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Introduction 

 

Les maladies parasitaires gastro-intestinales présentent un problème majeur de santé 

publique à l’échelle mondiale. Selon l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), les 

helminthiases intestinales affectent à elles seules 1,5 milliards de personnes dans le 

monde (1), les géohelminthiases transmises par les sols (STH) étant classées parmi les 

maladies tropicales négligées. Bien que la mortalité liée à ces parasitoses soit faible et 

diminue dans le temps, leur morbidité reste considérable ; Effectivement, la morbidité 

des diarrhées chroniques d’origine parasitaire a des conséquences aussi bien clinico-

biologiques (d’une simple diarrhée à une importante dénutrition pouvant provoquer un 

retard staturo-pondéral) qu’économiques (2,3). Cette morbidité semble 

particulièrement importante chez les enfants d’âge scolaire pour lesquels l’impact des 

diarrhées chroniques sur le développement a été démontré (4–6). 

 

Ce problème de santé publique est notamment avéré en Guyane, département d’outre-

mer français d’Amérique du sud, situé entre le Brésil et le Suriname. En effet, le climat 

tropical de ce département d’outre-mer ainsi que la précarité de sa population créent un 

environnement propice au développement des parasites (7) ; La lutte contre le péril 

fécal, l’accès à l’eau potable et l’abolition de tout autre facteur favorisant une 

contamination constituent dans ce département de 269 352 habitants recensés (INSEE 

2016) un véritable enjeu de santé publique (1,8). Les données de la littérature dans ce 

département manquent, ne sont pas actualisées et portent principalement sur les 

populations amérindiennes (9,10). 

 

Actuellement, au Centre Hospitalier Andrée Rosemon (CHAR) comme au Centre 

Hospitalier de l’Ouest Guyanais (CHOG), un diagnostic de ces parasitoses digestives 

est proposé grâce à l’examen microscopique des selles, seule méthode de référence. 

Cependant, cette technique manque de sensibilité, de spécificité (11–13). De nouvelles 

techniques plus performantes ont vu le jour telles que la technique Polymerase Chain 

Reaction (PCR) ; En effet, celle-ci permet de s’affranchir des erreurs dépendantes de 

l’opérateur-technicien, d’éviter la survenue de faux négatifs conséquente à une faible 
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concentration de parasites et permet en outre la différenciation des différentes espèces 

de parasites de façon certaine par la spécificité de ses amorces (13,14). 

De plus, le diagnostic microscopique implique la lecture de selles fraîches au 

laboratoire. Or, l’isolement géographique et l’absence de microscope aux Centres 

Délocalisés de Santé et de Soins (CDPS) contraint à ce que les conditions optimales de 

diagnostic ne soient pas respectées, du fait d’un acheminement trop long des 

prélèvements par pirogue associé à la route ou l’avion, moyens d’accès aux zones 

reculées de Guyane.  

 

L’objectif de cette étude est de mettre en place une PCR en temps réel (qPCR) multiplex 

qui détecte les 4 principales espèces de Némathelminthes les plus fréquentes en 

Guyane: Strongyloides stercoralis, Ascaris lumbricoides, Ancylostoma duodenale et 

Nector americanus (15,16) afin de pallier les difficultés d’acheminement des 

échantillons provenant des CDPS. 

Cet outil permettra d’améliorer la performance du diagnostic des parasitoses 

intestinales dans les conditions actuelles d’acheminement et, à terme, servira d’outil 

pour évaluer et suivre les prévalences des parasitoses intestinales en Guyane, ceci dans 

le cadre de la mise en place actuelle d’un plan d'éradication des parasites intestinaux 

dans ce département (17). 

Dans ce travail, nous avons évalué cette qPCR en la comparant aux techniques 

classiques puis, lors d’une mission pilote réalisée en octobre 2018, nous avons estimé 

la prévalence des Helminthiases digestives dans un village amérindien de l’est de la 

Guyane sur le fleuve Oyapock, le village de Trois-Palétuviers.   
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PARTIE A : GÉNÉRALITES ET REVUE GÉNÉRALE 

SUR LES PARASITOSES INTESTINALES 

 

 

I. Les Némathelminthes intestinaux : un problème de 

santé publique dans le monde et en Guyane française  

 

I.1.  Épidémiologie des Némathelminthes  

I.1.1. Répartition, prévalence et conséquences dans le monde 

 

En 2015, l’OMS estimait que plus d’un quart de la population mondiale était considérée 

à risque de développer une STH (1) et que la population à risque de contracter ce type 

d’helminthiase est estimée à 5 millions de personnes (8). 

Les quatre STH les plus fréquemment diagnostiquées sont Ascaris lumbricoides, 

Trichuris trichiura, Strongyloides stercoralis ainsi que les deux espèces 

d’ankylostomes Ancylostoma duodenale et Necator americanus (18). 

 

Selon des données publiées respectivement en 2010 (19) et en 2011 (20), une disparité 

géographique et de prévalence est observée chez ces quatre principales espèces de 

Nématodes responsables de parasitoses intestinales comme représenté dans la figure 1 

ci-dessous : 
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Figure 1 : Prévalence par pays des Ascaris lumbrioides (A), Trichuris trichiura(B), 

Ankylostome (Necator americanus et ancylostoma duodenale) (C) et de Strongyloides 

stercoralis (D) selon (18) 

 

Ces Helminthiases ne peuvent se développer qu’à des conditions de température et 

d’humidité favorables, ce qui explique la répartition de ceux-ci dans les zones tropicales 

et subtropicales. En effet, les géohelminthiases touchent principalement l’Afrique 

subsaharienne, l’Amérique centrale et du sud et l’Asie orientale. De plus, on constate 

un lien étroit entre la situation socio-économique des pays touchés, pour la plupart 

qualifiés de pays émergents, et la prévalence de ces infections. Les facteurs favorisant 

ces contaminations sont en rapport avec l’accès à l’eau potable de la population, 

l’assainissement des eaux usées, l’hygiène des mains limitant le péril fécal ainsi que la 

marche pieds nus (1,21,22). 

Ces STH sont considérées comme des maladies tropicales négligées (MTN) car elles 

causent un handicap et une souffrance énormes, mais peuvent être contrôlées ou 

éliminées (23) (voir chapitre A.I.1.3« Stratégie de lutte OMS »).  

 

L’OMS fait état de la nécessité d’un traitement chimio-préventif pour 102 pays, soit 

une population estimée à 268,8 millions d’enfants d’âge préscolaires, 571,4 millions 

d’enfants d’âge scolaires et 250 millions de femmes en âge de procréer (24) ; la 

morbidité a tendance à s’accentuer dans les pays à faibles revenus. On parle de 
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populations « vulnérables » (18). L’estimation du nombre de personnes atteintes à 

travers le monde ainsi que des indicateurs de morbi-mortalité sont résumés dans le 

tableau 1 ci-dessous : 

 

Tableau 1 : Estimation de la morbidité et de la mortalité imputables aux 

géohelminthiases transmises par le sol dans le monde (18,24). 

 

Nombre de 

personnes 

atteintes  

(en millions) 

Prévalence et intensité 

populations touchées 

Mortalité (en 

milliers) 

Ankylostomes :Necator 

americanus / Ancylostoma 

duodenale 

472 

Adultes > Enfants 

Intensité : 

Necator>Ancylostoma 

3-65 

Anguillulose : 

Strongyloides stercoralis 
> 100 Manque d’information 

Ascaridiose : Ascaris 

lumbricoïdes 
804 

Enfants, adolescents > 

Adultes 
3-60 

Trichocéphalose : 

Trichuris trichuira 
477 Enfants > Adultes 3-10 

 

On notera une prévalence difficile à évaluer et probablement sous-estimée concernant 

Strongyloides stercoralis en raison d’une absence d’outils spécifiques tels que la 

technique de Baermann et la coproculture en boite de Petri dans les études de grande 

ampleur réalisées (20,25). 

L’ascaridiose et la trichocéphalose touchent principalement les enfants avec un pic de 

prévalence entre 5 et 15 ans en raison de la transmission féco-orale de ces deux parasites 

contrairement à l’ankylostomose qui atteint un pic de prévalence à l’âge adulte (5). 

Il est décrit que les enfants en âge d’être scolarisés présentent une prévalence plus 

élevée ainsi qu’un plus haut risque d’infection par STH. Les infections par ces 

parasitoses sont considérées comme une cause de retard mental acquis (5,26,27), 

notamment lors de diarrhées récidivantes durant les deux premières années de vie (4). 
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Le retard staturo-pondéral par diminution de l’absorption de nutriments essentiels, 

l’anémie par carence martiale, la diminution de l’appétit sont imputables à ces parasites 

chez les enfants d’âge scolaire et ont été décrits largement dans la littérature (5,26). On 

observe d’ailleurs une reprise de la courbe de croissance lors de la prise de médicaments 

antiparasitaires (23,28).  

Les STH contribuent à l’endiguement de la pauvreté dans ces populations du fait du 

retentissement sur le développement intellectuel et physique des enfants et de la 

réduction de productivité des adultes ainsi que leur capacité de travail (6). La perte de 

productivité associée au seul ankylostomose est évaluée à 139 milliards d’US dollars 

par an (2). Une étude rétrospective réalisée dans le sud des Etats-Unis grâce aux 

données de la commission Rockefeller a estimé la probabilité de fréquentation de la 

classe supérieure à 25 % pour les élèves ayant été traité contre l’ankylostomiase 

comparativement aux élèves non traités (29). 

 

I.1.2. Épidémiologie des Helminthiases les plus fréquentes en Guyane 

française : revue de la littérature 

 

Présentation du territoire d’étude : la Guyane française 

 

La Guyane est une région administrative et un département français situé en Amérique 

du sud. Son territoire de 83 846 km2 est recouvert à plus de 90% d’une forêt équatoriale 

dont l’humidité et la température favorisent le développement de nombreux parasites 

notamment dans les sols. 

Ce département compte une population de 252 338 habitants, population qui ne cesse 

de croître par son taux de natalité plus élevé qu’en métropole (30). 
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Figure 2 : Carte de la Guyane française 

 

La densité de population de la Guyane est inférieure à 3 habitants/km², une partie de sa 

population se trouvant en dehors des zones urbaines et péri-urbaines essentiellement 

sur le littoral telles que Cayenne, Saint-Laurent-du-Maroni et Kourou. Ces populations 

extra-urbaines estimées à 20 % de la population globale dépendent sur le plan des prises 

en charges médicales du CH de Cayenne par le biais des CDPS pour leurs soins. 

Ces régions se trouvent désavantagées en ce qui concerne leur développement 

économique et sanitaire car elles se trouvent particulièrement isolées d’un point de vue 

géographique (voir annexe 1 : carte CDPS). 

Selon l’INSEE, la Guyane présentait une croissance moyenne élevée de sa population 

à hauteur de 2,2 % par an entre 2008 et 2013, et d’autres organismes tels que l’AUDEG 

(Agence d’Urbanisme et de Développement de la Guyane) prédisent un fort 

accroissement de cette population d’ici 2030, soit une population prédite 4 fois 

supérieure sur le Maroni (31). Cela représente un réel défi dans la prise en charge de 

ces patients lors des prochaines années.  
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Afin de faciliter la compréhension des données épidémiologiques récoltées dans la 

littérature, nous séparerons la Guyane selon 5 régions : L’Ouest Guyanais, le littoral, 

l’agglomération du centre, le centre et l’Est Guyanais (figure 3). Cette segmentation se 

trouve en accord avec les caractéristiques socio-culturelles, l’accès aux soins selon la 

localisation et les spécificités environnementales de ces zones (15). 

 

 

Figure 3 : Segmentation de la Guyane par région (15) 

 

La Guyane héberge différentes populations aux caractéristiques et habitudes de vie 

diverses ; les amérindiens, répartis principalement à l’est sur le fleuve Oyapoque mais 

aussi vivant dans la partie sud du Maroni constituent une communauté habitant de petits 

villages accessibles principalement par pirogue où la pêche, la chasse sont pratiquées 

principalement par les hommes (32). 
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De nombreux villages de l’intérieur n’ont pas accès à l’électricité ou à l’eau potable, 

étant situés à distance des bourgs équipés de groupes électrogènes (33). Ces conditions 

sanitaires ont toutefois été améliorées grâce à la mise à disposition de pompes à 

motricité humaine ou au développement de réseaux à bornes fontaines ou à la mise en 

place de cuves de récupération d’eau de pluie. Cependant, elles restent toujours 

insuffisantes pour assurer un maintien des conditions d’hygiène primaire. 

 

Une autre problématique résulte de l’orpaillage illégal, phénomène préoccupant sur le 

plateau des Guyanes et la mise en place des programmes de contrôle et de réduction de 

cette pratique de l’orpaillage ne suffit pas à endiguer le phénomène, en témoigne la 

moitié de l’or exporté provenant de celui-ci (34). La multiplication et la précarité de ces 

camps illégaux affectent sensiblement les conditions d’hygiène des orpailleurs avec 

notamment une absence de latrines et la présence de matières fécales en amont des 

campements pouvant être emportées sur ces camps en cas de fortes pluies. Ces 

conditions amènent certains d’entre eux à avoir recours à des soins au CH de Cayenne 

où un polyparasitisme intestinal est souvent diagnostiqué (31). 

Enfin, de nombreux militaires, dans le cadre de la lutte contre l’orpaillage illégal, 

présentent eux aussi un fort taux d’affections parasitaires intestinales (35). 

 

La problématique 

 

Les helminthiases intestinales sont endémiques en Amérique du Sud mais certaines 

données épidémiologiques manquent notamment pour la Guyane, le Guyana ou le 

Suriname, d’où une probable sous-estimation du phénomène dans le plateau des 

Guyanes (8). 

La Guyane française est le territoire d’Amérique du Sud qui présente le plus haut risque 

pour les populations de développer une helminthiase transmissible par le sol, avec une 

prévalence de 46,2 % ; la Guyane se trouve en première position pour Ancylostoma 

(36,6%) et A. lumbricoïdes (25,1 %) (8). Des résultats similaires chez les pays voisins 

notamment le Brésil, le Suriname et le Guyana (7,8) ont été rapportés, reflétant 

l’écologie parasitaire de cette région du monde. 
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Revue de la littérature  

Différentes études épidémiologiques concernant les parasitoses intestinales en Guyane 

ont été entreprises sur le territoire depuis ces vingt dernières années, ces dernières étant 

résumées selon la figure 4 : 

 

 

Figure 4 : Synthèse et site des études portant sur les parasitoses intestinales en Guyane 

française n=nombre d’échantillons, Na=Necator americanus, Ad=Ancylostoma duodenale,  

Ss= Strongyloides stercoralis, Al= Ascaris lumbricoides, Tt=Trichuris trichiura (9,10,15,36) 

 

Le nombre d’études reste insuffisant pour une évaluation exacte de prévalence à 

l’échelle de tout le territoire. On observe une certaine homogénéité de ces affections 

dans le temps, aucun plan de lutte global contre les parasites intestinaux n’ayant encore 

été entrepris à grande échelle. L’OMS estime que les zones écologiquement homogènes 

entre-elles présentent des prévalences homogènes (37). 
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Ces prévalences établies principalement sur les populations de l’intérieur montrent un 

taux de parasitisme digestif de 80 % en moyenne bien qu’il varie selon les 

communautés (9,10,38). 

L’étude menée par le Professeur Carme en 2000 dans le territoire amérindien Camopi-

Trois-Sauts montre un taux de parasitisme intestinal de 92% avec un biparasitime de 

85 % (9). 

En 2010, l’étude rassemblant 91 enfants de moins de 7 ans à Camopi montre un taux 

de parasitisme intestinal de 86,8% avec un biparasitisme de 65% (38). 

Une étude à Maripasoula  de 2015 sur 34 orpailleurs touchés par l’épidémie de grippe 

H1N1 montre quant à elle un taux de 66% de parasitisme intestinal (35). 

Dans une étude rétrospective comprenant la totalité des échantillons parasitologiques 

du CHAR et du CHOG entre 2011 et 2016, on observe un indice parasitaire (IP) 

(définition en annexe 2) supérieur dans l’Est Guyanais (15). La répartition des différents 

parasites de cette étude rétrospective est représentée selon la figure 5 ainsi que la 

répartition de ces parasites selon l’âge et le sexe dans le tableau 2. 

 

 

Figure 5 : Répartition des différents helminthes en Guyane française pour les 

échantillons de selles récoltés au CHAR et au CHOG entre 2011 et 2016 (15) 
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Tableau 2 : Répartition des helminthiases selon l’âge et la zone géographique 

d’habitation selon les données collectées entre 2011 et 2016 au CHAR et au CHOG. 

Parasite 

Total  

(%) 

n=941 

Sexe 

H 

(%) Âge (années) 

Zone géographique 

<1 1-5 6-17 18-65 >65 CL OG EG C L A 

Ancylostomidés 
546 

(25,7) 

426  

(78,6) 

6 

(1,1) 

17 

(3,1) 

35 

(6,4) 

471 

(86,6) 

15 

(2,8) 

258 

(48,2) 

192 

(35,8) 

62 

(11,6) 

7 

(1,3) 

1 

(0,2) 

16 (2,9) 

Strongyloides 

stercoralis 

235  

(11,1) 

189 

(81,1) 

4 

(1,7) 

8   

(3,4) 

9   

(3,8) 

180 

(76,6) 

34 

(14,5) 

136 

(58,6) 

69 

(29,7) 

19 

(5,3) 

1 

(0,4) 

6 

(2,6) 

1 (0,4) 

Ascaris 

lumbricoides 

67 

(3,2) 

39 

(60,9) 

6 

(9,0) 

21 

(31,3) 

17 

(25,4) 

18 

(26,9) 

5   

(7,5) 

31 

(46,3) 

20 

(29,8) 

16 

(23,9) 

0 

(0,0) 

0 

(0,0) 

0 (0,0) 

CL : Centre littoral ;  

EG : Est Guyanais ; L : littoral ;  

C : Centre ; OG : Ouest Guyanais ; A : Autres (métropole, Suriname, Brésil, Antilles, Afrique)                           

 

On remarque que l’Ascaris lumbricoides est un parasite principalement et 

majoritairement présent chez les enfants, en accord avec l’épidémiologie mondiale 

(39). Les individus de sexe masculin sont largement plus atteints que les femmes, 

regroupant 80 % des diagnostics à Ancylostoma et Strongyloides stercoralis. 

Près d’un quart des échantillons étudiés entre 2011 et 2016 présentait un 

polyparasitisme, notamment avec des protozoaires témoignant d’un péril fécal.  

Le polyparasitime est davantage retrouvé dans l’Est Guyanais que dans l’Ouest 

Guyanais (15). 

On observe globalement une augmentation des contaminations lors des saisons des 

pluies (60,3 %) en accord avec les modes de vie des parasites. 
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Ces études convergent toutes pour affirmer un parasitisme homogène dans le temps 

avec des infections majoritaires à ankylostomes, anguillule, ascaris et Hymnolepis Nana 

pour les helminthes intestinaux et E.histolytica et G. intestinalis pour les protozoaires 

(9,10,15,35,38). 

 

Prévalence de ces parasites selon les régions  : 

-  Ankylostomes (Nector americanus et Ancylostoma duodenale ) 

 

En terme de prévalence, ce parasite est le plus fréquent au sein des géohelminthiases 

présentes en Guyane (8). Entre 2011 et 2016 on observe que 25,5 % de la totalité des 

échantillons techniqués au CHAR et au CHOG sont positifs à Ankylostome ; Cette 

tendance est confirmée grâce aux différentes études menées dans l’Est Guyanais 

(Camopi, aussi bien chez les enfants que les adultes et Trois-Sauts) ainsi qu’à l’Ouest 

dans le village amérindien d’Antécum-Pata ou encore chez les militaires ayant séjourné 

pendant quatre mois en forêt amazonienne, étude menée en 2013. 

A contrario, on observe à Assis-Loca et à Grand-Santi une tendance inverse avec une 

proportion plus importante d’Ascaris et de Trichuris trichuira. Compte-tenu de la 

transmission féco-orale de ces deux parasites, on peut supposer que ce mode de 

transmission est plus important dans ces régions (33). 

 

-  Strongyloides  stercoralis  

 

Dans la plupart des données récoltées par le Pr Carme, la prévalence de ce parasite est 

proche de celle retrouvée pour l’ankylostome comme le montrent les prévalences 

relevées aux villages de Camopi et d’Antecum-Pata, pouvant même être supérieure 

comme à Assis-Loca. Ces similitudes peuvent être expliquées par le mode de 

contamination commun transcutané. Effectivement, la marche pieds nus est très 

fréquente dans ces villages. 
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Cependant, les disparités observées selon les régions peuvent être expliquées par une 

différence d’écologie des milieux où se développent les parasites comme le mettent en 

évidence l’épidémie de diarrhée chez les orpailleurs en 2013 (35) et l’étude chez les 

militaires après un séjour en forêt amazonienne, toutes deux ne retrouvant que des 

ankylostomes (40). 

 

-  Ascaris lumbricoides  

 

On observe pour ce parasite une prévalence plus souvent inférieure ou égale à 

l’ankylostome comme pour les villages de Grand-Santi, de Camopi, d’Antécum-Pata 

ou de Trois-Sauts. On observe par ailleurs une plus forte prévalence que les autres 

Némathelminthes dans le village d’Assis-Loca, particulièrement chez les enfants. 

La prévalence est beaucoup plus faible sur l’étude de l’ensemble des prélèvements entre 

2011 et 2016, montrant que cette forte prévalence se concentre principalement dans les 

zones isolées de l’Oyapoque et du Maroni. 

 

I.1.3. Stratégies de lutte de l’OMS 

 

Le principal outil d’estimation permettant la mise en place d’une stratégie de lutte 

contre les STH au niveau mondial est la prévalence, dont les données sont considérées 

comme manquantes pour la Guyane (24). 

Depuis 1996, l’OMS préconise un traitement systématique de l’ensemble de la 

population du territoire tous les six mois lorsque le taux de parasitisme intestinal 

représente plus de 50% des enfants d’âge scolaire (5-14 ans). L’OMS affirme aussi que 

lorsqu’aucune stratégie de lutte n’a été mise en place, on considère les données 

anciennes proches des données actuelles de prévalence (39). 

L’OMS a déterminé en 2016 que la lutte contre les STH devait être mise en œuvre dans 

102 pays soit une évaluation des populations sensibles concernées de 268,8 millions 

d’enfants d’âge préscolaires, 571,4 millions d’enfants d’âge scolaire et 250 millions de 

femmes en âge de procréer (41). 
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L’utilisation d’une chimiothérapie préventive est préconisée lorsque la prévalence est 

supérieure ou égale à 20% de la population en zone d’endémie selon différentes 

fréquences dépendant de la prévalence initiale (Figure 6). Aussi, la Guyane est-elle 

concernée par cette préconisation. 

 

 

Figure 6 : Organigramme décisionnel de traitement selon l’OMS (41) 

 

Un objectif de traitement a été fixé à 75% des enfants d’âge pré-scolaire et scolaire dans 

les zones endémiques réparties sur la totalité du globe. Bien que la distribution de 

traitement dans ces pays endémiques soit gratuite, seulement 42 % des enfants d’âge 

scolaire ont été traités en 2015, mettant en évidence la difficulté d’exhaustivité 

d’application de ce genre d’intervention (18). 

Malgré cette directive réglementaire, aucun programme de prise en charge des 

parasitoses digestives n’a été encore mis en place en Guyane. 
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Le succès de la mise en place des mesures nécessaires à la lutte contre les parasites 

intestinaux en Guadeloupe entre 1982 et 1987 est un constat encourageant pour la 

Guyane ; Une diminution de moitié des examens parasitologiques des selles (EPS) 

positifs directement lié à cette prise en charge globale y a été observée (42). 

 

I.1.4. Traitement médicamenteux 

 

Le développement du parasite étant lié aux conditions environnementales et aux 

comportements à risques, lutter contre ces facteurs est essentiel pour endiguer les STH. 

Renouveler de façon périodique ces mesures et les traitements médicamenteux 

prophylactiques semble nécessaire. 

On observe un bénéfice direct du traitement médicamenteux sur les signes cliniques 

directement imputables à la présence des parasites dans l’organisme mais aussi une 

amélioration de l’état nutritionnel, une moindre perte de nutriments essentiels 

notamment lors des hémorragies digestives pour l’ankylostomose, l’amélioration des 

facultés intellectuelles et d’apprentissage ainsi que la reprise d’un développement 

staturo-pondéral normal (43).Le traitement médicamenteux de masse permet aussi de 

diminuer la charge parasitaire dans les sols donc la réinfection des individus. 

L’albendazole et le mébendazole sont les traitements recommandés par l’OMS pour les 

STH ; Ils sont tous deux similaires quant à leur mode d’action et leur efficacité. Ces 

molécules parasiticides agissent sur le cytosquelette des helminthes en inhibant la 

polymérisation des tubulines et leur incorporation dans les microtubules, bloquant ainsi 

l'absorption du glucose par ces parasites. Ces deux molécules ne doivent pas être 

utilisées lors du premier trimestre de grossesse. 

Le traitement contre l’anguillulose ne fait pas partie des stratégies de traitement de 

masse proposées par l’OMS. Ce parasite s’avère d’avantage sensible à l’ivermectine 

qui provoque une paralysie neuromusculaire en interrompant la neurotransmission 

induite par l’acide gamma-aminobutyrique (GABA) du parasite. Cependant, 

l’anguillulose est couverte par le traitement utilisé dans le déparasitage de 

l’onchocercose et de la filariose lymphatique mis en place par l’OMS. 
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Les déparasitages scolaires ont montré leurs effets bénéfiques dans certaines régions 

(44,45) mais restent encore controversés par certaines études qui doutent de leur 

efficacité (46,47).L’émergence de résistance aux anti-helminthiques est constatée dans 

le monde vétérinaire où des traitements répétés sont entrepris, particulièrement dans les 

élevages de bétail (48,49).La stratégie actuelle de lutte contre les STH n’utilisant que 

les benzimidazolés font redouter l’émergence de résistances similaires chez les humains 

par pression médicamenteuse. Ces mécanismes ne sont cependant pas encore observés 

chez les humains, l’absence de test biologique et moléculaire fiable ne permettant pas 

d’évaluer ou de prédire la propagation de ces mécanismes de résistance (50). 

 

I.2.  Caractéristiques des principaux némathelminthes  

I.2.1. Classification 

 

Les Helminthes se différencient des arthropodes au sein des métazoaires par leur 

musculature lisse, l’absence d’appareil respiratoire ou circulatoire et de cavité 

cœlomique. Ce groupe constitue un phylum hétérogène qui se trouve toujours 

caractérisé par un corps allongé sans appareil locomoteur avec une symétrie bilatérale. 

Au sein des Helminthes, les némathelminthes se distinguent par leur paroi 

tégumentaire. Les némathelminthes, vers ronds, présentent une cuticule ou des 

téguments chitineux, une cavité viscérale vide et un tube digestif contrairement aux 

plathelminthes, caractérisés par des téguments non chitineux, une cavité viscérale 

parenchymateuse, et un corps aplati (51). 

 
Figure 7 : Schéma de la morphologie interne d’un nématode 
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Au sein des némathelminthes, on distingue :  

- les nématodes digestifs caractérisés par une localisation digestive, dotés d’un 

utérus produisant des œufs tels que : Ascaris, Oxyure, Anguillule, trichocéphale, 

Ankylostoma et Necatorspp.   

- les nématodes tissulaires dont la localisation est tissulaire, dotés d’un utérus 

produisant des larves : Loa loa, Onchocerca, Dirofilaria, Dracuncula, 

Angiostrongylus appartenant aux filaires. 

 

 

I.2.2. Ecologie, transmission et mode de contamination 

 

 I.2.2.1 Ankylostomes: Necator americanus et Ancylostoma duodenale 

 

Ces deux espèces d’ankylostomes sont retrouvées chez l’Homme et caractérisées par 

une contamination par voie transcutanée.  

 

 

Figure 8 : Cycle parasitaire de l’Ankylostome 
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Après pénétration transcutanée, le parasite accède par voie sanguine ou lymphatique au 

cœur puis au poumon, aux bronches, remonte jusqu’à la trachée avant d’être dégluti et 

de s’insérer dans la muqueuse intestinale. Les œufs émis dans les selles après 

fécondation des adultes sont non-embryonnés et se développent dans le milieu extérieur 

dans des conditions de température favorable soit entre 22 et 26 °C pour 

Ancylosotmaduodenale et 27 à 30 °C pour Necatoramericanus. Les oeufs embryonnés 

se transformant en larves rhabitoïdes L1 puis strongyloides L2 puis L3 infestantes. Ces 

larves sont très résistantes et peuvent survivre jusqu’à 10 mois dans le sol et 18 mois 

dans l’eau. 

 

I.2.2.2 Strongyloides stercoralis 

 

La strongyloidose est due au parasite S.stercoralis et parfois à S. fuelleborni, ce dernier 

touchant principalement les primates et est retrouvé en Afrique et en Asie du sud-est. 

Cette parasitose touche l’homme mais aussi le chient et le chat. 

 

 

Figure 9 : Cycle parasitaire de Strongyloides stercoralis 



 

40 
 

 

Le cycle parasitaire est complexe chez l’homme. Ce sont les larves infestantes type L3 

retrouvées dans le milieu extérieur qui pénètrent par voie transcutanée avant de gagner 

les voies sanguines ou lymphatiques puis successivement le cœur droit, les poumons 

puis la trachée par remontée du carrefour aéro-digestif. Ces larves s’insèrent dans la 

muqueuse duodéno-jéjunale après déglutition. C’est ainsi que la femelle 

parthénogénétique -pouvant s’auto-féconder- pond ses œufs un mois après son 

installation. 

Les œufs deviennent des larves type L1 migrant dans la lumière intestinale. Ces larves 

ont plusieurs issues :  

- éliminées dans le milieu extérieur, elles se transforment en larves L2 devenant à leur 

tour des larves L3 infestantes. Il s’agit d’un cycle court, externe et asexué de type direct. 

Ce cycle a une durée de 36 h si les conditions extérieures sont défavorables soit une 

température inférieure à 20 °C et un taux d’humidité faible. 

- éliminées dans le milieu extérieur avec des conditions favorables ces larves L1 se 

transforment successivement en L2 puis L3 infestantes donnant alors en deux à trois 

jours des adultes mâles et femelles permettant un accouplement et la ponte de nouveaux 

œufs dans le milieu extérieur. Il s’agit d’un cycle long, externe, sexué et indirect. 

- le cycle court interne asexué correspond à un cycle d’auto-infestation caractérisé par 

le développement des larves L1 en larves L3 dans l’intestin du malade. Ces larves 

infestantes pénètrent alors directement la muqueuse intestinale et gagnent le poumon 

par voie sanguine et deviennent ainsi adultes dans l’intestin. 

 

L’emballement du cycle d’auto-infestation se retrouve dans le cas d’une 

immunodépression caractérisant l’anguillulose maligne. La symptomatologie varie en 

fonction du statut immunitaire des patients, pouvant être asymptomatique chez 50 % 

des patients immunocompétents (20). 
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I.2.2.3 Ascaris lumbricoides 

 

Le cycle de d’Ascaris lumbricoides est un cycle monoxène direct, la contamination 

s’effectue par ingestion d’œufs par les eaux de boissons, les aliments ou les sols 

contaminés. 

 

 

Figure 10 : Cycle parasitaire de l’Ascaris lumbricoides 

Les œufs ainsi ingérés deviennent des larves qui traversent la paroi intestinale, gagnent 

le foie par la veine porte puis le cœur droit, arrivant à l’artère pulmonaire en deux à 

trois jours. Au bout d’une semaine, ces larves franchissent la paroi alvéolo-capillaire, 

passent dans l’arbre trachéo-bronchique, remontent jusqu’à la trachée et sont dégluties. 

Elles arrivent au niveau du jéjunum où, après maturation, les femelles commencent à 

pondre après une semaine.   
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I.2.3. Synthèses épidémio-clinique et parasitologique des 4 principaux helminthes 

 

Les données issues de la littérature concernant les 4 principales espèces d’helminthes digestifs (S.stercoralis, A.duodenale, N.americanus, 

A.lumbricoides) sont résumées dans les tableaux 3 et 4 suivants : 

Tableau 3 : Caractéristiques parasitologiques selon ANOFEL 2014 

Parasite  Strongylo ides  stercoral i s  Ancylostoma duodénale  Necator  Americanus  Ascaris lumbrico ides  

Hôte principal Homme 

Mode de 

contaminat ion  
transcutané transcutané 

Transcutané, voie buccale, 

transplacentaire ou lors de 

l’allaitement 

orale 

Forme infestante  Larves L3 infestantes oeufs 

Habitat  adulte  Muqueuse duodéno-jéjunale jéjunum 

Temps de 

maturation des 

oeufs  

Pas de données 7 jours 8-10 jours 

Durée de  vie  

parasite  adulte  
Pas de données 5-7 ans 1 an 

Nombres  d’œufs  

par femel le  
20 à 50 / femelle 25 000 – 30 000 9000-10 000 200 000 

Localisat ion 

f ina le des œufs  

Maturation des œufs en larves au 

niveau de l’intestin. Larves dans les 

fèces puis dans les sols 

Œufs éliminés dans les fèces puis se transforment en larves 
Œufs passent via les fèces 

dans le sol 

Cycle évo lut if  
Cycle court asexué ou cycle d’auto-

infection 
Cycle direct long 

Cycle direct sans hôte 

intermédiaire 

Durée du cycle  27 jours 50-60 jours 60-90 jours 

Localisat ion des 

adultes  
Petit intestin Muqueuse intestinale Jéjunum 
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Tableau 4 : Caractéristiques clinico-biologiques des Helminthes étudiés. 

Parasite  Strongylo idesstercora li s  
Ancylostoma 

duodénale  
NecatorAmericanus  Ascaris lumbrico ides  

Manifestat ions  
c l iniques (18)  

Phase d’invasion : éruption papuleuse au point 

d’inoculation et/ou des réactions allergiques : 

urticaire, prurit 

Pénétration cutanée : dermite prurigineuse, érythème 

maculoprurigineux fugace, « gourme » des mineurs 
Phase d’invasion : syndrome de Loëffler 

Phase de migration larvaire : toux irritative, 

dyspnée asthmatiforme, syndrome de Loëffler 

Phase larvaire d’invasion : irritation des voies aériennes 

supérieures ou catarrhe des gourmes, manifestations 

allergiques 

Phase d’état : douleurs abdominales, 

nausées, vomissements, 

Phase d’état : syndrome douloureux abdominal à 

type d’épigastralgies pseudo-ulcéreuses, dyspepsie, 

diarrhée et constipation 
Phase d’état intestinale avec troubles digestifs et anémie 

Douleurs abdominales, nausées, 

vomissements, diarrhées, syndrôme 

dyspepsique Cycle d’auto-réinfection interne : larva currens 

Anguillulose maligne : défaillance multiviscérale 

Complicat ions  
dissémination larvaire multiviscérale chez les sujets 

immunodéprimés (18) (VIH, HTLV1, alcoolisme) 

Malnutrition 

Retard de croissance et troubles cognitifs enfant (26) 

Grossesse : retard de croissance in utero, prématurité accrue, 

augmentation décès maternel, anasarque dû à 

l’hypoalbuminémie (5) 

Tableaux chirurgicaux : occlusion, 

appendicite 

Médicaux : angiocholite, colique 

hépatique, péritonite, ascaridiose biliaire 

pancréatique 

Malnutrition chez l’enfant, retard staturo-

pondéral(52) 

Manifestat ions  

bio logiques  

Hyperéosinophilie durable et fluctuante. 

Eosinopénie lors d’une anguillulose maligne 

 

anémie microcytaire hypochrome hyposidérémique 

arégénérative 

hyperleucocytose due à une hyperéosinophilie maximum au 

3ème mois. 

hypoprotidémie 

Hyperéosinophilie courbe de Lavier 

 

Prévention  Lutte contre le péril fécal, port de chaussures(20) 
Péril fécal : prévention collective et individuelle, accès à l’eau, mise en place de sanitations, de latrines, 

éducation au lavage des mains,...(21) 

 



 

44 
 

II. Diagnostic biologique standard des helminthiases 

intestinales 

 

Cette partie a pour objectif de décrire les différentes techniques actuelles de diagnostic 

des helminthiases en biologie médicale. Nous expliquerons les différentes étapes 

requises pour une observation microscopique parasitologique, actuel gold standard, 

outil utilisé en routine au laboratoire du CHAR puis nous aborderons les nouvelles 

technologies reposant sur la biologie moléculaire. 

 

II.1. Le diagnostic microscopique  

 

L’examen microscopique des selles à la recherche de parasites adultes, d’œufs ou de 

larves s’effectue sur selles fraîches rapidement acheminées au laboratoire, ce délai ne 

devant pas excéder 24h à température ambiante pour apprécier l’observation de larves 

vivantes et d’œufs d’helminthes. Un examen parasitologique des selles s’effectue sur 

trois selles différentes idéalement réparties sur trois jours consécutifs pour améliorer la 

sensibilité de l’examen car l’obtention de plusieurs selles diminue la survenue de faux 

négatifs conséquents à l’excrétion intermittente de parasites dans les selles (53). Un 

fixateur au lugol tel que la technique MIF (Merthiolate - Iodine - Formaldéhyde) peut 

être utilisé pour figer et conserver les formes végétatives des protozoaires jusqu’à trois 

semaines et ainsi palier au retard d’acheminement ; l’utilisation d’un tel produit n’est 

cependant pas compatible avec l’analyse par biologie moléculaire. 

 

II.1.1. Examen macroscopique 

 

Afin d’orienter le diagnostic des parasitoses intestinales, les selles fraîches font tout 

d’abord l’objet d’un examen macroscopique à l’œil nu comprenant la couleur, la 

consistance, la présence d’éléments anormaux : sang, glaire, mucus ou encore la 

présence de parasites adultes visibles à l’œil nu tels que les vers adultes d’Ascaris 

lumbricoides. 



 

45 
 

II.1.2. Examen microscopique des selles 

II.1.2.1 Examen direct ou état frais 

 

Celui-ci est réalisé par un opérateur entraîné à partir de selles fraîches ou de selles 

fraîches diluées dans une goutte d’eau physiologique entre lame et lamelle. Cette étape 

permet la visualisation de larves de Strongyloides stercoralis en cas d’infestations 

massives, ou d’œufs ainsi que la mise en évidence de cristaux de Charcot-Leyden 

témoignant de la destruction intraluminale des polynucléaires éosinophiles directement 

liée au mode d’action des helminthes (54).  

 

II.1.2.2 Techniques de concentration 

 

Ces techniques permettent de concentrer les parasites, d’éliminer l’excès de débris 

alimentaires ou de bactéries pouvant gêner la lecture et influer sur la sensibilité de 

l’examen. Diverses techniques sont utilisées reposant sur trois principes : la flottation, 

la technique formol-éther basée sur la non-miscibilité de deux phases et enfin 

l’utilisation d’agents éclaircissants. 

La technique recommandée par l’OMS est celle de Kato-Katz qui est une technique de 

concentration par éclaircissement utilisée pour détecter la présence d'œufs d'helminthes 

dans les échantillons fécaux se définissant comme l’examen de choix pour le diagnostic 

des helminthiases intestinales. En effet, cet outil est largement utilisé à l'échelle 

mondiale dans l’établissement de prévalence dans les programmes de lutte contre les 

STH (55) n'étant pas cher, facile d’utilisation et ne requérant pas d’automates ; il est 

particulièrement adapté aux études de terrain . Il s’agit d’un frottis épais de selles que 

l’on recouvre d’un rectangle de cellophane imprégné depuis au moins 24h de glycérine 

ajoutée au vert de malachite permettant la coloration et l’éclaircissement des œufs 

d’helminthes. La lecture s’effectue après une heure à température ambiante. Cette 

technique permet la détection de T. trichiura, A.lumbricoïdes, S.mansoni, A.duodenale 

et N.americanus mais ne permet que rarement d’observer des larves d’anguillule d’où 

une faible sensibilité pour la détection de ce parasite par cette technique (56).  



 

46 
 

Les techniques de flottation permettent de concentrer les œufs d’helminthes grâce à un 

phénomène d’entraînement à la surface d’éléments parasitaires par addition d’une 

solution de densité supérieure. Celle-ci peut être de l’eau saturée en chlorure de sodium, 

du sulfate de zinc ou une solution iodo-mercurique. Ces techniques présentent une 

sensibilité bien inférieure à la technique Kato-Katz pour la détection d’œufs 

d’helminthes particulièrement pour les ankylostomes (44). 

Inspirée des techniques de flottation, la technique FLOTAC a été utilisée dans le monde 

vétérinaire (57) avant de trouver sa place dans le diagnostic parasitologique humain 

(58) ; Son principe repose sur la combinaison de la flottation à deux étapes de 

centrifugation. Elle est caractérisée par une meilleure sensibilité que la technique Kato-

Katz pour les œufs d’helminthes notamment par une quantité de selles étudiée plus 

importante (59). Cette technique permet aussi la mise en évidence de larves d’anguillule 

en moins de 24 h même après conservation de l’échantillon dans du formol, la vitalité 

des larves n’étant pas nécessaire à son utilisation (60). L’inconvénient majeur de cette 

technique est qu’elle est coûteuse et requiert un laboratoire équipé de centrifugeuse, 

peu disponible pour de nombreux laboratoires des pays en voie de développement.  

Pour ces laboratoires, la technique mini-FLOTAC est plus adaptée car elle repose sur 

la même technique mais fait abstraction des étapes de centrifugation, l’appareil est 

transportable, l'échantillon filtré pourra être examiné après 5 à 10 minutes en utilisant 

un microscope standard avec une bonne sensibilité équivalente à la technique de Kato-

Katz (61).  

Les techniques diphasiques telles que Bailenger, Ritchie et MIF concentrent les 

éléments parasitaires en utilisant deux phases non miscibles, une phase aqueuse et un 

solvant de lipides comme l’éther. Cette concentration résulte des forces d’attraction 

qu’exercent les deux phases sur les particules fécales hérissées de groupements 

hydrophiles et lipophiles, les débris lipophiles sont éliminés après centrifugation (62). 

Ces techniques permettent l’observation de kystes de protozoaires, l’observation 

d’œufs de certains helminthes comme Ascaris lumbricoides, les schistosomes, les 

ankylostomes, Trichuris trichiura et les cryptosporidies. 
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Ces techniques de concentration peuvent être suivies d’une quantification des œufs 

fécaux par comptage ; elles évaluent le nombre d'éléments parasitaires (œufs, larves, 

oocystes) présents dans les échantillons fécaux, exprimés par gramme de fèces (57). 

Bien que la technique FLOTAC montre dans de nombreuses études une sensibilité plus 

élevée que le Kato-Katz -estimée entre 81 % et 97 % alors que celle du Kato-Katz est 

de 74 à 95 % pour des examens répétés à trois reprises sur des infections de forte 

intensité et pouvant diminuer jusqu’à 53% pour les infections de faibles intensités- cette 

dernière reste la méthode universelle de choix pour le diagnostic parasitologique 

microscopique grâce à son faible coût et sa facilité d’utilisation (59). 

Les caractéristiques microscopiques des éléments parasitaires nécessaires au diagnostic 

de ces helminthiases sont regroupées en annexe 3. 
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Figure 11 : (A) œufs d’Ascaris lumbricoides, (B) œufs d’ankylostome, (C) larve 

d’ankylostome, (D) larve de Strongyloides stercoralis 

  

A

o

t

r

e 

t

e

x

t

e 

i

B 

D C 



 

49 
 

II.1.3. Techniques spécifiques à Strongyloides stercoralis 

 

Technique de Baermann 

La technique de Baermann est la technique de référence dans le diagnostic de 

l’anguillulose ; il s’agit d’une technique de concentration se basant sur les 

caractéristiques d’hygrotropisme et de thermotropisme des larves rhabitoïdes (56). Les 

selles déposées sur une couche de gaze sont placées dans un entonnoir dont l’extrémité 

inférieure est remplie d’eau à 45 °C permettant aux larves de profiter d’une température 

optimale et donc de se concentrer vers le bas de l’entonnoir. Après deux heures et une 

étape de centrifugation on peut observer au microscope les larves vivantes mobiles 

concentrées. La concentration larvaire de la technique de Baermann permet 

d’augmenter la sensibilité de la lecture microscopique (63). 

L’avantage de cette méthode est sa simplicité, son faible coût, sa faculté à ne pas 

déformer les larves et à éliminer les débris, cependant elle ne permet que l’observation 

de larves, celles-ci devant être vivantes ; cette technique nécessite donc des selles 

fraîches pour son application. 

La méthode de Baermann présente une sensibilité légèrement inférieure aux techniques 

de coproculture mais présente une mise en place plus simple, moins chère, plus rapide 

et un risque de contamination moindre du personnel de laboratoire.  

 

Figure 12 : Schéma d’une méthode de Baermann 
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Coprocultures  

Au sein des coprocultures nous décrirons la technique d’ARAKAKI qui est la plus 

sensible avec une sensibilité atteignant les 90 % (64), il s’agit d’une technique sur 

gélose qui permet grâce à l’apposition de selles sur un plateau de gel nutritif dans une 

boite de pétri d’observer après une incubation de deux jours les sillons des larves 

migrantes ou de formes adultes de S.stercoralis à l’aide d’une loupe binoculaire. 

L’observation des sillons permettra de différencier les larves d’anguillule de celles du 

groupe des ancylostomidés selon leur trajectoire. 

 

 

Figure 13 : Observation des sillons des larves de Strongyloides stercoralis (A) et 

d’ancylostomidé (B) au microscope x100 selon la méthode d’ARAKAKI (65) 

 

Ces deux techniques nécessitent l’obtention de selles fraîches et non réfrigérées car 

elles reposent sur le caractère migratoire des larves vivantes, la réfrigération pouvant 

tuer les larves. L’excrétion de celles-ci étant intermittente, il est nécessaire de réitérer 

les examens pour s’assurer de leur négativité. 
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II.2. Diagnostic sérologique  

 

La réponse immunitaire aux infections parasitaires intestinales varie en fonction de 

l’âge, de l’intensité de l’infection particulièrement dans les zones de forte endémie, du 

terrain génétique, du statut nutritionnel et de surtout le statut immunitaire des patients, 

tous ces paramètres peuvent moduler la production d’anticorps spécifiques (66,67). 

Le diagnostic immunologique des helminthiases trouve sa place lorsque l’EPS est 

négatif par microscopie. Il repose sur la détection d’anticorps spécifiques. Ces 

techniques reposent sur le principe du test ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent 

Assay) qui met en évidence la présence d’anticorps spécifiques par l’utilisation d’anti-

immunoglobulines conjuguées. Une réaction colorée se produit lors de l’action sur un 

substrat d’une enzyme fixée sur ces anti-immunoglobulines. Les formes dérivées de 

cette technique sont aussi utilisée comme le Dot-ELISA, la fluorescence directe ou 

indirecte, l’immunoblot, l’immunoprécipitation par le système luciférase (LIPS) ou 

quelques tests rapides reposants sur l’immuno-chromatographie (68). 

Cependant, l’interprétation des tests sérologiques est difficile car il existe un risque de 

surestimation des infections compte-tenu du fort taux d’anticorps des populations dans 

les régions endémiques ainsi que de la disparition totale tardive -de 6 mois en moyenne- 

des anticorps spécifiques après traitement (52,69) ou parfois une absence de diminution 

des anticorps malgré des traitement itératifs sur plusieurs mois (70).  

De même, la spécificité du dosage des anticorps est faussée par des  réactions croisées 

au sein des STHs (18).  Cependant, au fil des années, plusieurs tests ELISA ont été 

proposés pour améliorer la spécificité des anticorps dosés par sélection d’IgG 

spécifiques (70). 

Pour S.stercoralis, de nouvelles techniques ont vu le jour comme le système 

d’immunoprécipitation à la luciférase (LIPS) reposant sur le principe d’expression de 

gènes codants pour des antigènes fusionnés à la luciférase dans les cellules de 

mammifères afin d’extraire des RUC-antigènes utilisés pour capter les anticorps 

spécifiques par immunoprécipitation. L’association de l’antigène recombinant 

spécifique NIE, dérivé d’une protéine de surface des larves L3 de S.stercoralis, et de la 

technique LIPS permet d’augmenter à 100 % la spécificité contre 95 % pour les tests 

ELISA (71). De nombreux avantages sont à constater pour cette technique : aucune 



 

52 
 

réaction croisée n’a été identifiée pour ce test, il permet de détecter de faibles variations 

d’anticorps et permettrait de suivre leur diminution lors de traitements anti-

helminthiques ce que le test ELISA n’est pas capable de faire. Enfin il s’avère être un 

test rapide (moins de trois heures) et des versions encore plus rapides sont en cours 

d’étude ce qui permettra d’inscrire cette technique comme outil fiable et rapide dans le 

diagnostic de l’anguillule (68). Cette technique n’est cependant pas encore 

commercialisée et ne reste actuellement utilisable qu’au stade de recherche (14). 

 

Pour conclure, les tests sérologiques présentent une bonne sensibilité et un avantage par 

rapport au caractère itératif des EPS compte tenu des variations d’excrétion des 

parasites dans les selles ; ils trouvent notamment leur utilité dans les pays non 

endémiques puisque la forte prévalence des parasitoses dans les zones endémiques 

rendent impossible l’utilisation de la sérologie dans les programmes de contrôle à 

grande échelle (14). Cependant, ces tests ne permettent pas de différencier des 

infections anciennes ou actives, sauf pour la recherche de copro-antigènes 

spécifiques (72) et malgré leur bonne spécificité ils présentent encore des 

contaminations croisées avec les autres Nématodes. Une des principales utilisations de 

la sérologie est dans le dépistage des strongyloïdoses chez des patients à risque de 

développer des hyperinfections par modification de leur statut immunitaire, bien que la 

disparition des anticorps spécifiques soit observée dans certains cas (73). Finalement, 

s’ils sont retrouvés positifs, ces tests incitent à la réalisation d’EPS comme confirmation 

d’infection active. 
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III. Nouvelles approches diagnostiques  

 

III.1.  La biologie moléculaire  : principe de la PCR (polymérase 

Chain Reaction)  

 

Depuis plusieurs années, le développement des techniques de biologie moléculaire dans 

le domaine microbiologique est en plein essor. En Parasitologie, les problématiques 

liées au manque de sensibilité et de spécificité des outils actuels, incitent à positionner 

à terme la PCR comme gold standard (59). En effet, l’amélioration du diagnostic et la 

possibilité d’un suivi de ces maladies semblent nécessaires pour une détermination 

précise des prévalences et une prise en charge globale dans les régions du monde 

impactées par ces maladies. 

 

Principe 

La PCR permet d’obtenir rapidement une quantité importante et exploitable d’un 

segment précis d’ADN ou d’ARN. Il s’agit d’une succession de réactions de réplication 

permettant d’amplifier plusieurs millions de fois la séquence d’intérêt. La 

quantification d’ADN obtenu se fait ensuite par migration sur gel d’agarose (74). 

La PCR repose sur le mécanisme de réplication de l’ADN, celle-ci nécessite l’action 

d’une ADN polymérase (la Taq polymérase), enzyme permettant la copie d’un brin 

complémentaire de l’ADN simple brin ciblé grâce à l’inclusion dans le milieu 

réactionnel d’amorces nucléotidiques se fixant sur deux brins monocaténaires. Un cycle 

de PCR se déroule en quatre étapes comme représenté dans la figure 14 : 
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Figure 14 : Schéma d’un cycle de PCR. 

 

La première étape est celle de dénaturation, le chauffage provoque la séparation des 

doubles brins d’ADN aboutissant à l’obtention de simples brins, les amorces sont libres 

dans le milieu. Lors de l’hybridation, les amorces nucléotidiques se fixent aux 

extrémités des séquences à amplifier. L’élongation ou polymérisation fait intervenir 

l’ADN polymérase qui permet l’extension des brins d’ADN. Chaque cycle de PCR est 

répété une quarantaine de fois et l’amplification est exponentielle, aboutissant à 

plusieurs millions de copies. La PCR dite classique nécessite une deuxième étape de 

quantification d’ADN à l’aide d’une migration sur gel d’agarose de produits amplifiés 

grâce à l’utilisation de produits intercalants de l’ADN. 
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III.2. La PCR en temps réel  ou qPCR 

 

III.2.1. Le principe technique et les différentes approches 

 

De nouvelles technologies de PCR quantitatives ont vu le jour ces dernières années, il 

s’agit de PCR en temps-réel (qPCR), elles permettent ainsi par l’utilisation de sondes 

ou de produits se fixant au petit sillon de l’ADN double brin (STBR Green I), d’émettre 

un signal fluorescent directement proportionnel à la quantité d’ADN amplifié en temps 

réel (75,76).  Différentes techniques sont disponibles : La technique par hydrolyse de 

sonde (Taqman), la technique par hybridation de deux sondes Fluorescence resonnance 

Energy Transfer (FRET) et l’utilisation de balises moléculaires (MolecularBaecons). 

• Technique TAQMAN : 

Les sondes utilisées par la technique Taqman sont les plus utilisées. La sonde ‘TaqMan’ 

est une séquence oligonucléotidique spécifique de la matrice, marquée en 5’ par un 

fluorochrome (reporteur) dont la fluorescence est inhibée par un désactivateur 

(quencher) en 3’. Le principe repose sur l’activité exonucléase de la Taq qui va 

hydrolyser la sonde lors de l’amplification libérant le fluorochrome reporteur. La 

fluorescence émise est directement proportionnelle à la quantité d’amplicons générés 

lors de la PCR. 

 

Figure 15 : Principe des sondes Taqman 
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Lors de l’étape de dénaturation (a), le chauffage provoque la séparation des doubles 

brins d’ADN avec la présence de sondes et d’amorces libres dans le milieu. Aucune 

fluorescence n’est observée lors de cette étape, le reporteur étant proche du quencher. 

Lors de l’hybridation (b) les amorces se fixent aux extrémités des séquences à amplifier 

et la sonde s’hybride sur la séquence cible correspondante. L’élongation ou 

polymérisation (c) fait intervenir la Taq polymérase qui, en synthétisant le brin 

complémentaire, va lyser la sonde entraînant une libération du reporteur et l’émission 

d’une fluorescence détectée par le thermocycleur. 

 

• Technique FRET : 

La technique FRET utilise deux sondes linéaires complémentaires d’une séquence cible 

l’une étant marquée en 3’, l’autre en 5’ par un marqueur. La proximité des deux 

fluorophores sur l’ADN cible permet un transfert d’énergie quantifié par une 

fluorescence rouge. 

 

• Technique MOLECULAR 

La technique molecular beacons fait appel à une sonde en épingle à cheveux équipée 

d’un fluorophore émetteur et d’un fluorophore suppresseur (quencher). Lors de 

l’hybridation une émission de fluorescence est observée par éloignement des deux 

sondes, puis l’élongation libère la balise et arrête alors toute émission de fluorescence 

permettant de quantifier la quantité d’ADN amplifiée. Cette technique est très 

spécifique mais les sondes restent difficiles à designer. 
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III.2.2. Expression des résultats de PCR en temps réel  
 

La représentation sous forme de courbe sigmoïde d’une réaction de PCR en temps réel 

est définie telle que montre la figure 16 : 

 

Figure 16 : courbe sigmoïdale d’une réaction de PCR. 

 
 

La fluorescence émise à chaque cycle de PCR représente la quantité de produits 

amplifiés en temps réel. Plus l’échantillon présentera une concentration élevée de 

molécule cible à amplifier, moins il faudra de cycles pour atteindre un signal 

significativement supérieur au bruit de fond (Ct). 

 

On distingue trois phases : 

- phase de bruit de fond : quantité insuffisante de fragments amplifiés pour 

émettre une fluorescence. 

- phase exponentielle : la quantité de fluorescence générée par les fragments 

amplifiés est significativement supérieure au seuil de détection de l’appareil. Le 

nombre de produit amplifié double à chaque cycle. Cette phase est représentée 

par une droite en coordonnées logarithmiques. 

- phase de plateau : ralentissement de l’amplification dû à l’épuisement d’un 

réactif de la PCR. 

La valeur seuil Ct est calculée automatiquement par le logiciel et se trouve inversement 

proportionnelle au logarithme décimal de la quantité d’ADN initiale. 
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III.2.3. Validation des performances de l’amplification 

 

L’efficacité de la PCR se calcule à partir de la pente de la courbe standard (figure 16) : 

 

Figure 17 : Droite standard établie à l’aide d’une gamme d’étalonnage. 

 

Pour cela, une gamme d’ADN d’au moins 5 points est réalisée par dilutions successives 

de l’échantillon de base chargé en ADN. La détermination de l’efficacité d’une PCR 

permet d’évaluer sa robustesse et se calcule selon la formule : E = 10 ^(‐1/pente) 

L’efficacité valide la quantification d’ADN lorsqu’elle est proche de 1. La qPCR 

permet donc une détection et une quantification supérieure à la PCR classique à 

moindre coût et diminue les risques de contamination de l’ADN. On estime sa 

sensibilité 100 fois supérieure à la PCR standard (77). 
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III.3. PCR temps réel appliquée aux helminthes  

 

III.3.1 Prérequis à l’utilisation de la qPCR helminthes 

 

La paroi des œufs d’helminthes est épaisse et nécessite une étape préliminaire 

permettant d’accéder au matériel génétique à amplifier, les étapes de 

congélation/décongélation, de chauffage ou de sonification montrent de bons 

rendements (78) mais le recours à une étape d’homogénéisation des tissus par 

« battement de billes » avec des billes résistantes à la dégradation montre des résultats 

supérieurs en  sensibilité pour les techniques de biologie moléculaire (79). Les billes de 

céramiques sont les plus utilisées, ainsi ajoutées au prélèvement, un broyage à haute 

vitesse est requis pour permettre une lyse mécanique des échantillons. Les kits 

d’extraction commercialisés permettent ensuite une lyse enzymatique (par 

protéinase K) ou chimique (tampon de lyse) des échantillons. 

La présence d’inhibiteurs dans les selles tels que les acides biliaires empêche 

l’amplification de l’ADN diminuant ainsi la sensibilité de cette technique. Il est 

nécessaire de bien choisir sa technique d’extraction et de purification de l’ADN. L’ajout 

d’un contrôle interne à chaque étape d’amplification témoignera par sa présence en fin 

d’amplification de l’absence ou la présence d’inhibiteurs (12,80). 

Enfin, de nombreux kits d’extraction avec des étapes supplémentaires d’élimination des 

inhibiteurs sont utilisés (13,77,81,82). 
 

 

III.3.2. Intérêt de la qPCR multiplex 

 

Depuis quelques années, il est possible de réaliser des amplifications simultanées pour 

différents parasites dans un même échantillon. Il s’agit en réalité d’utiliser plusieurs 

amorces et plusieurs sondes spécifiques à chaque séquence cible correspondant à 

l’ADN des parasites recherchés. Le développement de cette qPCR « multiplex » a 

permis un important gain de temps d’analyse sans diminuer la sensibilité de détection 

des parasites obtenue par qPCR monoplex (13,16). 

Pour ce faire, les amorces utilisées correspondent à des séquences d’ADN ribosomaux 

ou des cibles touchant les sous-unités ribosomiques des helminthes d’intérêt 

(13,16,81,83). 
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L’amorce utilisée pour Ascaris lumbricoides a pour gène cible ITS1 correspondant à la 

première région de la séquence espaceur transcrit interne de l’ADN ribosomal (ADNr) 

et de l’ARN ribosomal (ARNr). Les taux d'ADNr de ITS-1 étant proportionnels au 

nombre d'œuf d'Ascaris embryonnés permet la mise en évidence de la viabilité des 

œufs. (84) Le gène cible de l’ARN 18S de Strongyloides stercoralis code pour l’ARN 

de la petite sous-unité ribosomique. Enfin, Necator americanus et Ancylostoma 

duodenale ont pour gène cible la deuxième région de la séquence de l’espaceur transcrit 

interne de l’ADNr (ITS2) permettant une différenciation de ces deux espèces. 

Ces quatre parasites sont les plus souvent ciblés lors de la mise en place de qPCR 

multiplex mais sont parfois regroupés avec d’autres parasites tels que Trichuris 

trichiura (85) ou même des protozoaires tels que Giardia lamblia ou Entamoeba 

histolytica (86). 

L’avantage de ces techniques repose particulièrement sur la flexibilité des 

combinaisons de parasites à diagnostiquer, ces systèmes dits ouverts permettent de 

contrôler les modalités d’extraction et d’amplification. 

Depuis avril 2019, le kit commercial ALLPLEX GI HELMINTHES 

d’EurobioScientific a été commercialisé dans le cadre du diagnostic de neuf 

helminthes : Strongyloides spp, Necator americanus, Ancylostoma duodenale, Ascaris 

spp, Trichuris trichiura, Enterobius vermicularis, Hymenolepis spp, Taenia spp et 

Enterocytozoon spp/Encephalitozoon spp. Il s’agit du premier kit commercialisé pour 

l’extraction d’ADN d’helminthes dans les selles, confirmant l’importance de la place 

prise par la PCR dans le domaine microbiologique. Ce kit a pour avantage sa simplicité 

d’utilisation et sa rapidité ainsi que l’exhaustivité des parasites étudiés. Cependant, le 

coût est significativement plus élevé que les PCR « maison » et cette technique a 

l’inconvénient de se présenter comme un système fermé non modulable par le 

biologiste. 

Actuellement, est en cours d’évaluation le test Novodiag® Stool Parasites. C’est une 

solution de diagnostic entièrement automatisée, rapide (résultats obtenus en environ 

90 min) et facile d’utilisation. Ce test syndromique allie les technologies de PCR en 

temps réel et de puces à ADN pour permettre une analyse rapide et complète de plus de 

95 % des parasites intestinaux helminthes, protozaires et microsporidies.  
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PARTIE B : MISE EN PLACE ET EVALUATION D’UNE 

PCR MULTIPLEX EN TEMPS REEL DES PRINCIPALES 

HELMINTHIASES EN GUYANE FRANÇAISE   

 

 

I. Introduction et objectifs de l’étude 

 

Le Laboratoire Hospitalo-Universitaire de Parasitologie-Mycologie (LHUPM) du 

CHAR est le seul laboratoire universitaire du territoire spécialisé dans le diagnostic des 

infections fongiques et parasitaires. Si le diagnostic des parasitoses intestinales pose 

peu de soucis techniques au niveau des structures de santé du littoral, il n’en est rien 

pour celles situées à l’intérieur de la Guyane et plus précisément celles en zones isolées. 

La majorité des CDPS à l’exception d’Apatou, Grand-Santi qui relèvent sur le plan 

médical du CHOG acheminent leurs prélèvements jusqu’à l’hôpital de Cayenne.  

La biologie délocalisée impliquant des automates est en « phase test » sur 5 sites pilotes 

(Saint-Georges, Régina, Cacao, Maripasoula et Grand Santi). La majorité des CDPS 

utilisent des TROD (test rapide d’orientation diagnostic) pour le dépistage du VIH, de 

la dengue, du streptocoque du groupe A. Des tests de diagnostics rapides (TDR) comme 

le TDR paludisme, norovirus, rotavirus sont utilisés quotidiennement dans les CDPS, 

les accréditations selon la norme ISO 15189 sont en cours.  

L’essentiel des demandes de biologie provient via le circuit de transfert sur le CHAR 

ou le CHOG à savoir : 

- Prélèvements par le personnel infirmier du centre selon les recommandations 

du catalogue et manuel de prélèvement des laboratoires ; 

- Acheminement utilisant la logistique mise en place par la coordination des 

CDPS (glacière,….) : délai selon le centre entre quelques heures (trajet routier 

voire avion + route) à quelques jours (pirogue + route) ; 

- Réception, tri, déballage et enregistrement au niveau des laboratoires respectifs.   
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Ces conditions de transport imposées par la configuration géographique et structurelle 

de la Guyane ne sont pas optimales pour l’application de méthodes classiques de 

diagnostic des parasitoses recherchées. C’est pour cela que peu de prélèvements de 

selles sont effectués dans les CDPS et peu de diagnostic de certitude sont posés sur les 

populations des fleuves. « En alternative », des traitements préemptifs sont attribués 

lors de manifestations cliniques pouvant évoquer une étiologie parasitaire sans que le 

diagnostic de certitude ne soit posé. 

Face à la situation épidémiologique et structurelle de la Guyane (voir chapitre II.A.2), 

la mise à disposition d’un outil tel qu’une technique de qPCR multiplex couvrant les 

helminthiases les plus fréquentes de cette région, réalisable à distance du prélèvement, 

semble être une alternative intéressante à proposer dans le cadre des diagnostics des 

infections des parasitoses intestinales. Cet outil permettra aussi l’évaluation dynamique 

de l’épidémiologie de ces parasitoses.  

La validation de la méthode selon la norme ISO 15189 définit la nécessité d’évaluer 

les critères de performances de la méthode : répétabilité, contamination inter-

échantillon, fidélité intermédiaire, limite de détection et reproductibilité inter-

laboratoire afin de valider la technique en portée B dans ce contexte. Cette étude 

s’inscrit dans une étape préliminaire à ce travail de validation de méthode avec une 

validation technique par étude de corrélation entre les résultats au laboratoire du CHAR 

de la microscopie optique et de la qPCR multiplex. Dans cette partie, nous présentons 

la mise en place de la qPCR via une analyse de corrélation avec l’examen classique de 

parasitologie des selles dans le cadre de l’acheminement habituel des prélèvements au 

laboratoire.  
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II. Mise en place de la qPCR multiplexe à visée du 

diagnostic des helminthiases  

 

II.1. Choix de la méthode qPCR 

 

Nous avons utilisé une qPCR multiplex avec les amorces et sondes décrites dans 

l’article de Basuni et al. de 2011 (16). Le choix de cette technique a porté sur ses 

performances techniques avec une sensibilité de 67,3 % et une spécificité de 100 % 

(11,12) et sur son adéquation à répondre à nos besoins, les quatre espèces d’helminthes 

détectées étant les plus fréquemment retrouvées dans la région guyanaise.  

Sa sensibilité a été définie avec une détection de 10 copies pour Ancylostoma 

duodenale, Ascaris lumbricoides et Strongyloides stercoralis et de 10^3 copies pour 

Necator americanus. 

 

II.2. Technique d’extraction 

 

Pour procéder à l’extraction d’ADN des échantillons de selles, nous avons utilisé 

l’automate QIAsymphonySP/AS (Qiagen®) (annexe 4) avec le kit DNA tissue de 

QIAGEN® utilisable pour de grands volumes d’échantillons. Il s’agit d’une technique 

automatisable utilisant le principe des billes magnétiques et présentant un bon 

rendement : il est possible d’extraire un nombre important de selles en un temps très 

court comparativement à la technique d’extraction manuelle Power fecal DNA isolation 

Kit (Mobio®). Celle-ci utilise une technique de purification par membrane de silice 

considérée comme technique de référence. Les caractéristiques respectives de ces deux 

techniques sont résumées dans le tableau 5. 
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Tableau 5 : Comparaison des deux méthodes d’extraction QIASymphony SP/AS 

(Qiagen®) et Power fecal DNA isolation Kil (Mobio®) 

Kit 

commercial 
Fabricant Méthode 

Quantité  

de départ 

Protocole 

automatisé 

Volume 

d’élution 

Temps de 

préparation 

Durée 

d’extraction 

Nombre 

d’échantillons 

par run 

QIASympho

ny SP/AS 
Qiagen® 

Billes 

magnétiques 
0.25 g oui 100µL 

1h pour 24 

échantillons 

90 min  

pour 24  

échantillons 

24-96 

Power fecal 

DNA 

isolation Kit 

Mobio® 
Membrane  

de silice 
0.25 g non (manuel) 100µL 

10 min pour 8 

échantillons 

2 heures  

pour 8 

échantillons 

1-8 

 

 

Prétraitement des échantillons 

 

Ce protocole d’extraction nécessite un pré-traitement manuel préalable permettant une 

lyse mécanique des éléments cellulaires contenus dans les échantillons : œufs, larves et 

adultes de parasites. Après décongélation ou sur selles fraîches, une noisette de selles 

préalablement homogénéisée est transvasée dans un tube de 2mL contenant des billes 

de céramique 1.4mm Rnase/Dnases free. Ce tube est ensuite vortexé pendant une durée 

de 10 minutes. Les échantillons lysés et homogénéisés sont alors centrifugés pendant 

10 minutes à 13 000 rpm. Le surnageant de l’échantillon est isolé à l’aide d’une pipette 

Pasteur et incorporé dans l’automate pour effectuer la phase d’extraction automatisée 

d’une durée de 90 minutes pour un portoir de 24 échantillons. L’ADN purifié ainsi 

obtenu peut être conservé à une température de 2 à 8 °C pendant une durée maximale 

de 5 jours. Le fabricant préconise une température de –20 °C ou de –80°C pour un 

stockage à long terme. 
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Principe de la technique 

 

Le kit d’extraction d’ADN circulant QIAsymphony DNA tissue (QIAGEN) repose sur 

une technologie d’isolement et de purification automatisées de l’ADN grâce à la 

présence de billes magnétiques recouvertes de silice. Les caractéristiques de 

performance n'ont pas été établies pour les selles et doivent être, selon le fabricant, 

validées par l'utilisateur. La technologie à base de particules de silice permet la 

purification des acides nucléiques caractérisée par l’absence de protéines, de nucléases 

et de toute impureté. Les ADNs purifiés récupérés sont prêts à l’emploi pour 

l’amplification.  

 

Figure 18 : schéma du principe d’extraction d’ADN par le QIASymphony (QIAGEN®) 
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Témoin d’extraction IPC 

 

Afin de tester l’absence ou la présence d’inhibiteurs de PCR, nous avons ajouté comme 

contrôle interne l’Exo IPC (TaqMan® Exogenous Internal Positive Control 

(AppliedBiosystems™)) lors de l’amplification de l’ADN. L’Exo IPC consiste en une 

matrice d’ADN unique non retrouvée dans les échantillons testés, celui-ci étant associé 

à une paire d’amorces et une sonde spécifiques ajoutées au mélange réactionnel. 

L’amplification de cette matrice doit présenter des valeurs de Ct similaires dans tous 

les échantillons et contrôles, détectant la présence d’inhibiteurs de PCR dans 

l’échantillon s’il présente un Ct supérieur ou inexistant. Ce contrôle interne permet 

d’évaluer la fiabilité de la quantification d’ADN multiplexé et de prédire le succès de 

la réaction d’amplification. 

 

 

 II.3. Amplification d’ADN par qPCR 

 

Dans ce travail, deux qPCR ont été « désignées » à raison d’une triplex (Ascaris 

lumbricoides, Necator americanus, Ancylostoma duodenale) et d’une 

biplex (Strongyloides stercoralis et Exo IPC). Il est nécessaire d’utiliser donc deux 

PCR pour chaque échantillon, le thermocycleur n’ayant pas un nombre suffisant de 

filtres pour effectuer une lecture sur une pentaplex. La première PCR utilise trois 

fluorochromes différents : TAMRA, CY5 et VIC, le quencher est un fluorochrome non 

fluorescent. L’autre utilise deux fluorochromes : FAM (reporteur) et un quencher non 

fluorescent et le contrôle IPC dont la sonde est marquée en VIC (reporteur)/TAMRA 

(quencher). 

 

Sondes et amorces  

Les amorces reçues déshydratées ont été réhydratées à 100 μM et conservés à -20 °C. 

Les sondes ont été conservées à -20 °C. Les sondes et amorces utilisées sont celles 

décrites par Basuni et al.et montre une spécificité de 100 % (11,12). 
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Les différents paramètres des qPCR sont présentés dans le tableau 6 ci-dessous : 

 

Tableau 6 : Sondes et amorces utilisées pour la qPCR multiplex helminthes. 

 

Cible 
Nom 

oligonucléotide 
Séquences oligonucléotides 

Taille en pb 

(paire de 

bases) 

Gène 

cible 

Ascaris 

lumbricoides 

Alum 96F 
5’-GTA ATA GCA GTC GGC GGT 

TTC TT-3’ 
  

Alum 183R 
5’-GCC CAA CAT GCC ACC TAT 

TC-3 
89 pb ITS1 

Alum 124T 

TAMRA-5’-TTG GCG GAC AAT 

TGC ATG CGA T-3’  

-black hole quencher 2 

  

8S-1530F 
5’-GAA TTC CAA GTA AAC GTA 

AGT CAT TAG C-3’ 
  

Strongyloides 

stercoralis 

Stro18S-1630R 
5’-TGC CTC TGG ATA TTG CTC 

AGT TC-3’ 
101 pb 18S 

Stro18S-1586 
Cy5-5’-ACA CAC CGG CCG TCG 

CTG C-3’ black hole quencher 3 
  

Ancylostoma 

duodenale 

Ad125F 
5’-GAA TGA CAG CAA ACT CGT 

TGT TG-3’ 
  

Ad195R 
5’-ATA CTA GCC ACT GCC GAA 

ACG T-3’ 
71 pb ITS2 

Ad155MGB 
VIC-5’-ATC GTT TAC CGA CTT 

TAG-3’ –nonfluorescent quencher 
  

Necator 

americanus 

Na58F 
5’-CTG TTT GTC GAA CGG TAC 

TTG C-3’ 
  

Na158R 
5’-ATA ACA GCG TGC ACA TGT 

TGC-3’ 
  

Na81MGB 

FAM-5’-CTG TAC TAC GCA TTG 

TAT AC-3’ -non fluorescent 

quencher 

69 pb ITS2 
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Thermocycleur  

 

Nous avons utilisé le thermocycleur Applied Biosystems® 7500 Real-Time PCR 

Systems (AB 7500) distribué par Thermo Fisher Scientific® (annexe 5). Ce 

thermocycleur permet l’analyse simultanée de 96 échantillons. Il comporte un système 

optique constitué d’une lampe au xénon permettant l’excitation des fluorochromes et 

ainsi la détection de la fluorescence. Le programme d’amplification du Thermocycleur 

Applied Biosystems® 7500 Real-Time PCR Systems est résumé dans le tableau 7 : 

 

Tableau 7 : Programme d’amplification du ThermocycleurApplied Biosystems® 7500 

Real-Time PCR Systems. 

 Température Durée Cycle 

L’activation du système 

Uracyl-DNA-glycosylase 

permettant la dégradation 

d’amplicons contaminants 

50 °C 2 min 1 

Dénaturation initiale 95 °C 10 min 1 

Dénaturation 95 °C 15 s 
40 

Hybridation / amplification 60 °C 1 min/kb 

 

Mélange réactionnel  

 

Le volume de chaque réactif est préparé à chaque série, adapté au nombre 

d’échantillons à étudier, témoins positifs et négatifs inclus. Le mélange réactionnel 

comprend les amorces et sondes spécifiques, un kit de Mastermix PCR de 

Thermofisher® contenant les 4 désoxyribonucléotides (A, G, C, U), une Taq 

polymérase, MgCl2, du tampon 2X. Les réactions de qPCR ont été effectuées dans un 

volume final de 50 µl contenant 1×TaqMan® Gene Expression Master Mix avec Uracyl-

DNA-glycosylase (Applied Biosystems™), 0,9 µM de chaque amorce, 0,25 µM de la 

sonde, 10 µl de matrice d'ADN ainsi que 6 µl de TaqMan® Exogenous Internal Positive 

Control (Exo IPC) (Applied Biosystems™). Le volume final dans chaque puits étant de 
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50 µL comprenant 40 de mélange réactionnel et 10 d’ADN (Voir annexe 6 et 7 : 

mélange réactionnel). 

Afin de valider l’amplification, un contrôle négatif a été ajouté à chaque run. Tous les 

échantillons cliniques ont été passés en double (duplicate) afin de s’affranchir de la 

répartition aléatoire des parasites dans les selles, la valeur du Ct retenue étant la 

moyenne des deux réplicats si ceux-ci se trouvent positifs. 
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III. Comparaison des méthodes qPCR versus microscopie 

optique : témoins, échantillons et échantillonnage 

 

III.1. Techniques classiques microscopiques de parasitologie des 

selles  

 

Au laboratoire du CHAR, l’examen parasitologique des selles s’effectue par examen 

direct puis par techniques d’enrichissements : Bailenger pour la recherche des 

protozoaires et des helminthes, technique de Kato-Katz pour la recherche d’œufs 

d’helminthes et technique de Baermann pour la recherche d’anguillule. Ces techniques 

sont développées dans le chapitre A.II.I.1. « Examen microscopique des selles ». 

 

III.2. Echantillons et échantillonnage  

 

 III.2.1. Collecte des échantillons pour étude de corrélation 

 

Les échantillons sélectionnés pour cette étude de comparaison de méthode proviennent 

de selles reçues et analysées au LHUPM du CHAR entre avril 2017 et juillet 2018 ; 

Celles-ci ont été sélectionnées afin d’obtenir un panel d’échantillons représentatifs des 

prélèvements positifs et négatifs englobant ainsi les quatre espèces d’helminthes 

concernées. Les résultats sont obtenus par microscopie optique, technique considérée 

comme gold standard. Ces prélèvements ont suivi le circuit pré-analytique du LHUPM 

avec un conditionnement dans des pots à coproculture (bouchon rouge à large 

ouverture), avec une identification par étiquetage sur les pots accompagnés d’un bon 

de demande identifiant le patient, le service demandeur, le préleveur, le prescripteur et 

l’heure de prélèvement.  
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III.2.1.1 Echantillonnage avec congélation à J0 de l’analyse microscopique 

 

Pour tous ces échantillons, les selles ont été observées au microscope selon les 

techniques état frais, concentration par Bailenger, Kato-Katz et Baermann. Par la suite, 

elles ont été conservées au réfrigérateur (+4 °C) avant d’être aliquotées et congelées en 

fin de journée à -20 °C.  

Nous avons sélectionné 46 échantillons répartis en 43 selles et 3 liquides duodénaux ; 

pour détecter d’éventuelles réactions croisées entre les parasites, nous avons étudié 

différentes coinfections : 

- 23 échantillons positifs pour le genre Ancylostomidae dont quatre coinfections : 

deux avec Strongyloides stercoralis, une avec un protozoaire type Giardia 

intestinalis et une autre avec le nématode Trichuris truchiura. 

- 11 échantillons positifs pour Strongyloides stercoralis dont deux coinfections 

avec ankylostomes, deux coinfections avec le protozoaire Giardia intestinalis 

et une avec Chillomastix mesnii. 

- 2 échantillons positifs pour Ascaris lumbricoides dont une coinfection avec 

Giardia intestinalis. 

- 12 échantillons ne présentant pas d’helminthiase par microscopie : trois 

retrouvant des infections à Giardia intestinalis, deux à Cryptosporidium, un à 

chilomastix mesnii, un à Entamoeba histolytica et cinq échantillons ne 

présentant aucune parasitose intestinale. 
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III.2.1.2. Échantillonnage avec différents temps de congélation 

 

Afin de maîtriser les contraintes dues au délai d’acheminement des prélèvements, nous 

avons effectué une étude sur l’impact du délai de congélation des selles après réception 

sur les résultats en qPCR. Nous avons sélectionné quatre échantillons dont les résultats 

établis par microscopie correspondent aux quatre parasites étudiés. 

Pour chaque échantillon reçu, nous avons aliquoté et congelé à -20 °C les selles le jour 

même (J0), à 24 h (J1), 48 h (J2), 72 h (J3), ainsi qu’à 7 jours (J7) après réception du 

prélèvement. Nous avons réalisé les qPCR sur chaque aliquot.  

 

 

III.2.2 Production de témoins positifs 

 

Les témoins positifs du groupe Ancylostomidés et du parasite Ascaris lumbicoïdes sont 

été obtenu par isolement de vers adultes identifiés sur des critères morphologiques par 

microscopie et présents en quantité abondante dans des liquides duodénaux ou dans des 

selles reçus au laboratoire du CHAR. Ces adultes ont ensuite été cryobroyés à l’aide de 

mortier et pilon en porcelaine résistants aux basses températures de l’azote liquide. 

Dans le cas de Strongyloides stercoralis, une étape de mise en culture des larves 

récoltées dans les selles précède le cryobroyage des adultes. Ces broyats ont ensuite été 

conservés à -20°C. 
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IV. Résultats de l’analyse de corrélation entre les deux techniques. 

 

Sur les 46 échantillons sélectionnés pour de cette corrélation de méthode, nous avons 

obtenu 38 concordances et 8 discordances. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Description de la corrélation de méthode sur les échantillons du laboratoire 

(n=46). 

 

Les douze échantillons ne présentant pas d’helminthes par microscopie sont retrouvés 

négatifs en biologie moléculaire.  

Sur les 34 échantillons positifs sélectionnés par microscopie, nous avons retrouvé 8 

discordances avec la PCR en temps réel :  

- Trois échantillons retrouvant un monoparasitisme à ankylostomes en 

microscopie ont montré des coinfections par qPCR avec présence de 

Strongyloides stercoralis. 

- Trois échantillons retrouvant de rares œufs d’ankylostomes par technique de 

concentration Kato-Katz en microscopie ne sont pas retrouvés positifs par 

qPCR. 

12 négatifs 34 positifs 

12 concordances 

26 

concordances 

exactes 

8 discordances 

4 coinfections non 

retrouvées par 

microscopie 

4 échantillons 

faux négatifs 

par qPCR 

46 échantillons sélectionnés 
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- Un échantillon positif pour Strongyloides stercoralis par technique de 

Baermann (non retrouvé par technique état frais et concentration) est retrouvé 

négatif en qPCR.  

- Sur les six échantillons étudiés présentant une rare quantité d’œufs 

d’ankylostomes au Kato-Katz seulement trois, soit 50%, ont été détectés par 

qPCR. Les résultats retrouvés par microscopie et par qPCR sont décrits dans le 

tableau 8 ci-dessous : 

 

Tableau 8 : Comparaison des résultats des techniques classiques de parasitologie de 

selles et de la qPCR multiplex échantillonnage de 46 selles de patients. 

Parasites 
Microscopie 

(n=46) 

PCR temps réel 

multiplex (n=46) 

 monoparasitisme 

Ankylostomes :   

- Necator americanus 20 11* 

- Ancylostoma duodenale 1 

- Ascaris lumbricoides 2 2 

- Strongyloides stercoralis 10 9* 

 polyparasitisme 

Necator americanus et Ancylostoma duodenale Non défini 2 

Strongyloides stercoralis et Ancylostoma 

duodenale 

1 

 

1 

Strongyloides stercoralis et Necator americanus 3 

Négatif 13 17 

* La qPCR retrouve un nombre inférieur de monoparasitisme à Necator americanus et 

Strongyloides stercoralis car ces échantillons sont détectés polyparasités. 
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On remarque que la qPCR n’a pas détecté de parasites sur quatre échantillons (trois 

pour le groupe Ancylostomidés et un pour Strongyloides stercoralis) soit une survenue 

de 8 % de faux négatifs. De même, la microscopie n’a pas détecté trois échantillons 

positifs à Necator americanus en coinfection avec Strongyloides stercoralis, soit 6 % 

de faux négatifs. Ces résultats montrent une sensibilité de 89,2% et une spécificité de 

100% de la qPCR. 

 

Tableau 9 : nombre d’échantillons retrouvés positifs par parasite en technique 

microscopique et moléculaire sur les échantillons du laboratoire (n=46). 

Parasite 

Nombre 

d’échantillons 

positifs par 

qPCR 

% 

d’échantillons 

positifs par 

qPCR (n=46) 

Nombre 

d’échantillons 

positifs par 

microscopie 

% d’échantillons 

positifs par 

microscopie (n=46) 

Ancylostomidés 18 43 21 48 

Strongyloides 

stercoralis 
13 38 11 24 

Ascaris 

lumbricoides 
2 4 2 4 

 

Il n’existe pas de différence significative entre les résultats retrouvés par qPCR et par 

microscopie (p=0,08). 

 

Polyparasitisme 

Trois cas de polyparasitisme ont été détectés par qPCR :  

- Deux à Strongyloides stercoralis/Necator americanus  

- Un à Strongyloides stercoralis/Ancylostoma duodenale.  

Ces trois échantillons sont retrouvés monoparasités par un Ancylostomidé en 

microscopie malgré l’utilisation de la technique spécifique de Baermann.  

On notera aussi la survenue de deux coinfections aux parasites du groupe 

Ancylostomidés, N. americanus et A. duodenale, non distinguables par microscopie.  
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Les résultats obtenus sur les échantillons du CHAR recueillis dans cette partie sont 

représentées dans la figure 20 ci-dessous : 

       

 

 

 

Figure 20 : Représentation graphique des résultats obtenus par microscopie et qPCR 

sur les échantillons collectés au laboratoire du CHAR (n=46). 

 

La valeur médiane des Ct retrouvés par qPCR pour les échantillons positifs ou négatifs 

par microscopie sont résumés en annexe 8. 
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Délai de congélation des selles  

 

Il s’agit de vérifier l’influence du délai de congélation sur la qPCR. On observe que le 

temps d’attente des échantillons au réfrigérateur avant congélation n’a pas d’influence 

sur la positivité de la qPCR jusqu’à 7 jours, les résultats de Ct étant non 

significativement différents (p=0,98). Les résultats sont décrits dans le tableau 10 ci-

dessous : 

Tableau 10 : Valeurs des Ct sur des échantillons congelés à J0, J1, J2, J3 et J7 Na= 

Necator americanus, Ss=Strongyloides stercoralis, Al=Ascaris lumbricoides, Ad=Ancylostoma 

duodenale 

Valeur de Ct du 

parasite détecté 
J0 J1 J2 J3 J7 

Ad 35,3 35,7 30,7 33,2 35,6 

Na 29,4 30,2 25 37,7 38 

Ss 33,7 33,5 35 32,7 32,9 

Al 35,6 35,4 36,1 33,4 34,2 
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PARTIE C : APPLICATIONS D’UNE PCR MULTIPLEX 

EN TEMPS REEL DES PRINCIPALES 

HELMINTHIASES EN GUYANE FRANÇAISE 

 

Cette partie décrit deux applications de l’usage de la qPCR, ce travail comporte une 

étape préliminaire de validation technique par étude de corrélation puis une évaluation 

de ses performances au travers d’un exemple d’application sur le terrain. 

Secondairement, un traitement des données épidémiologiques récoltées dans le village 

de Trois-Palétuviers situé en Est-Guyanais permettra l’estimation du taux de prévalence 

de ces quatre parasitoses intestinales sur ce territoire. 

 

I. Application de l’usage de la qPCR dans le cadre de 

l’étude HELMINFAG 

 

Ce volet de l’étude s’intéresse à une population ciblée de Guyane : les militaires 

affectés sur des missions de longue durée sur le territoire. Les sujets militaires ont 

amené leurs selles dans les Centre médicaux des armées de Cayenne et Kourou. Ces 

échantillons ont été acheminés jusqu’au CHAR et congelés sur place pour une 

réalisation extemporanée de la qPCR. La corrélation de méthodes a été entreprise sur 

ces échantillons afin de diagnostiquer les parasitoses intestinales dans cette population 

par une autre technique et ainsi de définir la place de celle-ci dans le dépistage de cette 

population. 

 

I.1.  Objectif de l’étude HELMINFAG  

 

L’objectif de cette étude dirigée par le Docteur Pommier de Santi est d’évaluer la 

prévalence et la diversité des parasitoses intestinales chez les militaires français 

déployés en forêt sur des camps d’orpailleurs courant 2015. De plus, elle vise à définir 

la place des techniques de biologie moléculaire dans la stratégie de diagnostic de ces 

parasitoses.  
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Il s’agit d’une étude observationnelle transversale multicentrique visant à mesurer la 

prévalence réelle des hyperéosinophilies sanguines chez ces militaires en séjour de 

longue durée. 

Nous avons effectué une analyse de corrélation entre les résultats obtenus par 

techniques microscopiques au laboratoire du CHAR et les résultats de la qPCR sur ces 

échantillons.  

 

I.2.  Matériel et méthodes   

 

Les critères d’inclusion des sujets dans l’étude HELMINFAG sont d’être militaire, 

homme ou femme majeur, affecté en séjour de longue durée en Guyane. Les 

participants à l’étude doivent être affectés à un des 2 régiments suivant : 9ème RIMa ou 

3ème REI, appartenir à une unité élémentaire constituée, compagnie ou section de 

combat, être déployé en forêt profonde ou sur les fleuves pendant le séjour en Guyane 

et être volontaire pour participer à l’étude.  

Pour les 210 militaires concernés, les prélèvements ont été effectués dans les centres 

médicaux des armées : une numération de formule sanguine, un dosage des IgE totales, 

un examen parasitologique des selles (examen direct et concentration pour recherche 

d’œufs, kystes, parasites) et dans un second temps une étude moléculaire des 

échantillons par qPCR afin d’effectuer une corrélation des deux techniques. L’inclusion 

des sujets s’est effectuée sur 15 jours. 

 

I.3.  Résultats de la qPCR dans la cadre d’HELMINF AG 

 

Nous avons retenu 182 échantillons présents en quantité suffisante pour effectuer une 

qPCR et 164 pour une comparaison des deux techniques (état frais et technique de 

concentration par microscopie). 

Sur les 164 échantillons, la qPCR a détecté 22 échantillons positifs à Necator 

americanus dont 16 échantillons non diagnostiqués par microscopie. La microscopie a 

détecté neuf échantillons positifs aux parasites du groupe Ancylostomidés dont trois 
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non retrouvés par qPCR. La microscopie comme la biologie moléculaire retrouve 

Necator americanus comme seul helminthe dans cette étude. La microscopie a 

diagnostiqué un cas de giardiose et cinq prélèvements présentant des kystes de 

E.histolytica/dispar. 

 

Au total, on considère donc 25 cas d’infection à Necator americanus sur les 164 

échantillons étudiés. 

 

Figure 21 : Description de la corrélation de méthode sur les échantillons de l’étude 

HELMINFAG (n=164). 

 

Tableau 11 : nombre d’échantillons retrouvés positifs pour Necator americanus en 

technique microscopique et moléculaire. 

Parasite 

Nombre 

d’échantillons 

positifs par 

qPCR 

% 

d’échantillons 

positifs par 

qPCR 

(n=164) 

Nombre 

d’échantillons 

positifs par 

microscopie 

% 

d’échantillons 

positifs par 

microscopie 

(n=164) 

Necatoramericanus 22 13 6 3,6 
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On observe que la proportion détectée par qPCR est significativement supérieure à la 

proportion obtenue par microscopie dans cette étude (p=1,5.10 -3) : la qPCR détecte 

trois fois plus de N.americanus que le gold standard. La sensibilité calculée pour ce 

parasite est de 89,2 %. L’étude de cet échantillonnage nous a permis de confirmer les 

résultats microscopiques montrant l’ankylostome comme seul helminthe présent dans 

cette population mais aussi l’absence de polyparasitisme dans les échantillons. Les 

valeurs médianes obtenues des Ct sont décrits en annexe 9. 

 

 

II. Application dans le cadre de l’étude de Trois-Palétuviers 

 

II.1. Contexte de l’étude PALUSTOP 

 

Le projet PALUSTOP est un projet de recherche appliquée pour lutter contre l’épidémie 

de paludisme dans la zone de l’Oyapoque, dont le coordinateur est Emilie Mosnier.  

Ce projet de dépistage et d’évaluation de la prévalence des accès palustres dans la 

commune de Saint-Georges de l’Oyapoque a vu le jour en 2017 ; L’analyse des données 

obtenues lors de cette première mission de terrain souligne un taux d’hyperéosinophilie 

non négligeable chez les habitants du village de Trois-Palétuviers : 66,1 % des habitants 

avaient un taux d’éosinophiles supérieur à 0,5 G/L (n=127).  

Ces résultats ont conduit à mener en collaboration avec le LHUPM une étude de terrain 

dans le village de Trois-Palétuviers permettant d’évaluer la prévalence des parasitoses 

intestinales dans ce village. Ce projet s’intègre dans le plan coordonné de lutte contre 

les parasitoses digestives qui vise à définir une cartographie des parasitoses intestinales 

en Guyane française et à proposer des moyens et outils de lutte à l’échelle 

thérapeutique, socio-culturel, structuro-économique contre ces parasitoses.  
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Figure 22 : Localisation du village de Trois-Palétuviers. 

 

Ce troisième volet de l’étude a permis de comparer nos deux techniques et d’appliquer 

notre outil qPCR dans le contexte particulier des zones isolées de Guyane dans des 

conditions d’acheminement non conventionnelles.  
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II.2. Matériel et méthodes  

 

 

Objectifs de l’étude  : Le but principal de cette mission est d’établir une prévalence 

instantanée initiale des parasitoses intestinales dans ce village dans l’optique d’un suivi 

au décours d’un traitement de déparasitage de masse. 

 

Problématiques soulevées  : la situation géographique du village de Trois-

Palétuviers ne permet pas l’acheminement conventionnel des selles vers le LHUPM du 

CHAR. Les prélèvements doivent être acheminés jusqu’à l’hôpital de Cayenne par 

pirogue puis par voiture dans des glacières, la durée du voyage étant estimée à 7 heures 

de route. Même congelés initialement, la faisabilité et les contraintes techniques restent 

majeures.  

Afin d’obtenir une prévalence des parasitoses intestinales dans cette population située 

en zone reculée de Guyane, nous avons décidé de monter un « mini-laboratoire » de 

diagnostic de parasitologie des selles sur site permettant un rendu immédiat des 

résultats de l’examen direct et du Kato-Katz avec une confirmation secondaire par la 

technique de qPCR multiplex au laboratoire du CHAR. Les résultats secondaires sont 

communiqués à l’équipe PALUSTOP pour traiter la population lors d’une de leurs 

missions.  

 

Site de l’étude  : le village de Trois-Palétuviers recense 186 habitants et appartient 

à la commune de Saint-Georges de l’Oyapoque à l’est de la Guyane. Les conditions 

d’aménagement du territoire et de sanitation sont préoccupantes à l’échelle du village 

avec captation des nappes phréatiques sur les mêmes zones que l’évacuation des eaux 

usées comme nous avons pu le constater en nous rendant sur place. Il n’y a pas de fosse 

septique, pas de traitement de l’eau entraînant un important péril fécal (9). 
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Cette mission de terrain a été organisée par le LHUPM en collaboration étroite avec les 

organisateurs du projet PALUSTOP. Il a été jugé pertinent de coupler les deux 

missions, permettant la mise à disposition d’une équipe de médiateurs culturels ainsi 

que le local de l’Office National des Forêts (ONF) situé dans le village de Trois-

Palétuviers. 

 

Déroulement de la mission  : la durée de la mission était de quatre jours en équipe 

polydisciplinaire réduite afin de procéder à la collecte des selles suivie de leur analyse. 

L’équipe comprenait un médecin infectiologue, deux infirmiers, quatre médiateurs 

locaux et trois internes de biologie médicale. La reconstitution d’un laboratoire sur 

place a nécessité le transport de deux microscopes optiques, de réactifs et 

consommables permettant la réalisation d’un examen direct et d’une technique de Kato-

Katz. Les conditions logistiques ne nous ont pas permis de réaliser de Baermann.  

 

Collecte des échantillons de selles  : la collecte des selles s’est effectuée de 

façon exhaustive après explication par les médiateurs culturels du projet par passage au 

« porte-à-porte ». Chaque famille voulant participer à l’étude a bénéficié d’un entretien 

personnalisé entre l’équipe médicale et le chef de famille permettant l’explication du 

projet et la délivrance de pots de selles pré-étiquetés pour chaque membre du foyer.  Le 

recueil a été aléatoire, chaque membre des familles ramenant individuellement les pots. 

Nous avons bénéficié de la forte adhésion de la population au projet PALUSTOP. Ce 

projet de dépistage et d’évaluation de la prévalence des accès palustres dans la 

commune de Saint-Georges de l’Oyapoque s’est déroulé sur 19 mois et les inclusions 

ont commencé en octobre 2017. Le taux de réponse à l’étude de 2017 a été 

particulièrement important à Trois-Palétuviers où l’on note plus de 70 % de 

participation. 

La notion de résidence permanente des personnes depuis au moins six mois, quelque 

soit leur sexe était le critère d’inclusion à l’étude. Le refus de la personne à participer à 

l’étude ou l’absence à son domicile au moment du passage des enquêteurs ont constitué 

les critères d’exclusion. 
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Chaque participant à l’étude a été anonymisé afin de créer une base de données. Un 

point GPS a été pris pour chaque foyer afin d’obtenir une répartition géographique des 

différents patients atteints de parasitose digestive. 

Le versant épidémiologique de ce travail comprend l’estimation du nombre total de cas 

d’helminthiases recensés dans le village de Trois-Palétuviers : nous avons décidé de 

considérer tous les patients ayant bénéficié d’au moins une qPCR positive et/ou d’un 

examen direct et/ou d’un Kato-Katz positif pour établir la prévalence des helminthiases 

digestives dans ce village. 

 

Conservation des échantillons  : Les selles ont été conservées à température 

ambiante pendant maximum 3 heures avant d’être congelées sur place puis transportés 

par pirogue dans des glacières. 

 

II.3. Résultats 

 

Collecte des échantillons  : nous avons recueilli 149 échantillons de selles dans le 

village de Trois-Palétuviers : 

142 échantillons ont bénéficié d’un examen microscopique comprenant au minimum 

un état frais, 91 échantillons ont bénéficié d’un état frais et d’une technique de 

concentration type Kato-Katz. Cette technique de concentration n’a pu être appliquée 

pour 39 échantillons en raison du manque de matériel sur place. 

- 138 échantillons ont bénéficié d’une qPCR au laboratoire de Cayenne. 

- 8 échantillons n’ont pu bénéficier que d’une qPCR, les selles ayant été amenées 

trop tardivement par les patients pour procéder à une analyse microscopique sur 

place ; celles-ci ont donc été congelées directement afin de réaliser la qPCR de 

façon extemporanée. 
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La comparaison de méthode s’est donc effectuée sur 91 échantillons (échantillons ayant 

bénéficié d’un examen direct ainsi que d’une technique de concentration par 

microscopie puis d’une qPCR). 

Sur les 91 échantillons retenus, nous avons identifié 67 échantillons présentant une 

concordance exacte et 23 échantillons présentant des discordances décrites selon la 

figure 23 : 

 

Figure 23 : Echantillons retenus pour la corrélation de méthodes chez les échantillons 

de Trois palétuviers. 

 

Sur ces 23 discordances, 18 présentaient au moins un parasite non détecté par 

microscopie et détecté par qPCR : 4 se sont révélés positifs pour Ascaris lumbricoides, 

4 pour le parasite Strongyloides stercoralis et 10 pour le groupe des ancylostomidés (5 

pour Necator americanus et 5 pour Ancyostoma duodenale).  

Sur ces 10 échantillons du groupe ancylostomidés, la microscopie n’a détecté que les 

œufs d’Ascaris lumbricoides alors que la qPCR retrouve une coinfection. 

En revanche, sur 5 échantillons, nous avons constaté une absence de détection de 

parasite par qPCR, soit 4 échantillons positifs par microscopie pour Ascaris 
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lumbricoides (dont un présentant une coinfection avec Ancylostoma duodenale, celle-

ci détectée par qPCR) et un pour le parasite Strongyloides stercoralis. 

Le tableau 12 montre la comparaison des résultats par microscopie et par qPCR 

respectivement pour les 91 échantillons de Trois-Palétuviers. 

 

Tableau 12 : Résultats obtenus par les deux techniques (microscopie et qPCR)des 

échantillons de Trois-Palétuviers (n=91). 

Parasites 
Microscopie 

(n=91) 

PCR temps réel 

multiplex (n=91) 

 monoparasitisme 

Ankylostomes :   

Necator americanus 
2 

3 

Ancylostoma duodenale 1 

Ascaris lumbricoides 40 33* 

Strongyloides stercoralis 0 0 

 polyparasitisme 

Ascaris lumbricoides et Ancylostoma duodenale 

 

9 

4 

Ascaris lumbricoides et Necator americanus 8 

Ascaris lumbricoides et Necator americanus et 

ancylostoma duodenale 
1 

Ascaris lumbricoides et Strongyloides stercoralis 0 1 

Ascaris lumbricoides et Necator americanus et 

Strongyloides stercoralis 
0 2 

Strongyloides et Ancylostoma duodenale  

1 

1 

Strongyloides stercoralis et Necator americanus 1 

Négatif 39 34 

*Le nombre inférieur de monoparasitisme à Ascaris lumbricoides par qPCR 

s’explique par une détection de ces échantillons dans la section « polyparasitisme ». 

 

 

Le récapitulatif du nombre d’échantillons retrouvés positifs par parasite par qPCR et 

par microscopie se trouve dans le tableau 13 ci-dessous. 
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Tableau 13 : Nombre d’échantillons retrouvés positifs par microscopie et par qPCR par 

parasite pour les échantillons de Trois-Palétuviers (n=91). 

Parasite 

Nombre 

d’échantillons 

positifs par 

qPCR 

% 

d’échantillons 

positifs par 

qPCR (n=91) 

Nombre 

d’échantillons 

positifs par 

microscopie 

% 

d’échantillons 

positifs par 

microscopie 

(n=91) 

Ancylostomidés 23 25 12 13 

Strongyloidesstercoralis 5 6 2 2 

Ascaris lumbricoides 49 54 49 53 

 

Le taux de détection total entre la microscopie et la qPCR multiplex est 

significativement plus importante pour la qPCR (p=0,008). La valeur médiane des Ct 

trouvés par qPCR pour les échantillons positifs ou négatifs par microscopie sont 

résumés en annexe 10. 

 

 

Figure 24 : Représentation graphique du nombre d’échantillons retrouvés positifs par 

les deux techniques par parasite. 

77

49

23

5

62

48

12

2

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

Toutes helminthiases Ascaris lumbricoides Ancylostomidés Strongyloides stercoralis

Nombre de parasites retrouvé par qPCR et par 

microscopie

qPCR Microscopie



 

89 
 

On observe dans cette étude que la qPCR a une détection 1,2 fois supérieure (77/62) à 

la microscopie pour tous les helminthes. La détection est 2 fois supérieure (23/12) pour 

le groupe Ancylostomidés et 2,5 fois supérieure (5/2) pour Strongyloides stercoralis. 

Dans le cas de Strongyloides stercoralis, la détection microscopique est sous estimée 

par l’absence de technique de Baermann. 

 

Polyparasitisme 

On observe 42 cas de monoparasitisme par microscopie et 36 cas en qPCR car celle-ci 

est plus performante dans la détection de polyparasitisme.Le nombre de 

polyparasitisme retrouvé par qPCR est 1,8 fois supérieur à celui de la microscopie (18 

cas de polyparasitisme par qPCR vs 10 pour la microscopie). 

La figure 23 ci-après met en évidence les résultats obtenus par microscopie et par qPCR 

des polyparasitismes sur les échantillons de Trois-Palétuviers. 
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Figure 25 : Représentation graphique des résultats obtenus par microscopie et qPCR 

sur les échantillons de Trois-Palétuviers (n=91). 
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Figure 26 : Représentation graphique du nombre de mono/bi/tri/parasitisme retrouvés 

par microscopie et qPCR dans les échantillons de Trois-Palétuviers (n=91). 

 

Analyse épidémiologique des cas recensés sur le village de Trois-Palétuviers 

Au total, 149 patients ont été prélevés soit 80,1 % de la population totale de Trois-

Palétuviers. L’âge des patients ayant participé à l’étude varie de 1 à 72 ans avec une 

moyenne d’âge de 17,7 ans [15,0-20,4] et un sexe ratio (M/F) de 1,36.  

Nous obtenons une prévalence de 60,4 % (90/149) d’helminthiases, soit 90 patients 

présentant une contamination par au moins un helminthe. La répartition de ces 

infections est décrite dans la figure 27 ci-dessous :   
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Figure 27 : Répartition des cas de parasitoses intestinales dans le village de Trois-Palétuviers.  
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La répartition des cas diagnostiqués des 149 patients ayant participés à l’étude de Trois-

palétuviers est détaillée en annexe 11. 

Sur les 149 patients prélevés, 83 (55,7%) présentent une infection à Ascaris 

lumbricoides dont 33 coinfections : 23 (69,6%) avec le groupe des Ancylostomidés 

(Necator americanus et Ancylostoma duodenale), 1 (3,0%) avec Strongyloides 

stercoralis, 2 (6,0%) avec Giardia intestinalis, 3 (9,0%) avec Hymnolepis Nana, 4 

(12,1%) présentent un tri parasitisme avec Strongyloides stercoralis et un des parasites 

du groupe des Ancylostomidés. 

Trente-trois patients (22,6%) présentent une infection par un parasite du groupe des 

Ancylostomidés dont 18 par Ancylostoma duodenale, majoritaire vis-à-vis de Necator 

americanus. Sur ces 33 patients, 29 (87,8 %) présentent des coinfections. 

Six patients (4,0 %) sont infectés par Strongyloides stercoralis. On peut cependant 

considérer que ce parasite a été sous-estimé dans cette étude compte-tenu de l’absence 

de la technique de Baermann. 

Un polyparasitisme est retrouvé chez 36 patients ce qui représente 24,2 % de la 

population étudiée ou 40% des patients souffrant de parasitose intestinale. 

 

 

Figure 28 : Répartition des cas de parasitoses intestinales en fonction de l’âge dans la 

population de Trois-Palétuviers. 
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Les parasitoses intestinales touchent d’avantage les hommes (p=0,017) et les enfants 

de plus de cinq ans (p= 0,03) mais la pratique de la chasse et la pêche ne semble pas 

influer sur le portage de parasitose intestinale (p=0,919). Enfin, les patients ayant eu 

accès à un traitement antiparasitaire lors des six derniers mois sont significativement 

moins parasités que les patients n’en ayant pas eu (p=0,028) (données récentes 

PALUSTOP E.mosnier). La proportion de patients présentant une hyperéosinophilie 

(>5G/L) lors de la première mission réalisée par PALUSTOP en 2017 se trouve 

significativement plus importante chez les patients parasités lors de notre 

mission (p=0,007).  

 

Répartition géographique des parasites dans le village de Trois-Palétuviers : 

Les données microbiologiques récoltées ont permis d’élaborer une représentation 

cartographique des familles atteintes selon les parasites retrouvés, le critère de positivité 

étant défini tel qu’au moins un membre d’une famille soit infecté par au moins un 

parasite. La répartition géographique des parasitoses retrouvées au sein du village de 

Trois-Palétuviers est décrite selon les figures 29, 30, 31, 32, 33 suivantes :  

 

 

Figure 29 : Répartition géographique globale des patients parasités dans le village de 

Trois-Palétuviers. 
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Figure 30 : Répartition géographique des patients parasités par Necator americanus 

ou Ancylostoma duodenale dans le village de Trois-Palétuviers. 

 

 

Figure 31 : Répartition géographique des patients parasités par Giardia intestinalis dans 

le village de Trois-Palétuviers. 
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Figure 32 : Répartition géographique des patients parasités par Ascaris lumbricoides 

dans le village de Trois-Palétuviers. 

 

 

Figure 33 : Répartition géographique des patients parasités par Hymenolepis Nana dans 

le village de Trois-Palétuviers. 
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On observe une répartition homogène des différents parasites avec une absence de foyer 

de parasites dans le village expliquée par les habitudes de vie de ses habitants : la 

marche pieds nus est usuelle et la population fréquente les mêmes points d’eau. 

L’absence de bétonnage de certaines fontaines crée un environnement propice au 

développement des parasites dans les sols par formation de boue sous les robinets. Ce 

village n’a pas accès à l’eau courante par robinet individuel, chaque habitant utilise ces 

fontaines communes pour tout type d’utilisation (vaisselle, remplissage de bouteille, 

toilette des bébés,…). Une prise en charge globale de l’aménagement du territoire et 

des infrastructures est nécessaire pour ralentir la prolifération des parasites dans les 

sols. 
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Discussion et perspectives 

 

Comme dans un grand nombre de régions impliquant les populations isolées dont les 

conditions sanitaires et sociales sont précaires (1,18), les parasitoses intestinales 

constituent un problème majeur de santé publique en Guyane (8,9). Pour autant, leur 

diagnostic reste difficile et du fait des caractéristiques cliniques peu spécifiques des 

parasitoses intestinales (18), le traitement pré-emptif en cas de signes compatibles 

(hyperéosinophilie, diarrhées et douleurs abdominales en contexte endémique) ou 

chimio-préventif est largement pratiqué.  

L’isolement géographique de certaines zones endémiques limite le diagnostic 

parasitologique optimal des selles du fait de leur acheminement jusqu’au laboratoire du 

CHAR, qui peut passer par plusieurs modes de transport (route, aérien, pirogue). En 

effet, les recommandations pré-analytiques de l’examen parasitologique des selles 

(EPS) imposent des selles fraîches notamment pour le diagnostic des amibiases et de 

l’anguillulose (87). Comme pour les autres sous-spécialités en microbiologie, la qPCR 

est de plus en plus utilisée dans les laboratoires, grâce à son extraction automatisée et 

l’amélioration des performances des automates (77,88). La parasitologie qui jusque-là 

était une spécialité très manuelle amorce cette tendance. Notre étude qui visait à tester 

une qPCR multiplex « maison » sur les 4 principaux helminthiases  retrouvée en 

Guyane française confirme les données de la littérature : la qPCR de part sa meilleure 

sensibilité et spécificité par rapport aux techniques classiques permet de contourner les 

limites de conservation, les difficultés d’acheminement de selles fraîches, les erreurs 

opérateur-dépendantes et permet aussi de faire face à la diminution du nombre de 

personnels compétents à la lecture microscopique de selles dans le domaine de la 

Parasitologie (16). Cet outil diagnostic, reconnu comme très sensible et spécifique dans 

la littérature est de même largement utilisé pour la réalisation d’études 

épidémiologiques à grande échelle (16,63,77,81).  

Au terme de ce travail, l’évaluation des critères de sensibilité, spécificité, de corrélation 

devrait permettre de proposer cet outil comme alternative possible à l’EPS contournant 

la difficulté de l’état frais ou non de la selle.  
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Par ailleurs, en détectant les principaux helminthes présents sur le territoire grâce à la 

qPCR, une évaluation précise de la prévalence et de l’incidence des helminthiases 

permettra dans le cadre du plan de lutte contre les parasitoses digestives initiées en 2019 

par l’ARS-GUYANE (89) de conforter les arguments du traitement de masse et de 

suivre l’efficacité des traitements auprès des habitants de Guyane selon les 

recommandations de l’OMS (37).  

Le premier volet de notre étude sur les échantillons du CHAR (n=46) nous a permis de 

confirmer les résultats obtenus par microscopie et d’évaluer la performance de l’outil 

qPCR sur des échantillons acheminés de manière conventionnelle au laboratoire. La 

sélection d’échantillons présentant différents types de coinfections montre une 

efficacité comparable des deux techniques (p=0,08) avec une sensibilité de la qPCR de 

89,2% et une spécificité de 100 %.  

Le second volet de cette étude sur les échantillons des militaires du projet 

HELMINFAG nous a permis de confirmer la présence prédominante du parasite 

Necator americanus (15,6%) en accord avec la microscopie avec une détection 3,6 fois 

(22/6) plus importante par qPCR (p=1,5.10 -3). La présence majoritaire de ce parasite 

sur les populations fréquentant les camps d’orpaillage illégaux (militaires comme 

orpailleurs) a été mis en évidence dans différentes études : l’étude de 2013 menée par 

E.mosnier sur l’épidémie de diarrhée aigüe chez les orpailleurs illégaux des Eaux 

claires constate le même phénomène avec 8 cas d’ankylostomiase chez les 12 patients 

hospitalisés au CHAR, de même pour les précédentes études réalisées en 2011 et 2013 

chez les militaires ayant séjourné sur les camps d’orpaillage illégaux (35,40). La 

prédominance de ce parasite dans ce contexte guyanais ne s’explique pas et nécessite 

des explorations supplémentaires. La promiscuité,  l’hygiène précaire et l’absence de 

latrines sur ces camps peuvent expliquer la multiplication parasitaire des ankylostomes 

dans les sols (90). Au terme de cette étude, un logigramme décisionnel devrait être 

proposé  

Le troisième volet étudie la faisabilité et la pertinence de l’application de cet outil en 

zone reculée avec une méthodologie semblable aux autres études dans les zones de forte 

endémie telle que l’étude de Easton et al. 2016 réalisée dans quatre villages au Kenya 

(77). La prévalence des parasitoses intestinales s’élève à 60,4% dans la population 

testée soit 48,4 % sur la population totale du village, le taux de participation de la 

population de Trois-Palétuviers à cette étude étant de 80,1%. Une représentation 
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cartographique des différents cas recensés a été réalisé permettant ainsi de proposer une 

analyse en rapport avec d’éventuels facteurs de risque géographiques et 

environnementaux. L’analyse de ce volet est en cours d’étude. Jusqu’alors, les données 

épidémiologiques des helminthiases digestives en Est Guyanais n’avaient été obtenues 

que dans les villes de Camopi et Trois-Sauts (36). Les résultats de corrélation sur cette 

première étude prospective dans le village de Trois-Palétuviers montrent que cet outil 

est performant dans les zones de fortes endémies avec une détection significativement 

supérieure à la microscopie concernant la détection du polyparasitisme (p=0,01), 

résultats similaires à ceux de la littérature (13,81). 

Nos résultats obtenus à Trois-Palétuviers sont en accords avec les précédentes études 

réalisées en Guyane : les hommes se trouvent plus parasités que les femmes (p= 0,017) 

(15) bien que la chasse et la pêche ne semblent pas influer sur le portage de parasitoses 

intestinales (p=0,919) (données récentes étude PALUSTOP, E.Mosnier). Cependant, 

nos résultats retrouvent l’Ascaris comme principal parasite (83%) dans ce village alors 

que les études réalisées à Camopi, Trois-Sauts et Antecum-Pata montrent 

l’ankylostome majoritaire. On remarquera toutefois que les périodes d’études sont 

complètement différentes avec un différentiel de plus de 10 ans, ce qui peut expliquer 

une différence dans les écosystèmes en rapport avec les conditions climatiques et 

humaines. Dans la littérature, seul le village d’Assis-Loca présente une prévalence de 

l’Ascaris lumbricoides supérieure aux parasites du groupe des ancylostomidés (35,36) 

(voir figure 4). 

Les résultats globaux obtenus par notre étude de corrélation (n=301) pointent une 

détection supérieure des parasites par qPCR : 43,9 % (132/301) des échantillons sont 

positifs par qPCR pour 33,9 % (102/301) des échantillons par microscopie (p=0,01).  

Pour chaque parasite la proportion de dépistage par qPCR est supérieure ou égale à la 

détection par microscopie, soit 1,6 fois (63/39) supérieure pour le groupe des 

Ancylostomidés (p=0,01), 1,3 fois (18/13) supérieure pour Strongyloides stercoralis 

(p=0,35) et égal pour Ascaris lumbricoides. Pour Ascaris lumbricoides, ces résultats 

s’expliquent par l’identification plus facile des œufs du parasite en microscopie grâce 

à leur nombre très important dans les selles des patients parasités (85). Meurs et al. 

avaient déjà souligné en 2017 cette absence de différence  dans l’étude comparative des 

deux techniques pour ce parasite (91). Pour Strongyloides stercoralis, un nombre trop 
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faible d’échantillons positifs peut être une cause du manque de puissance de l’étude 

pour ce parasite. 

Dans notre étude, les sensibilités calculées de la qPCR sont de 92,7 % pour Ascaris 

lumbricoides, 91,3 % pour le groupe des Ankylostomidés et 90% pour Strongyloides 

stercoralis avec une spécificité est de 100%. Ces paramètres concordent avec ceux de 

la littérature. Nous avons représenté les différentes études réalisées dans ce cadre et 

relativement similaires à notre étude. Les résultats sont présentés dans le Tableau 14.  

 

Tableau 14 : Liste non exhaustive des études comparatives de sensibilité entre 

microscopie et qPCR publiées dans la littérature. 

 

Référence 

bibliographique 

Pays 

Population 
Parasite 

Sensibilité 

qPCR 

Sensibilité 

microscopie 

Techniques 

microscopiques 

 

Arndt et al  

2013 (87) 

Kenya : 

Patients HIV + 

hospitalisés 

N=153 

A.lumbricoides 85,7% 71,4% Technique KK, 

formol-éther, état 

frais 

1 selles/patient 

Ancylostomidés 96,9% 31,4% 

S. stercoralis 83,3% 16,7% 

Easton et al  

2016 (76) 

Kenya : étude de 

terrain sur 

population  

de 4 villages 

N= 786 

A.lumbricoides 98% 70% 

Technique KK 

2 selles/ patient Ancylostomidés 98% 32% 

Cools et al  

2019 (91) 

Ecoliers : 

Ethiopie, 

Tanzanie, Laos, 

Brésil 

Ancylostomidés 

A.lumbricoides 

90% 

91,9% 

73% 

72,6% 
Technique KK 

(x2) 

1 selles/patient    

      

 

La survenue de faux négatifs par qPCR est de 4 % (12/301), proportion attendue et 

concordante avec les données de la littérature : 1,8 % (Llewellyn et al. 2016), 10% 

(Meurs et al. 2017) et 12 % (Sanprasert et al. 2019)  (13,91,93). Dans notre étude, cette 

proportion est 3 fois plus importante pour la microscopie, confirmant l’efficacité 

supérieure de la qPCR (12,75). Ces variations observées peuvent être expliquées par 

les différences mineures des techniques utilisées (pré-traitement, extraction ou cycle 

PCR) entraînant des diminutions de performance. La mauvaise homogénéisation du 

prélèvement avec la dispersion des parasites dans des selles non moulées peut aussi 

expliquer la survenue de ces faux-négatifs (14,87,93).  
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Cette étude souligne la performance de la qPCR pour la détection des quatre espèces 

d’helminthes les plus fréquentes en Guyane. Une limite de l’étude a consité en la 

sélection non aléatoire des échantillons au laboratoire du CHAR lors de la première 

étape de corrélation de méthode. Une sélection des échantillons « tout venant » aurait 

permis une représentativité de l’échantillonnage et donc d’être en cohérence avec son 

application dans le contexte de terrain de zones isolées. Ce travail pourrait être complété 

par une corrélation de méthode sur un nombre plus important d’échantillons reçus au 

CHAR.  

L’autre limite de cette étude est la probable sous-estimation des résultats des EPS : nous 

n’avons pu obtenir trois échantillons selles pour un même patient comme préconisé 

pour un examen microscopique optimal, ce critère étant difficile à remplir dans les 

conditions de la Guyane. A Trois-Palétuviers nous n’avons pas eu recours à la technique 

spécifique de Baermann par souci logistique, ce qui sous-estime le diagnostic 

microscopique de l’anguillulose dans cette étude (20). Une analyse de la corrélation 

entre un unique résultat PCR versus les résultats de 3 examens de selles par patient 

permettrait de mieux ajuster le degré de sensibilité et de proposer un logigramme 

décisionnel en tenant compte de cette donnée. 

 Il aurait été intéressant d’étudier l’imputabilité des helminthes dans les 

hyperéosinophilies retrouvées chez les habitants de Trois-Palétuviers. Pour rappel, les 

données d’éosinophilies montrant la présence significative d’hyperéosinophlie 

(>0,5G/L) chez les patients parasités (p=0,007) étaient des données collectées lors de 

la première mission de PALUSTOP à Trois-Palétuviers de 2017. Sans démonstration 

aucune, il est à noter une corrélation entre cette forte hyperéosinophilie et la forte 

prévalence d’helminthes.  

Notre outil qPCR ne permet pas le diagnostic d’autres parasitoses tels que le protozoaire 

Giardia intestinalis, troisième parasite le plus fréquent lors de l’étude des échantillons 

du CHAR entre 2011 et 2016 après les parasites du groupe des Ancylostomidés et S. 

stercoralis (15). Il en est de même, pour le parasite Trichuris trichiura retrouvé en petite 

proportion dans les études menées sur le terrain à Assis-Loca (7,7 %) et Trois-Sauts 

(1,8 %) (15,36). L’utilisation de tests de diagnostic rapide (TDR) pour les protozoaires 

comme ImmunoCard STAT de Meridian Bioscience® détectant Giardia intestinalis, 

Entamoeba histolytica et Cryptosporidium sp. serait adaptée aux études de terrain et 
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complèterait notre panel de diagnostic. L’utilisation de TDR ou d’une autre qPCR 

multiplex n’a pas été entrepris dans cette étude.  

Une étude de corrélation entre la quantité d’œufs par comptage microscopique et la 

valeur des Ct aurait permis de positionner l’outil PCR dans le suivi post-thérapeutique, 

le dépistage des rechutes et les résistances au traitement (49,85), ce qui n’a pas été mis 

en place dans notre étude. De même, l’étape d’extraction étant primordiale pour 

l’utilisation de la qPCR, une comparaison des performances de différentes techniques 

d’extraction doit être envisagé pour améliorer cette étude (94). La validation de notre 

méthode selon la norme ISO 1589 nécessite l’évaluation des critères de performance 

de la méthode : répétabilité, contamination inter-échantillon, fidélité intermédiaire, 

limite de détection et reproductibilité inter-laboratoire que nous devrons mettre en place 

au laboratoire du CHAR. Enfin, la qPCR dans le diagnostic des helminthiases n’est pas 

standardisée, et si l’utilisation de contrôles internes positifs et négatifs à chaque run de 

qPCR participent au processus de contrôle de la qualité de la technique et sont 

disponibles dans le commerce, un système de contrôle objectif par une évaluation 

externe de qualité (EEQ) fait actuellement défaut ; une étude menée par Cools et al. 

2017 a permis de mettre au point ce type de contrôle toujours au stade de recherche 

(95).  

Dans le cadre de la Guyane, notre outil qPCR trouve son intérêt dans la distinction des 

deux espèces d’ankylostomes qui est impossible par simple observation des œufs par 

microscopie. Ces données permettent de mieux apprécier la répartition de ce groupe de 

parasites sur le territoire et d’appréhender les implications cliniques spécifiques à ces 

deux espèces, par exemple Ancylostoma duodenale provoque des anémies deux à 10 

fois plus importante que Necator americanus (96) ; on observe d’ailleurs dans notre 

étude une proportion plus importante d’infection par Ancylostoma duodenale. A 

contrario, une étude menée en 1994 par Jozefzoon et al. au Suriname montre l’absence 

de ce parasite sur les 804 échantillons testés alors qu’une prévalence de 40% était 

observée pour le parasite Necator americanus (7).  

L’OMS considère que les résultats des études de prévalence d’une zone peuvent être 

étendus à toute les zones écologiquement homogènes sur un même territoire. (voir 

définition annexe 12) (37). Cependant, nos résultats montrent que la répartition des 

parasites intestinaux varie selon les territoires d’étude en Guyane comme le montrent 
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nos données et celles de la littérature (figure 4). L’étude à Trois-Palétuviers permet 

d’illustrer par la cartographie des foyers parasités la prévalence initiale des parasitoses 

intestinales dans cette population. Cette carte servira de référence pour l’évaluation 

dynamique des cas de parasitoses intestinales dans ce village lors de prochaines 

missions. La mise en évidence des facteurs de risques associés aux habitudes de vie des 

familles parasitées pourrait faire l’objet d’une nouvelle étude.  

 

Dans le contexte de la Guyane, cet outil trouverait sa place dans le diagnostic des 

parasitoses intestinales chez différentes populations : 

- Dans le cadre du dépistage des parasitoses intestinales chez les militaires en 

mission longue en Guyane, l’une des applications de cet outil serait la recherche 

ciblée des helminthiases compte-tenu de l’épidémiologie particulière des 

parasites intestinaux chez les militaires présentant un taux d’éosinophilie élevé 

après des missions réalisées dans le cadre de la lutte contre l’orpaillage illégal 

sur le territoire. La prévalence de 15,2% de STH dans l’étude HELMINFAG ne 

permet pas de proposer un traitement préventif à cette population selon l’OMS 

(1). 

 

- Cet outil diagnostic trouve aussi sa place dans le cadre du plan de lutte contre 

les parasitoses digestives mené par l’ARS-Guyane. Son application principale 

dans les zones reculées de Guyane permettrait d’obtenir des prévalences 

précises par région pour les différentes populations du territoire ; l’OMS 

préconise l’utilisation de la prévalence comme seul outil d’estimation des 

parasitoses intestinales (41). De nouvelles missions de collectes de selles dans 

les villages de l’Ouest et de l’Est Guyanais permettraient d’effectuer le 

diagnostic des parasitoses par qPCR au laboratoire du CHAR et ainsi établir une 

prévalence initiale des parasitoses dans différentes communes avant toute 

chimioprévention. Selon les recommandations de l’OMS, lorsque la prévalence 

des STH d’une population se situe entre 20 et 50%, un traitement 

chimiopréventif doit être proposé aux populations une fois par an avant 

d’effectuer une nouvelle étude de prévalence cinq à six ans après ces mesures. 

Il faut cependant que cette prise en charge fasse partie d’un plan globale 
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comprenant l’aménagement du territoire, l’amélioration des conditions 

sanitaires et prenne en considération le désir des populations des zones isolées 

à modifier ou non leurs habitudes de vie que ces modifications risquent 

d’engendrer. Les données récentes de E. Mosnier PALUSTOP montrent qu’il 

n’existe pas de différences significatives du nombre d’épisodes diarrhéiques au 

cours des six derniers mois entre les patients parasités et non parasités, de même, 

les symptômes évocateurs de parasitoses intestinales sont retrouvés sans 

différence significatives dans les deux groupes (p<0,05). Ces résultats nous 

amènent à penser qu’il serait intéressant de rechercher d’autres étiologies de 

diarrhées dans ces populations. 

 

- L’utilisation de notre outil sur des prélèvements de terre pourrait permettre 

d’étayer les connaissances sur la répartition des parasites dans les sols selon 

différentes régions afin d’incrémenter les données épidémiologiques dans ce 

domaine (97). 

 

L’arrivée sur le marché de nouvelles techniques de diagnostic combinant la technologie 

qPCR multiplex et microarray comme Novodiag stool parasite de Mobidiag® 

commercialisé en 2019, rend dorénavant possible la détection simultanée de 26 

parasites intestinaux comprenant protozoaires, helminthes et microsporidies. Ces 

nouvelles technologies permettent d’imaginer la qPCR comme futur gold standard dans 

le domaine de la Parasitologie. 
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ANNEXES 

 

Annexe 1 : carte CDPS de Guyane  

 

 

 

Annexe 2 : Définition de l’Indice Parasitaire (IP) 

L’indice parasitaire correspondait au pourcentage de patients parasités par rapport au 

nombre total sujets examinés. 
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Annexe 3 : Caractéristiques microscopiques des œufs et larves de Necatoramericanus, 

Ascaris lumbricoides, Ancylostomaduodenale et Strongyloidesstercoralis (selon CDC) 

 

OEUFS Taille ( µm) Forme Couleur Nombre cellules 

Necatorameri

canus 
65 x 40 

Ovale ou ellipsoïdale 

avec une fine coque 

Dépourvu avec 

cellules grises 
4 à 8 blastomères 

Ancylostoma 

duodenale 
60 x 40 

Ovale ou ellipsoïdale 

avec une fine coque 

Dépourvu avec 

cellules grises 
4 à 8 blastomères 

Ascaris 

embryonné 
60 x 45 

Ovoïde avec une 

coque épaisse 

Brun ou jaune, 

marron 

Une cellule 

séparée de la 

coque 

Ascaris non 

embryonné 
90 x 40 

Allongé, parfois 

triangulaire, forme 

irrégulière 

brun Masse irrégulière 

LARVES RHABITOIDES STRONGYLOIDES 

 Taille 
Appareil  

génital 

Cavité 

buccale 
taille œsophage queue 

Strongyloides

stercoralis 

225 µm x 

16 µm 

allongée, 

effilée ou 

pointue 

située le 

long de la 

paroi 

ventrale 

autour de 

la 

longueur 

du corps 

court, 

environ 

1/2 fois 

plus long 

que la 

largeur de 

l'extré-

mité 

antérieure 

du corps 

550 µm 

x 20 µm 

Étendu, 

approximati-

vement la 

moitié du 

corps 

entaillée 

ankylostome 
250 µm x 

17 µm 

Discret. 

Rarement 

distinct. 

Lorsque 

vu, est 

petit, de 

la queue 

que celui 

de S. 

stercorali

s 

Longue, 

environ 

aussi long 

que la 

largeur du 

corps 

500 µm 

x 20 µm 

Etendu, 

environ un 

quart de la 

longueur du 

corps 

pointue 
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Automates utilisés  :   

 

Annexe 4: Automate d’extraction QIASymphony SP/AS (Qiagen®) 

 

 

 

 

 

Annexe 5: ThermocycleurAppliedBiosystems® 7500 Real-Time PCR Systems 
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Annexe 6 : Mélange réactionnel pour la qPCR triplex. 

 
Concentration 

initiale 
Volume (µl) 

Concentration 

finale 

ADN  10  

TaqMan® Gene 

Expression Master 

Mix 

2x 25 1x 

Amorce sens Alum 100 µM 0,45 0,9 µM 

Amorce 

AntisensAlum 
100 µM 0,45 0,9 µM 

Sonde Alum 100µM 0,125 0,25 µM 

Amorce Nam 100 µM 0,45 0,9 µM 

Amorce Antisens 

Nam 
100 µM 0,45 0,9 µM 

Sonde Nam 100 µM 0,125 0,25 µM 

Amorce sens Ad 100 µM 0,45 0,9 µM 

Amorce 

AntisensAd 
100 µM 0,45 0,9 µM 

Sonde Ad 100 µM 0,125 0,25 µM 

H2O  11,925  
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Annexe 7 : mélange réactionnel pour la qPCR biplex 

 Concentration 

initiale 
Volume (µl) 

Concentration 

finale 

ADN  10  

TaqMan® Gene 

Expression Master 

Mix 

2x 25 1x 

IPC amorces/ 

sonde 

 5  

IPC matrice  1  

Amorce sens Stro 100 µM 0,45 0,9 µM 

Amorce 

AntisensStro 

100 µM 0,45 0,9 µM 

Sonde Stro 100 µM 0,125 0,25 µM 

H2O  7,975  
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Annexe 8 : Récapitulatif des valeurs médianes de Ct des échantillons positifs ou 

négatifs en microscopie 

Parasite 
Résultat 

microscopie 
Positive Médiane (Ct) 

Ascaris lumbricoides 
positif 2 30,8(24,8<Ct<36,2) 

négatif 0 - 

Necatoramericanus 
positif 16 35,75(18,8<Ct<38,2) 

négatif 0 - 

Ancylostomaduodenale 
positif 3 37,4(35,9<Ct<37,8) 

négatif 0 - 

Strongyloidesstercoralis 
positif 10 33,5(20,1<Ct<36,7) 

négatif 3 27,1(25,6<Ct<36,9) 

 

 

 

Annexe 9 : Valeurs médianes des Ct obtenus par qPCR sur l’étude des échantillons 

HELMINFAG. 

Parasite 
Résultat 

microscopie 
Positive Médiane (Ct) 

Necatoramericanus 
positif 6 33,85(29,5<Ct<38,1) 

négatif 16 35,6(33<Ct<38,8) 
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Annexe 10 : Valeurs médianes des Ct des échantillons positifs ou négatifs en 

microscopie. 

Parasite Résultat 

microscopie 

Positive Médiane (Ct) 

Ascaris lumbricoides positif 44 35,5(30,1<Ct<39,2) 

négatif 4 37,2(27,8<Ct<38,4) 

Necatoramericanus positif 9 34,8(30,5<Ct<37,8) 

négatif 5 37,7(33,3<Ct<38,1) 

Ancylostomaduodenale positif 4 35,9(37,1<Ct<37,8) 

négatif 5 37,7(31,8<Ct<38,8) 

Strongyloidesstercoralis positif 1 30,8 

négatif 4 36,3(34,2<Ct<37,2) 
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Annexe 11 : Répartition des cas diagnostiqués dans le village de Trois-Palétuviers par 

microscopie et qPCR (n= 149) :  

 

Parasites 

Répartition des cas diagnostiqués à  

Trois-Palétuviers (microscopie et/ou qPCR) 

(n=149) 

Necatoramericanus 1 

Ancylostomaduodenale 3 

Ascaris lumbricoides 50 

Ascaris lumbricoides et Ancylostomaduodenale 9 

Ascaris lumbricoides et Necatoramericanus 11 

Ascaris lumbricoides et Strongyloidesstercoralis 1 

Ascaris lumbricoides et Ancylostomaduodenale et 

Strongyloidesstercoralis 

1 

Ascaris lumbricodes et Necatoramericanus et 

Strongyloidesstercoralis 

3 

Ascaris lumbricoides et Necatoramericanus et 

ancylostomaduodenale 

3 

Strongyloidesstercoralis et Ancylostomaduodenale 2 

Ascaris lumbricoides et Giardia intestinalis 2 

Ascaris lumbricoides et Hymenolepis Nana 3 

Giardia intestinalis 1 

Négatif 60 
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Annexe 12 : définition d’une zone écologique selon (37) :  Zone dans laquelle la 

distribution d’une espèce d’helminthe ou de son hôte intermédiaire est homogène. Cette 

homogénéité dépend d’un certain nombre de variables comme la topographie, le type 

de sol, l’altitude/la température, les précipitations et le gel. 
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