des épisodes diarrhélques importants
Justifiant la recherche de Cryprosporidium parvum. Les trois autres, tous des
hommes, présentaient dautres symptémes. '

Sur ces vingt-sept personnes, vingt-six perdent beaucoup de poids et
un seul reste a un poids-stable. LL.a moyenne de perte de poids des trente -
personnes de létude, aprés diagnostic de cryptosporidiose, est de 1494 %
(& 2,71 %). Cette valeur est de 14,27 % (£ 2,34 %) pour les hommes et de
19,31 % (+ 12,471 %) pour les femmes.

Concernant les trois autres patients, on a évoqué une cryptosporidiose
devant une symptomatologle de douleurs. abdomindles dans deux cos et
lorientation clinique n'est pas précisée pour le ftroisieme. Les diagnostics se
font sur des échantillons de selles des malades.

La perte de poids dans les trois cos est négligeable (1,94 % + 2,92
%).

-4-2- Diarrhées et recherche de parasite

I semblerait gue la cryptosporidiose soit restée pendant quelgues:
années une notion clinicopathologigue gui n'a pas susché lintérét immédiat des
cliniciens. :

Pendant longtemps, si un malade VIH® présentait des diarrhées, le
clinicien demandait un bilan  bactériclogique Initial avec recherche de
Salmonella, Shigella, Yersinia ‘et Campylobacter et secondairement, en




labsence de positivité, un bilan parasitologique des selles était dlors envisagé
avec recherche de parasites intestinaux : Cryprosporidium parvum , lsospora
bell, microsporidies, amibes. Actuellement, la prise en charge des patients a
changé et les deux bllans sont effectués en pardllele, devant toute perte de
polds importante, cecl méme en labsence de diarrhées.

Cest ainsi que dans notre population de vingt-sept personnes
diarrhéiques, dix-huit diagnostic de cryptosporidiose ont été portés apres un
bilan bactériclogique initial. La moyenne du délal de diagnostic par rapport au
début de la symptomatologie est de ©,88 mois (+ 6,08 mois). Pour les neuf
autres personnes, le diagnostic a été fait tres rapidement apres le début des
diarrhées (ces neuf dosslers étalent parmi les plus récents de notre étude).

En ce gui concerne les trols malades sans diarrhée, la recherche de
Cryptosporidium parvum sest falte au moment des symptémes évocateurs
observés.

I-4-3- Cryptosporidiose et cholangite

La cholangite sclérosante est une pathologle du SIDA qui peut étre
due au cytomégalovirus ou a Cryptosporidium parvum.

Dans  notre étude, huit patients ont fait  un  cholongite &
Cryptosporidium parvum (de moyenne dége de 39,38 ans + 8,96 ans), solt .
20,67 % de notre population. Cette pothologie a été ¢ lorigine de la mort de
sept de ces hult malades, sur vingt-et-un déces au total, soit 23,33 % de

notre échantillon et 33,33 % du nombre de mort.

Le diagnostic de cholangite a été posé chez huit patients et confirmé
par un diagnostic parasitologique dans tous les cos.
~ Une échographie des voles biliaires confirme le diagnostic;, soit 37,50
% des diagnostics. Cette échographie montralt un épaississement des parols
des canaux biliaires et/ou des anomdlies de calibre de la lumiére biliaire (avec
des dilatations intrahépatiques). Cette détection a été effectuée pour trois
des hult patients. Pour les cing aufres personnes, la symptomatologie et la
détection du parasite au niveau hépatigue a permis de confirmer la suspicion
clinigue. Le diognostic parasitologique a été positif dans les huit cas de
cholangite.




La cause du déceés a, en outre, été attribuée a Cryptosporidium
parvum dans dix cas sur vingt-et-un déces. La moyenne dége de la mort de
ces personnes est de 36 ans(t ©,7 ans); elle est de 37 ans (£ 7,2 ans)
‘pour les hommes (huit patients) et de 34  ans (+ 4,2 ans) pour les femmes
(deux patientes).

Chez les sept malades décédés suite a une cholangite sclérosante, la
movenne dége est de 37 ans (+ 7.9 ans) : ele est de 392 ans (& 2,0
ans) pour les hommes (cing personnes) et de 34 ans (* 4.2 ans) pour les
femmes (deux personnes).

Quand cux trols autres persornes décédées de cryptosporidiose, |
- sagit de trois hommes, la moyenne dége du décés est de 35 ans (£ 1,7
ans).

Nous avons remarqué due la moyenne dége de déces de toute la
population de cet échantilon est de 39 ans (& 9,1 ), donc bien supérieure a-
celles observées dans les cas de cryptosporidiose (cholangite ou autre). .

Notons enfln que la moyenne dége de la mort des onze cutres déces
non imputables d la cryptosporidiose, est de 42 ans (10,3 ans) ; elle est
de 45 ans (= 9,0 ans) pour les hommes (neuf malades) et de 22 ans (%
0,7 ans) pour les femmes (deux personnes).

La moyenne de survie des patients afteints du -SIDA chufe donc de
presgue six années si le dxagnos‘hc de cryptosporidiose est porté et ce, dans
le cadre de cette étude..

lll-4-4- Cryptosporidiose et bilan hépatique

Sur notre population de trente personnes, huit seulement avalent un
bilan hépatique normal (soit 26,67 %). Les vingt-deux autres patients avaient
un bilan trés perturbé au niveau des transaminases (TGO et TGP),
‘phosphatases dlcdlines (PAL) et y-glutamyl-transférase (GGT).

Parmi cette population de trente personnes, dix patients ont eu une
augmentatlon nette des enzymes hépatiques associée a la cryptosporidiose.

Dans notre groupe de vingt-deux personnes, des pics enzymatiques
étalent enregistrés a différents moments : décés (IO cos soit 45,6 %),
douleur dans la fosse lliaque droite (1 cas soit 4,5 %), diagnostic de cholangite
(2 caos soit 9,1 %), diagnostic de cryptosporidiose (3 cas soit 13,6 %),
premiéres diarrhées (2 cas soit 9,1 %), outre diagnostic évoqué (1 cas soit
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4.5 %) et enfin trols personnes avaient un bilan hépatique constamment
perturbé (solt 13,6 %).

Remarque :Les vdleurs normales des enzymes étudiées sont, pour le
service denzymologie du CHRU de : TGO : O ¢ 14 Ul/|

TGP 4 a 21 UV

PAL : 20 a 7o Ul/

GCGET O a 35 UKL

I-4-5- Cholangite et bilan hépatigue

Hult personnes ont donc fait une cholangite sclérosante o
Cryptosporidium parvurm. ' ' _

Chez le patlent foujours vivant au 30 Juin 1996, les vdleurs
enzymatiques dllalent de 1 a 5 fois la normale pour les transaminases, Jusgu'd
1© N pour les PAL et 31 N pour-les GGT.
v Chez nos sept autres patients, les valeurs des fransaminase étaient
certes . élevées (de 1 a 19 N pour les TGO et de 1 a 13 N pour les TGR): -
mais celles des GGT. et des PAL étdient particulierement inquiétantes
(respectivement de 1 & 74 N et de 1 a 42 N).

On notera que pour les trols autres personnes décédées de
cryptosporidiose mais pas de cholangite, les bilans enzymatiques étalent
moins perturbés (dans lensemblede 1 & & N pour chague enzyme).

l-4-6- Cryptosporidiose et fievre

Nous tenions a souligner que guatorze personnes de notre étude
présentaient une température supérieure a 38°C au moment de lapparition
des premieres diarrhées.

ll-4-7- Cryptosporidiose et traitement

Le fraitement symptomatique de la diarrhée a Cryptosporidium parvium
est la paromomycine (HUMATIN €, HUMAGEL ®).

Dans notre étude, trols personnes ne présentaient pas de diarrhées,
elles n'ont donc pas regu de traitement.
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Parmi les vingt-sept personnes ayant eu des diarrhées, seules seize
(soit 59,26 %) ont regu de la paromomycine & la dose de 25-35 mg/kg/).
Reste a savolr si le traitement a entrding une diminution des diarrhées. |i
apparalt que la réponse est oul seulement chez 50 % des personnes
traitées, non chez 44- % et cecl n'a pas été précisé pour le dernier cas.

La réponse au fraitement, dans les cas ol Il a été efficace, na été
rapide (cest-a-dire dans les guelques Jours qui ont suivi) que pour une
personne (solt 6,25 % des personnes traitées) et plus tardive pour les sept
autres personnes (soit 43,75 % des persornes traitées) avec un délai
moyen dactlon de 57,85 jours (£ 25,14 jours). .

Pour cing personnes, le traltement na pas du tout été efficace et ce
- critere defficacité n'apparait pas dans les trois derniers. dossiers.

Dans' cette méme sous-population, onze personnes nont pas regu de
traitement anti-cryptosporidial. Avons-nous pu mettre en évidence une
résolution spontanée des diarrhées ? La réponse est positive dans deux cos
(soit 18,18 %) et négative dans les neuf autres cas. (soit 81,82 %).

Le fait que ces personnes nalent pas recgu de trattement par la
paromomycine pourrait sexpliguer comme cecl :

- ces patlents ont eu un diagnostic de cryptosporidiose au cours de

lannée 1992 et lon navait pas encore prouvé lefficacité de la

paromomycine : 5 cas,

(les premlers articles relatant cette éventuelle efficacité ne datent que -

du premier semestre 1993)

- ces personnes étdient tfoutes ¢ un stade tres avancé du SIDA et en

toute fin de vie : © cas,

(Il sest avéré que le diagnostic de cryptosporidiose na pu étre porté

que dans les tous derniers mois de la vie -de ces six personnes avec un

délai moyen de survie de moins de deux mois).

V- DISCUSSION

Les observations effectuées apres andlyse des dossiers cliniques ne
peuvent -étre ‘que parcelaires étant donné léchantilonnage restreint, le -
manque  dandlyse  comparative avec une - population HINV  sans
cryptosporidiose, difficle a définlr oblectivement dans le cadre.de ce travail
rétrospectif. ’
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Les ambitions sont donc modestes et nous sommes aussi treés
consclent du caractere subjectif de lanalyse des dosslers cliniques dans ce
cadre trés particulier des sujets VIH®.

Effectivement ces malades ont des dossiers importants, un suivi
clinigue et thérapeutique pas toujours homogene en particulier :

- plusieurs solgnants se sont occupés de chaque malade au fil du temps
(médecins hospitdliers ou généralistes, étudiants en médecine, personnels
infirmiers, psychologues...) et ont eu a chaque fois une approche différente du
malode et de la crypfosporidiose associée au SIDA (lapproche de cette ..
pathologie s'est modifiée entre 1992 et 1996)

- la diarrhée &tant un phénomeéne relativement fréquent chez le malade VIH®,
des ommissions ont été faites quant a leur report sur le dossier clinigue,

Lintrication physlopathologique des. multiples surinfections
diagnostiquées ou non permet difficlement de reporter & une seule infection
opportuniste les altérations cliniques observées.

En fonction de lensemble des précautions nécessaires & linterprétation
des données obtenues, nous avons cependant confronté nos: observations &
- celles de la littérature scientifigue et tenter dobtenir de cette étude le
maximum de renselgnements. '

V-1- Résulrats de I'étude et données de la littérature

Comme hous pouvons le voir dans lannexe &, la cryptosporidiose est
une pathologie relativement fréquente chez les malades du SIDA au niveau
du CHRU de GRENOBLE, et correspond: sensiblement ¢ lincidence
rapportée dans des villes comme PARIS ou LYON (environ 15 %)..

AU niveau de la symptomatologie, on observe effectivement chez
presque la fotalité de nos patients des symptdmes comme diarrhées,
vomissements, douleurs abdominales, perte de polds jusqua 50 % du poids
de base (arnexe ©), deshydratation, insuffisance rénale fonctionnelle,
hypokaliémie (présente chez dix-sept malades & des faux variant parfois de
1,5 a 3,0 mmol/l, pour des valeurs normales comprises. entre 3,5 et 4.5
mmol/)

Dans trois cas de personnes décédées de cholangite sclérosante, on a
noté au moment de la mort une hyperkdliémie variant entre 7,0 et 7.8
mmol/l, ce qui représente un pourcentage trés Important de 4285 % des
déces secondaires a une cholanglte.




Dans les cas particullers, nous remarquons également que seul un
patient sur les trente. a pris du polds pendant lévolution de sa pathologie (+
13,89 %), méme aprés le diagnostic de cryptosporidiose (+ 1,32 %). Ce
malade (patient n® 30) ne présentait pos de diarrhées et son taux de CDy4

1 1 ] 7 4 1 7/ 1 N 3
n'a jamais été inférieur a 400 / mrm.

On pourra, par aileurs, souligner que les données bibliographiques
indiqualent une valeur seull du taux de CD. / mm™ en deca de laquelle la
pathologie menagalt le diagnostic vital des malades. Cette valeur seull était
de 180 CD, ./ mm". Dans notre étude, vingt-sept mdlades sur les trente
avalent un taux de CD, bien inférieur a 180 / mm, soit 90 % de notre
population. Les trois autres cas sont ddilleurs ceux qui ne présentalent pas
de diarrhées et étaient toujours vivants au 30 Juin 1996, date de la fin de
cette étude. Ces trols personnes llustreralent ce que différents auteurs ont
appelé formes a- ou pauci-symptomatiques (puisque, je le rappelle, deux
souffralent de' douleurs dbdomindles et pour le troisiéme rien n'était précisé
clairement).

En ce qul concerne les formes .symptomatiques, le caractére de
priorité pour le clinicien est représenté par la cholongite sclérosante a -
Cryptosporidiurn. -Notre étude confirme bien  lexistence dune. cholestase
importante, associée da ces signes clinigues pulsque dans le cas de nos
patients, la cholestase hépatigue étalt majeure, cecl dans 87,5 % des cas
(annexe 9).

Toutefols, || est important de signaler gue les pertubations hépatiques
ne -peuvent étre imputés d .la cryptosporidiose. En effet, beaucoup de.
facteurs peuvent le perturber : ‘

- certdins pathogenes : hépatites, autres mfecﬂons opportunistes
(CMV, toxoplasmose, pneumocystose, -
mycobactériose, infection par le BK.. )

- les traitements : AZT®, DDI, BACTRIM®, TRIFLUCAN®, ...
ces malades sont tous polymédicamentés.,

Nous signalions également dans nos résultats la concordance entre -
lapparition des premieres diarrhées et de température supérieure a 38°C -
chez quatorze de nos patients.. Or les diarrhées & Cryptosporidium sont
classiquement décrites comme non fébriles ou sub-fébriles. - :

Mais | nous parait trop étrange gue ces deux phénomeénes se
produisent simultanément dans 4©,67 % des cas de ce travail, pour ignorer
ce fait et se pler aux résultats dautres études. Nous pouvons regretter ici
que ce travall soit rétrospectif, et il ne nous semble pas inintérressant dy:
préter attention dans les mols et années a venir.




Pour terminer cette comparaison avec la littérature, nous voudrions
parler du ftraitement de la cryptosporidiose par la paromomycine. cet
antibiotique appartient a la famille des aminoglycosides et il n'est pas trés bien -
absorbé per os, ce gui expligue limportance des doses prescrites.

Notre étude montre également des cas domélioration clinique des
patients traités, mals seulement dans 50 % des cas, ce qul semble peu.

On est amené a se demander si, dans les cinquante autres pourcents,
il 'y aurait pas, et ce ne sont que des hypotheses, une variation génétigue au
niveau de chaque individu failsant que le parasite est plus facilement
pathogene ou une mutation cu niveau du parasite lui-méme, le rendant
résistant au traitfement. '

Ce méme raisonnement est égadlement valable pour nos deux patients
non traités gui résolvent spontanément leurs diarrhées.

Cette notlon de sensbllité individuelle est & mettre en avant en ce qui
concerne également les criteres de survenue de la cryptosporidiose. Dans -
les données bibliographiques en notre possession, | était précisé quune
prophyloxie médicamenteuse de la toxoplasmose ou de la pneumocystose -
- constitualt un facteur faveorisant.a la survenue dune cryptosporidiose ; or guel
patient atteint de SIDA nest pas sous chimioprophyloxie pour ces deux -
pathologies gravissimes, et tous ne font pas de cryptosporidiose...

IV-2- Résultats de létude & propos de la cholangite sclérosante a
Cryptosporidium

Avant de nous attacher plus particulierement a la complication maeure
de lo cryptosporidiose guest lo cholangite sclérosaonte, voyons ce gue notre
étude apporte de nouveau sur la cryptosporidiose-maladie.

La premiére chose gue nous observons est la chute importante de la
movenne dége de déces des dix personnes mortes des sultes de leur
cryptosporidiose (annexe 10).

Dans le cas des onze personnes décédées dune autre affection, ldge
moyen au moment du décés était de 42 ans (£ 10,3 ans) et ll nest que de
36 ans (X 6,7 ans) chez les dix personnes mortes des suite dune
cryptosporidiose.

De méme, on notera gue, dans ce fravdll, la durée moyenne de survie
aprés lentrée dans le SIDA est de 17,95 mols (£ 14,05 mois) et quapreés le




60

diagnostic de cryptosporidiose, cette moyenne chute & ©,76 mois (£ 7,91
mois) (annexes 11 et 12).

La cryptosporidicse parait contribuer grandement a diminuer la survie
des patients atteints mais elle survient souvent tardivement chez des
patients séverement Immunodéprimés et dont la survie a long terme est
compromise.

La cryptosporidiose est considérée - le plus souvent comme une
pathologie opportuniste dapparition tardive chez les suets sidéens,
cependant, dans notre étude, elle a été la premiere affection opportuniste.
pour six personnes. Le délal moyen dapparition de la parasitose dans le reste
de la population de cette étude est de 14,47 mois.

Le diagnostic de cholangite a donc été porté chez huit patients de
notre échantilon.lLa guestion que lon peut se poser est de savoir. si chez ces
personnes -Cryptosporidium est blen lagent responsable de la cholangite ou s
fon peut attribuer cette complication & un  autre pathogene, le
cytomégalovirus notamment.Volcl dans le tableau ci-dessous. les affections
associées d la cryptosporidiose chez ces huit malades.

Patient  Candidose Toxoplasmose - Pneumocystose P’chd» Infection &
N° bactériose MV
2 X X X rétinite
3 X X rétinite
12 X b digestive
13 X
14 X X rétinive
o X
18 X %
20 non précisée

mals présente

Le doute peut donc subsister quant a limplication de Cryptosporidiurm
parvum dans la cholangite sclérosante de deux de ces huit patients, un deux
présentant une ‘infection digestive a -CMV (patient n° 12). Concernant le
patient n"20, ce doute a été écarté par une biopsie confirmant la présence
du parasite opportuniste au niveau des voles blliaires.
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Nous avons également observé une plus grande sévérité de la
cryptosporidiose dans la population féminine (quatre perscnnes). La moyenne
de survie de ces quatre femmes & partir du diagnostic de SIDA nest que de
8,00 mois (+ 4,83 mols). Cette moyenne nest plus que de 6,50 mois (*
4.93 mols) apres le diagnostic de cryptosporidiose, et enfin la moyenne de
survenue de la cryptosporidiose apres lentrée dars le SIDA chute a 1,75
mols (£ 3,50 mois) contre 16,42 mols (+ 28,87 mois) pour les hommes.

~ Lefficacité modérée de la paromomycine (50 % dans notre étude) ainsi
que lévolution souvent sévere de cette parasitose associée au SIDA ont
aussi été sans conteste démontrées au cours.de cette étude.

Malgré le faible échantillonnage, nous avons constaté des disparités
importantes dans les manifestations cliniqgues qui peuvent étre liées aux
caractéristiques propres a ' héte et frés certainement aussi aux différences
de virulence des cryptosporidies.




62

CONCLUSION




63

_ La cryptosporidicse est une maladie opportuniste gui mérite un intérét
tout particuller des équipes soignantes ainsi que des personnels des
laboratoires concernés par son diagnostic (Parasitologie,
Anatomopathologle...) puisque ce tfraval, comme dautres auparavant, met
bien en évidence le caractere létal de cette pathologie.

Il apparaitrait que cette parositose suscite a travers le monde un
intérét croissant, a la vue du nombre de plus en plus important de publications
a son sujet.

Malheureusement, & lheure actuelle, la physiopathologie de la
cryptosporidiose reste assez mal connue et relativement complexe.

Plusleurs guestions restent cependant sans réponse :

- par quels médiateurs Cryptosporidium parvum stimule-t-il la sécrétion de
CI" et inhibe-t-il la réabsorption de Na™ 7

- quel réle joue le systeme immunitaire de [hdte dans les dommages causés a
la mugueuse intestindle ? Quelles sont les intéractions héte-parasite ?

- existerait-il des souches de Cryptosporidium parvum plus virulentes que -
dautres ou des espeéces différentes a potentialité pathogene plus attenuée 7
- comment rechercher des molécules efficaces, voire peut-étre un jour un
vaccin protecteur 7

- comment lutter efficacement pour diminuer les risques de contamination ?

Silon arrivait @ résoudre ces guestions, cela permettrait peut-étre le
développement de thérapeutiques efficaces pour combattre cette parasitose,
a lheure actuelle toujours incurable chez le malade iImmunodéprimé.
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ANNEXE 1

Décontamination des endoscopes [48]

I- Technigue manuelle

1- Aprés chaque utllisation : le floroscope est essuyé avec une compresse
non stérile imbibée de solution décontaminante.

2- Les conaux internes sont nettoyés par aspiration de la solution
décontaminante en chassant lair pour permettre le contact parois /

solution.

3- Immersion pendant 5 minutes du flbroscope (norme AFNCOR NF T 72-170
(r71).

4- || est ensuite écouvillonné, brossé dans la solution décontaminante et ringé
a leau courante ou dans un bac de ringage contenant leau du réseau
renouvelée d chaque endoscope.

5- On trempe le flbroscope 15 minutes dans une solution désinfectante.

" 6- On le rince par de 'eau courante ou dans un bac. | :

7- On séche les canaux par aspiration puis insufflation dair ambiant a la
seringue.

8- le sechage externe est effectué a laide dune compresse non stérile.

Les produits décontaminants et désinfectants utllisés sont :

FENOLINE® 2% & base de dérivés phénoliques,

m SOLUCIDE ® ¢ 1% de glutaraldéhyde,

m HEXANIOS G+® & 0,5% dammonium quaterndire et de biguanide,
SEKUCID® & 2% de glutaraldéhyde.

Ces guatre prodults répondent aux normes AFNOR.
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- Technigue semi-automatique

- Le fibroscope est ringé a leau courante, écouvillonné et brossé environ 1
minute puls placé dans IETD (machine OLYMPUS) ol il subit un cycle de
30 minutes contenant : une décontamination interne et externe, un ringage
a leau, une désinfection thermochimique (50-GO°C) avec un prodult & base
de glutaraldéhyde et un ringage & leau.

2~ Le séchage des canaux se fait par insufflation dair sec obtenu apres
passages successifs sur un flltre a charbon puis sur un filtre HEPA & une
température de 5O-6O°C pendant 15 minutes.

3~ le séchage externe se fait & lalde dune compresse non stérile.

Les endoscopes sont ensuite rangés, suspendus dans une armolre spécifique
ou a plat dans un plateau mdlwduel
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ANNEXE 2

Technigue de coloration de ZIEHL-NIELSEN modifiée [16]

Réactifs :

Fuschine phéniquée
- Solution A1 15 g de fuschine basique dans 10O ml d'éthanol
o5°
Dissoudre en broyaont dans un mortier.
- Solution B : Eau phéniquée a 5%.

Fuschine de ZIEHL : 10O ml de solution A + D00 ml de solution B
Lalsser reposer quelgues jours. Filtrer. Dater le flacon.

N.B.: Pour vérifier la stabllité dans le temps, il convient dutiliser
des lames témoins positives.

Bleu de méthylene a O,3% ou vert malachite a 5% dans leau distillée.

Matériel : 4 bacs de coloration :

- méthanol,

- fuschine phéniquée,

- acide sulfurique a 2%,
- contre-colorant.

Technigue :

@ Frottis mince de selles frdiches diluées ou culot de Ritchie (une

goutte) étalée sur lame.

@ Laisser sécher sur platine chauffante.

® Fixer 10 minutes a lalcool méthylique.

@ Sécher sur platine.

® Colorer la lame dans la fuschine phéniquée pendant une heure.

® Rincer & l'eau du robinet.

@ Différenciation dans lacide sulfurique & 2% pendant 30 secondes &

deux minutes.

Rincer.
® Contre-coloration au bleu de méthyléne (ou au vert malachite)

pendant une minute et rincer.

Laisser sécher.
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ANNEXE 3

Technigue de coloration & lauramine [16]

Neécessité d'un microscope a fluorescernce.

Observation a grossissement X25

Réactifs :
Rouge thiazine ou auramine :
- Solution 1: chlorure de magnésium 2g.
eau distillée 500 ml .
- Solution 2 : acide phéniqué 10 g
- eau distillée 500 ml

rouge thiazine ou auramine  1g.

Verser la solution 2 lentement dans la solution 1.et filtrer.

A renouveler chague semaine.

Aclide alcool . a changer tous les jours.
Alcool éthyligue 200 ml

-

HCl il
NeCl 1g.

Technigue :

@ Fixer a lalcool éthylique
@ Auramine

® Deux passaoges & l'eau -
@ Acide dlcool

® Passage a l'eau

® Rouge thiozine phéniqué
- @ Acide alcool

Deux passoges a leau

® Sécher a lobscurité.

5 min. et sécher
20 min.

4 min.

4 min.
guelgues secondes.
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ANNEXE 4

‘Technigues de confirmation de diagnostic [21]

|- Technigue de HEINE :

- falre un mélange solgneux des selles avec un volume égal de fuschine
phéniquée.

- étaler en frottls minces sur plusieurs lames ; laisser secher.

- déposer une goutte dhulle sur la préparation et recouvrir d'une

lamelle.
- lire au grossissement X4OO en lumiere blanche ou en contraste de

phase, dans les 10 minutes qui suivent la fin de la préparation.

En microscopie a fond clair, les oocystes apparalssent non colorés et

tres réfringents sur le fond rose de lo préparation. En microscople &

contraste de phase, ils apparaissent, sur fond noir, trés brillants. avec un

point rouge central.

ll- Technique de KESTER

- faire un éralement de la selle a étudier.
- fixer au méthanol 3 & 5 minutes.
- lalsser sécher a tfempérature ambiante.
- colorer B minutes avec le réactif suivant :
- solutlon agueuse de safranine a 2,5%: 2 volumes

- solution de potasse ¢ 5 ou ©% : 5 volumes.

- rincer a leau.
- différencier dans lacide sulfurique a O,1% pendant 10 secondes.

- rincer a leau.
- contre-colorer avec une solution de vert malachite a 5% pendant 10

a 15 secondes.
- laver a leau.
- sécher.

Les ococystes apparaissent colorés en rose orongé, brillants, dans un .

halo clair, sur un fond vert pdle.
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e /e

- Coloration au Giemsa

- faire un ou deux frottis des selles a examiner.

recouvrir dalcool méthylique et laisser sécher.

recouvrir de la solution de Giemsa.

laisser agir 10 minutes pour le Giemsa rapide ou 20 minutes si on
emploie le Glemsa lent.

- rincer a leau neutre.

i

i

i

Les oocystes apparaissent colorés en rose ou en violet plus ou moins
foncés ; le cytoplosme est granuleux avec une zone cenirale plus claire. Le

corps résiduel est en général frés apparent ; les sporozoites sont colorés en .

rouge foncé ; mais certaines formes se colorent mal et rendent le diagnostic

tres difficile.
Solution de Glemsa: - Glemsa R A L 15 gouttes
- eadu neutre 10 ml.
Eau neutre :
Solution | : phosphate disodique anhydre 2,5 ghe
Solution |l . phosphate monosodique 9,2 gho.
Pour obtenir une solution a pH 7,2 mélanger :
Solution | 72 ml
Solution |l 28 ml
200 ml,

Eau distilée
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ANNEXE 5

Exemple de fiche ayant servie d la base de Iétude des dossies cliniques

FICHE MALADE
Dossier n°:

SEXE : Date de naissance :
POIDS initial : ... kg
SIDA depuis : ... an(s) et ... mois
Mode de contamination : Rapports sexuels eaun nosocomiale ©autre
EPIDEMIOLOGIE :

- Séropositif depuis :

- Pétholo gie faisaht entrer dans la maladie : Cryptosporidiose . . Autre

- Taux de CDs/ mn® -

- Traitement antiviral : Date de début du traitement Date de fin

- Autre infection associée : CMV ...

- Si déces, cause :

CRYPTOSPORIDIOSE :

- Diarrhée depuis : et traitement prescrit : -
Volume des selles : 1/]
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OUl NON
- Si diarrhée : recherche de cryptosporidies effectuée ?
- Cryptosporidies détectées ............ mois apres le début des diarrhées
(Nombre de mois entre la maladie et le diagnostic)
- Perte de poids : SR kg
e %
OuUl NON
- Troubles hydroélectrolytiques
Deshydratation
Insuffisance rénale
Acidose métabolique
Hypokaliémie et taux en mmol /1
. Malabsorption
Augmentation des PAL
Augmentation des GGT
- Signes accompagnateurs : Vomissements
: Douleurs abdominales
Fiévre
- Traitement anticryptosporidial éventuel : Dose/j :
- Localisation / dissémination : _ |
Intestinale | Cholédoque | Pulmonaire | Canaux biliaires Sinusienne Pancréas




Patient N°
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ANNEXE ©

SIDA, cryptosporidiose et perte de polds

Polds de base Pendant lévolution de Apres le diagnostic de
Kag) linfectlon a VIH cryptosporidiose
(en %) (en %)
o2 -20.605 -19.25
o2 -24.. 04 -17.29
o5 -24.02 -10.92
71 3239 -2113
&5 -21.18 -8.24
&7 -20.90 -10.45
70 -28.57 -258.57
70 -28.57 -14.29
56 -20.260 -14.29
o7 448 .00
70 2148 -8.57
59 -42.37 -27.12
75 -38.67 -20.00
60 -26.57 - -3BlL.e7
75 -44.00 -24.00
55 -5 45 -2182
&4 -45.24 -4.76
86 -33.72 -24.4.2
&5 -37.65 -7.06
e2 - =35.45 -3387
53 -9243 -3.77
o7 -28.36 -16.42
79 -21.52 Se40
45 -20.00 -17.78
75 -10.67 -4.00
ola) -92.09 -9.09
@ -4.35 -1.45
o2 L1452 -2.23
55 -23.64 -23.64
72 13.89 1.39
Moyenne globale : -24.52 -14.94
T 14.23 + o7
Hommes -24..05 -14.27
v t1423 T o34
Femmes * -27.59 -19.31
+16.01 t12.41
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ANNEXE 7

Exemple de courbes dinterprétation des données cliniques pour un maiade

65 SR S A A T T T 1 T ‘ — T T T 1 T T T T ( T 120

100

80

o0

o= enKg

Q

40

20

DUREE EN MOIS

‘ —6— POIDS l

\ -~ TAUX CDAMMS |

CL / PAD XL
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ANNEXE &

Cryptosporidiose et SIDA pour les années 19941995 et 1926

1994 1995 ler semestre
1990
Nombre de recherche de
Cryptosporidium parvum chez 239 123 51
des patients VIH®
Nombre de recherches positives | 34 . 9 . 14
Pourcentage 422% | 1052% | 1764 %

- En rédlité les pourcentages de prévalence de la cryptosporidiose dans:
la population VIH® de notre étude est résumée dans le tableau ci-dessous.
Cest a ceux-cl gue nous devons comparer les données de la littérature.:

294 1295 ler semestre
‘ ' | 19296
Nombre de patients VIH® testés 102 69 34
Nombre de patients VIH® positifs
14 4 5.

a la recherche de Cryptosporidium

Larvurm

B73% |2029% | 1471%

Pourcentage
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ANNEXE 9

Bilan hépatigue et cholangite
Vadleurs des enzymes hépatigues en N (nombre de fois la normale)

Les taux normaux des enzymes étudiées sont :
~-TGO: O a4 Ui/
~-TGP 4 a 21 U/
- PAL: 20 a 76 U/
-GGT O a 35 U/

Les vadleurs indiguées sont celles observées & partir du moment ol le
diognostic de cholangite a été faif, et ce, jusqua leur déces ou jusquau 30
Juin 1996.

Le diagnestic de cholangite a été porté chez huit personnes :

- Sept en sont mortes :

| Patient N° Teo | Ter | pAL GGT
-3 1412 1413 1815 1a 31
12 2a5 a4 1419 1428
13 3212 . 2209 1410 1413
% a5 123 4513 1637
16 a6 125 1625 G a52
18 2417 L 1442 1674
20 a4 a2 346 143

- Une est toujours vivante au 30 Juin 1996 :
PatentN° |  Teo | TP | kAL | GET

2 | tes ] tes | 2816 | M4a3
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ANNEXE 10

Conséqguences de la cryptosporidiose sur ldge du déces des patients

- Patients pour qui le diagnostic de cholangite a été posé :
patients n’ : 2-3-12-13-14-16-18-20

Movyenne dége : 39,38 ans + 8,96 ans
Pour les hommes : 4220 ans £ 10,43 ans
pour les femmes : 34.00 ans £ 4,24 ans.

- Patients décédés de cryptosporidiose :
patients n’ . 3-9-12-13-14-15-16-18-20-29

Movyenne dége : 36,80 ans + ©,60 ans -
Pour les hommes : 37,50 ans £ 7,12 ans
© pour les femmes : 34,00 ans * 4,24 ans.

- Patlents décédés de cholangite :
patients.n’ :3—12—13—14—16—18 20

Movyenne dége : 37,57 ans £ 7,95 ans -
Pour les hommes : 39,00 ans £ 2,02 ans
pour les femmes : - 34,00 ans * 4.24 ans.

- Patients décédés de cryptosporidiose mais pas de cholangite :

patients n° : 9-15-29

Movenne dége : 35,00 ans + 1,73 ans.
(tous des hommes)

= Patlents pas décédés de cryptosporidiose :
patients n’ : 1-6-7-8-17-19-21-22-23-24-26

Moyenne dége : 42,03 ans £ 10,34 ans
Pour les hommes : 45,55 ans + 9,00 ans
pour les femmes : 29,50 ans £ O,71 an.
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ANNEXE T

Dates et écarts (en mois) entre différents événements

A ) C
Cryptosporidiose Ecart SIDA Mort en Ecart Ecart
B-A unoe | C-A C-B
n.23 13 10.92 12.93 1 14
092.94 O 02.94
09.92 o) 0292 05.95 32 32
06.95 o3 0287
03.95 =7 10.95
o1L.o4 24 o192 o394 ) 26
©2.93 6 0393 nes 2 &
12.95 1 nes - | 03.96 3 4
0.93 o) 01.93 05.93 4 4
.94 O no4
0493 o) 04.93
ne2 o 0292 O4.94 18 26
03.95 -9 01.96 0696 15 5
02.94 20 06.22 05 .94 3 .22
02.95 5 0294 1.95 e 14
1293 O 12.93 0294 I2) 9
0393 44 0789 0393 o A4
07.94 O O7.94 01.95 & %
O7.94 28 03.92 08.24 1 20
0193 o, o193 o194 12 12
0695 7 12.94 1095 4 100
0126 12 01.95 0296 1 13
0393 41 10.89 06.94 15 56
10.93 O 10.93 no3 7 1
092.95 -4 01.23 :
05.93 15 02.92 08.93 3 18
04.96 o\&7 :
03.95 O 03.95
03293 26 O4.21 04.93 1 24
0494 1 O5.94 '
Moyenne 14.47 6,76 17,25
+ 2730 +7.91 +14.05
Hommes 10,42 6,82 20,29
+ 28 87 + 858 +14.55
Femmes" 175 6,50 8,00
+ 350 + 495 +4.83
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ANNEXE 12

Age (en années) au moment de différents événements

D ‘ E Cryptosporidicse
Patlent N° SIDA Mort | 30/06/96 Dlagnostic | Entré | Mort
1 28 29 29
2 50 52 50 X
3 33 26 33 X Xc
4 30 ' 39 38
5 57 58 57
& 58 B0 ze)
7 50 50 50
& 49 50 49
9 33 33 23 Xc
10 27 29 27 X
1 24 37 34
12 31 33 3 Xc
13 48 48 47 Xc
14 27 29 29 Xc
15 35 26 26 X
15" 30 37 . 30 X Xe
17 39 43 43
18 48 49 48 Xc
12 48 50 50
o 36 37 36 X | Xe
or 28 29 29
22 43 A4 44
23 34 26 , 325
24" 30 30 30 X
25 47 47 46
26 47 48 48
27 25 34 24
28 27 28 27
29 34 36 36 X
30 27 29 27
Moyenne =~ 37,76 29,80 28,86
) + 2,93 + 208 + o252
Hommes 3880 49,24 40,04
+10,22 + 826 + 973
Femmes ® 3100 3175 3125
+ 3,46 + 359 + 320

Movenne de 'écart E - D pour les 10 morts de cryptosporldiose : 1,30 + 0,95
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