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Introduction

Les parasitoses intestinales sont des maladies dues a la présence des parasites dans le
tube digestif. Cette situation stratégique dans leurs hotes, leurs fournit les éléments nutritifs
nécessaires pour assurer la pérennité de leurs cycles de transmission et de reproduction
(BENOUIS, BEKKOUCHE, & BENMANSOUR, 2013).

Les parasitoses intestinales touchent la population en générale avec prédominance de
certaines especes chez certains sujets, tels que les immunodéprimés et les enfants. Les
parasitoses intestinales sont parmi les causes de mortalité chez cette catégorie de patients.
L’augmentation des cas d’immunodéficience due au virus de I’immunodéficience humaine
(V.LLH.), a entrainé 1’émergence de certaines parasitoses dites opportunistes parmi lesquels on
cite la pneumocystose, la toxoplasmose, la cryptosporidiose.

La cryptosporidiose est une infection par le parasite protozoaire cosmopolite du
genre Cryptosporidium considéré comme agent infectieux responsable de plus de 60 % des
épidémies de gastro-entérite d’origine hydrique (BALDURSSON & KARANIS, 2011).
Plusieurs espéces de Cryptosporidium ont été identifiées pouvant infecter un grand nombre de
vertébrés et plus de 150 especes de mammiféres (CHEN, et al., 2011), parmi lesquels : C.
parvum, C. muris qui possedent une assez faible spécificité d’hote, ce qui signifie qu’elles
peuvent étre pathogénes a la fois pour les animaux et les humains et C. hominis qui parasite
quasi exclusivement I’lhomme (O'DONOGHUE, 1995) (NACIRI, 1992).

La cryptosporidiose peut étre partiellement prévenue par des mesures d’hygiene tres
strictes mais celles-ci ne sont pas infaillibles a cause des caractéristiques biologiques du
parasite (cycle rapide, forte résistance des oocystes) et des doutes qui persistent aujourd’hui
sur les mécanismes d’apparition de la maladie.

Le principal symptdéme est une diarrhée aqueuse, souvent accompagnée d'autres signes
gastro-intestinaux. Habituellement, la maladie guérit spontanément chez le patient
immunocompétent, mais peut étre persistante et sévere chez les patients immunodéficitaires
notamment ceux atteints du SIDA.

L’impact pathologique des cryptosporidies est d’autant plus inquiétant qu’aucun
traitement étiologique spécifique efficace n’est actuellement disponible (MORGAN &
THOMPSON, 1998). Plus de 100 molécules ont été testées mais aucune ne permet un
contr6le parfait de la maladie, il existe seulement un traitement symptomatique.

La cryptosporidiose est 1’une des maladies qui touche 1’Algérie malheureusement,
pour laquelle peu de données épidémiologiques sont renseignees. Cela nous a incités a faire
cette étude qui a pour objectif de déterminer la prévalence de Cryptosporidium spp, 1’age

critique, le sexe le plus sensible et évaluer aussi sa place chez les patients diarrhéiques dans la
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Introduction

région de Tizi-Ouzou (laboratoire de Parasitologie-Mycologie medicales du CHU Nedir
Mohammed de Tizi-Ouzou).

Notre travail est subdivisé en deux parties et chaque partie se divise en deux volets, la
partie bibliographique, ou nous présenterons le parasite puis la maladie, La deuxiéme partie
concerne la partie pratique, ou nous présenterons matériel et méthodes puis discussion des

résultats préliminaires obtenus.
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Chapitre | Généralités sur Cryptosporidium sp.

1 Historique

La premiére espece de Cryptosporidium a été observée par CLARKE en 1895, qu’il a
décrit comme étant une multitude de spores sur la surface de I’épithélium gastrique de souris
(BENFERHAT & MERAMHI, 2006).

En 1907, TYZZER découvre pour la premiere fois ces petits micro-organismes dans la
glande gastrique d'une souris de laboratoire (Mus musculus) utilisée pour ses travaux de
recherche, qu’il a placée dans le genre (Cryptosporidium= sporocystes cachés) car a la
différence des autres coccidies, les sporozoites sont directement contenus dans I’oocyste, qu’il
nomma Cryptosporidium muris en 1910. Une autre espéce de la méme morphologie que C.
muris mais plus petite a été observer par TYZZER dans I’intestin gréle d’une souris, il lui
donna le nom Cryptosporidium parvum (O'DONOGHUE, 1995).

Les premiers cas humains de cryptosporidiose ont été décrits en 1976, chez deux patients :
I'un était immunodéprimé et 1’autre un enfant de trois ans immunocompétent. Mais les cas
rapportés dans la littérature restent rares (MEISEL, PERARA, MELIGRO, & RUBIN, 1976).
Cependant, ce n’est qu’au début des années 80 que l'impact clinique de ce parasite a été
reconnu et particuliérement pour Cryptosporidium parvum, responsable de courts épisodes de
diarrhées, parfois cholériforme, qui sont mortelles, vu leurs résistances a tout traitement chez
les patients immunodéprimés et surtout les patients infectés par le VIH (TZIPORI &
WIDMER, 2008)Milwaukee (Etats-Unis d'’Amérique) a connu sa pire épidémie en 1993,
touchant plus de 400 000 personnes (MAC KENZIE, et al., 1994)

Le premier cas de cryptosporidiose humaine fut observé en Algérie en 1992 a I’hépital
d’El KETTAR (willaya, Alger) par le Médecin AZZAM chez Cing (05) patients ; Deux
immunodéprimés et trois immunocompétents (KHELAIFAI, LABIED, & RAHIM, 2020).

2  Définition du parasite

Cryptosporidium est un parasite intracellulaire et unicellulaire capable de parasiter un
grand nombre de Vertébrés, il été retrouvé chez plus de 250 groupes de Vertébrés différents
(oiseaux, mammiferes.., et méme 1’homme) (O'DONOGHUE, 1995), ces especes sont
nommeées selon I’hote infecté la premicre fois (SLAPETA, 2009).

Au sein du genre Cryptosporidium, environ 30 espéces sont recensées a ce jour
(SLAPETA, 2009), dont 20 espéces touchent 1’homme. Les especes les plus importantes
(>90%) sont C. parvum (les principaux réservoirs sont des ruminant) et C. hominis. Leur
cycle de multiplication se déroule dans les cellules épithéliales intestinales et aboutit a la

production d’oocystes matures infectants éliminés dans les selles. (Anonyme, 2011)

3
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Généralités sur Cryptosporidium sp.

3 Taxonomie et classification de différentes especes de cryptosporidium

Le genre Cryptosporidium est inclus dans le phylum des Apicomplexa, 1’ordre des

Eucoccidiorida, le sous-ordre des Eimeriorina et la famille des Cryptosporidiidae.
Tableau 1: Classification taxonomique (KHELAIFAI, LABIED, & RAHIM, 2020)

Classification Nom Caracteéristiques
Regne Protistes Eucaryote unicellulaire
Présence d’un complexe apicale (participer dans la
Phylum Apicomplexa pénétration du parasite).
Présence du parasite intracellulaire est obligatoire
Présente une multiplication asexuée et une multiplication
Classe Sporozoasida sexuée
Formation d’oocystes
Plusieurs stades participent dans le cycle de développement :
sous-classe Coccidiasina schizogonie, mérogonie, sporogonie, gamétogonie.
Existences des gamontes de petite taille
Ordre Eucoccidiorida Existence de stade mérogonie.
Développement indépendant de micro et macrogametes
Sous-ordre Eimeriorina
Zygote non mobile présent
Les oocystes contiennent quatre sporozoites nus.
) L Existence d’une organelle d’attachement dans le stade
Famille | Cryptosporidiidae
endogéne de développement
Cycle monoxéne
Développement intra cellulaire mais extracytoplasmique
Microgametes non flagellés
Genre Cryptosporidium Tres grande prolificité

Oocystes atypiques possibles

Absence de spécificité pour certaines especes
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Généralités sur Cryptosporidium sp.

Tableau 2: Différentes espéces du genre Cryptosporidium (BENAMROUZ-VANNESTE, et

al., 2020)

Espéce [ Hotes importants

Références

C. parvum  Souris, bovin domestique, homme TYZEER, 1912)

C. hominis  Etre humain MORGAN-RYAN et al., 2002)
C. felis Chat domestique peut toucher 'homme  (ISEKI, 1979)

C. canis Chien domestique peut toucher 'homme (FAYER et al., 2001)

C. andersoni Bovin domestique

LINDSAY et al., 2000)

C. muris

Souris

TYZZER, 1907)

C. baileyi

Poulet

CURRENT et al, 1986

C. meleagridi Dindon

SALVIN, 1955)

C. bovis

Bovins

C. cuniculus Lapins

INMAN & TAKEUCHI, 1979)

C. suis Porc RYAN, 2004)
C. pestis  Mammiferes LAPETA, 2006)
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4 Morphologie du parasite

Dans les années 1980, la microscopie électronique est apparue et a permis de distinguer
les différents stades parasitaires et d'attribuer des caractéristiques morphologiques a

Cryptosporidium spp (VALIGUROVA, et al., 2008).

4.1 Oocystes

L’oocyste de Cryptosporidium présente une forme sphérique ou ovoide, la taille varie
de 3 & 8 microns selon les especes. Il contient quatre sporozoites "nu”, agencés autour d’un
corps résiduel mesurant un micron de diamétre et semble tres réfracté au microscope
optique. Sa paroi lipido-protidique est lisse constituée de deux couches distinctes,
intérieure et extérieure, séparer par un espace clair et contient une suture qui se dissout
durant I’excystation et permet la libération des sporozoites. La résistance extréme de ce
stade est essentielle a la survie du parasite dans I'environnement (Jenkins, et al., 2010).

Les oocystes sont protégés par une enveloppe kystique (KHELLEF, 2007).

Figure 1: Schéma d’un oocyste (FAYER & UNGAR, Cryptosporidium spp.and
cryptosporidisis, 1986)

A (o) Oocyste mature
(Ps) la vacuole parasitophore

(Fo) l'organelle nourricier)

o 8 N

{4 B : Oocyte mature récolté dans les feces
\ {0 i

B
Ars }\“3}\'.'& il A

Figure 2 : La structure d’oocyste en microscope optique (VALIGUROVA, et al., 2008)
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4.2 Les sporozoites

Les sporozoites sont en forme de virgule, allongés vers I’avant et arrondis vers
I’arriere, entourés d’une triple membrane, libres et mobiles qui constituent la forme
infectieuse du parasite, leurs tailles varient selon 1’espéce. Les sporozoites ont un complexe
apical, ou se trouvent de petits micronémes sphériques et une rhoptrie plus grosse. Des
granules denses apparaissent dans la moitié antérieure, et le noyau polaire est enfermé dans le
tiers postérieur du parasite. Ce complexe joue un role important dans la motilité, I'adhésion et

I'invasion des parasites dans les cellules hotes (TETLEY, et al., 1998).

{ ac) :Le complexe apical

imn) : du sporozoite cbservé est composé de micronémes

(r) : rhoptrie.

in) : Le noyau et les corps cristalloides adjacents

{cb) se trouvent dans la partie postérieure du parasite qui est plus arrondie.
{dg) : les granules denses sont positionnés dans la partie centrale.

P : « plastidlike »,

nme : membrane nucléaire.

Figure 3: Structure d’un sporozoite (coupe longitudinale), observé au microscopie a

transmission (TETLEY, et al., 1998).

4.3 Les trophozoites
Les trophozoites apparaissent entourés de cing membranes dans les deux extrémes
forment la vacuole parasitophore, ils sont caractérisés par la présence d’un noyau
unique de grande taille. Le complexe apical observé chez les sporozoites n’est plus
présent mais une organelle nourriciére est bien développée a ce stade. Les trophozoites
sont de formes sphériques de 2.5 a 3 , ils sont caractérisés par un grand noyau (1-1,3 p)

contenant un gros nucléole (VALIGUROVA, et al., 2008).
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Figure 4: Image au microscope électronique d’un trophozoite de Cryptosporidium localisé
entre les microvillosités de cellules épithéliales intestinales (ALLALOU & YACOUB, 2015)

4.4 Meérontes
Les mérontes murs ont la méme morphologie que les sporozoites. Il existe deux types
de mérontes : le type | et le type Il dont la taille varie de 4 et 5 p de diamétre. Les mérontes
contiennent huit mérozoites pour le type | et quatre mérozoites pour le type II,
morphologiquement identiques, qui bourgeonnent a partir du corps résiduel. Le mérozoite de
type 1l produit des gamétocytes (macrogametes et microgametes) (BOUZID, et al.,2013).
4.4.1 Les macrogametes
Les macrogametes sont de forme sphérique a ovoide, ont une taille comprise entre 4
et 6 um, ils se reconnaissent grace a la présence de large granules d’amylopectine qui les
différencient des trophozoites, par un grand noyau en position central et une vacuole
(VALIGUROVA, et al., 2008).
4.4.2 Les microgametes
Les microgamontes ont presque la méme forme que les mérontes, ils sont rarement
observés a cause probablement de leur vie breve, ils contiennent de petits noyaux, de forme
allongée avec une extrémité antérieure aplatie. Les microgamontes renferment 14 a 16
microgameétes aflagellés et un corps résiduel central (VALIGUROVA, et al., 2008).
5 Cycle de développements
Le cycle biologique du parasite est monoxéne, il ressemble a celui des coccidies, avec une
phase sexuée et une phase asexuée. Le cycle complet peut se décliner en 6 parties (BOUZID,
etal.,2013) :
v Le « dékystement » des oocystes
La mérogonie
La gamétogonie
La fécondation

La formation de la paroi de 1’oocyste nouvellement formé

AN N NN

La sporogonie
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Les oocystes une fois dans la lumiéres intestinale de 1’hote, libérent leurs quatre
sporozoites « dékystement » qui peut étre déclenché par différents facteurs, tels que la
température, le CO., la présence d’enzymes digestives et de sels biliaires ( (LENDNER &
DAUGSCHIES, 2014). Les sporozoites se fixent a la bordure en brosse des entérocytes et
pénetrent la cellule héte par invagination de la membrane plasmique par leur extrémité
apicale.

Les sporozoites s’internalisent dans un compartiment issu de 1’hdte dénommé vacuole
parasitophore séparé du cytoplasme par une membrane plasmique. Ces derniers se
développent en trophozoites sphériques et entrent en reproduction asexuée (mérogonie) pour
former des mérontes de type |, composé de huit mérozoites. Chaque mérozoite de type |
envahit la cellule épithéliale voisine. Ces mérozoites de premiére génération peuvent, soit se
recycler pour donner de nouveaux mérozoites de méme génération, soit se développer en
mérontes de deuxieme génération. (BENFERHAT & MERAHI, 2006)

Le cycle continue, les mérozoites de type 1l se différencier en deux formes sexuées les
microgamétocytes males et les macrogamétocytes femelles. La fusion de ces deux derniers
donne un zygote.

Ce zygote diploide subit la sporogonie, s’entoure d’une paroi contenant quatre
sporozoites haploides. Cette étape donne naissance a deux types d’oocystes :

v" Des oocystes a paroi mince (auto-infection)

v" Des oocystes a paroi épaisse (permet la résistance de parasite dans 1’environnement

jusqu’a I’infection de nouveaux hotes) (LEITCH & HE, 2011).
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Sporozoite
Ingested Po
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Figure 5:Cycle de vie de Cryptosporidium (KUBINA, 2021)

6 La résistance du parasite

La forme du parasite responsable de la transmission est I’oocyste que 1’on trouve dans les
selles et dans I’environnement. Il peut survivre plusieurs mois 1’eau et méme dans les sols a
des températures comprises entre 0 et 30°C. L’oocyste possede une paroi épaisse, qui
explique sa survie prolongée et sa résistance aux produits de désinfection usuelle, dont I’eau
de Javel, I’alcool, chlore, I’lammoniaque et I’aluminium utilisé pour la floculation dans le
traitement primaire de 1’eau( DEROUIN, et al.,2020).
7  Caracteres biologique des oocystes favorisants la transmission

v’ Les dispositifs de filtration peuvent laisser passer les oocystes grace a la petite taille de
Ceux-ci.
Resistance au chlore.
Résistance dans 1’environnement (plusieurs mois selon les conditions).

Le nombre important de réservoir animaux en particulier les bovins.

D N NI NN

Leur caractere sporulé des I’élimination permet une contamination directe des hotes
sensibles (BONNIN, et al., 2006).
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Chapitre I La cryptosporidiose

1 Définition
La cryptosporidiose est une infection gastro-intestinale (entérites, diarrhée) ou
respiratoires (toux, dyspnée, sinusite) causée par des protozoaires intracellulaires du genre
Cryptosporidium qui parasite les cellules épithéliales de tube digestive ou de I’appareil
respiratoire de I'homme des animaux (veau, chevreaux, porcelet..) (BENFERHAT &
MERAH]I, 2006).
Il s'agit d'une zoonose transmise par le chemin féco-oral, c’est I’'une des maladies
hydriques trouvé partout dans le monde (BENFERHAT & MERAHI, 2006).
2 Populations affectées
2.1 Les immunocompétents
La cryptosporidiose peut étre asymptomatique ou peut se manifester par une diarrhée
spontanément résolutive, la durée et la sévérité des symptdmes cliniques traduisent I'état
immunitaire du patient, la plupart des personnes ayant une forte immunité sont capables de réagir
rapidement et d'éliminer la maladie en une a deux semaines (BENAMROUZ-VANNESTE, et
al., 2020)
2.2 Lesenfants
L’immaturit¢é du systéme immunitaire des enfants et leur comportement peu
hygiénique est la raison de leur sensibilité a la cryptosporidiose. Cette infection atteint
généralement les enfants trés jeunes, agés entre let 5 ans, elle représente 20% des cas de
diarrhées dans cette catégorie d’age dans les pays en voie de développement En revanche, les
enfants qui fréquentent une garderie ou participent a des activités scolaires et parascolaires,
telles que des visites dans des fermes pédagogiques, sont les plus a risque de développer une
cryptosporidiose dans les pays développés. La gravité de la maladie dans ce groupe d'age n'est
en aucun cas négligeable ( GRIFFFITHS, 1998 ; PUTIGNANI & MENICHELLA, 2010)
2.3 Lesimmunodéprimés
La cryptosporidiose, en tant que maladie opportuniste, se produit habituellement chez
les patients présentant moins de 150 lymphocytes CD4+/mm3 (NAVIN & JURANEK, 1984),
sa durée et sa sévérité chez les immunodéprimés (malnutrition, infection par le VIH, cancer,
etc.), est fonction du niveau de leurs immunosuppression. Les réponses immunitaires jouent
un role important dans la résolution et la défense contre cette infection. L’infection par
Cryptosporidium peut devenir chronique chez les immunodéprimes, tant que
I’immunodépression est maintenue (MARCOS & GOTUZZO, 2013).
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Pour les personnes VIH+ et les patients transplantés d’organes solides, la
cryptosporidiose se traduit généralement par des diarrhées fréquentes, aqueuses, volumineuses
et séveres (corrélée au nombre de lymphocytes T CD4+) conduisant & une déshydratation tres
importante avec un grand risque de mortalit¢ (MARCOS & GOTUZZO, 2013).

Dans certains cas, une dissémination de I’infection vers d'autres organes a lieu, par
exemple, vers le foie, la vésicule biliaire, le pancréas et méme vers l'arbre respiratoire
(FAYER, Cryptosporidium : A water- borne zoonotic parasite, 2004)

3 Pathogénie

La pathogénicité est définiec comme étant les compétences qu’un micro-organisme pourra
avoir pour causer des dommages au niveau de son hote. La virulence, quant a elle, est utilisée
pour décrire la capacité de I’agent pathogéne a se multiplier.

La pathogénicité et la virulence des Cryptosporidium sont complexes et multifactorielles,
elles dépendent de ’espéce et de I’hote infecté (KUBINA, 2021).
3.1 Pouvoir pathogéne de Cryptosporidium

Des études récentes ont montré que Cryptosporidium perturberait les échanges ioniques,
notamment du sodium et du chlore, au niveau de I'épithélium gréle. Une étude américaine du
début de I'année 1996 montre une inhibition nette de I'absorption de I'ion sodium (Na+) et une
augmentation importante de la sécrétion de I'ion Cl (FERRAZZI, 1996)

Il apparait que plus l'intestin est 1ésé, plus la pathogénie de Cryptosporidium parvum est
importante. Les patients n'ayant pas beaucoup de dommages au niveau de l'intestin gréle
apparaissent plus résistants (FERRAZZI, 1996).

Le fort pouvoir infectieux de Cryptosporidium est confirmé aprés une étude
expérimentale sur des volontaires ayant eu une primo-infection, ils ont été ré-infectés par la
méme souche un an plus tard les individus ont excrété moins d’oocystes par rapport a leur
premiere infection mais les taux d’épisodes diarrhéiques ainsi que I’apparition et la durée de
ces diarrhées étaient similaires (CHALMERS & DAVIES, 2010)

3.2 Facteurs de virulence

Cryptosporidium posseéde des caractéristiques spécifiques afin d’assurer sa survie au
sein de son hdte, qui peuvent étre caractérisées de facteurs de virulence. Ces facteurs peuvent
affecter I’hote a tout moment au cours de son cycle de vie, a partir du moment ou le parasite
rentre dans 1’organisme jusqu’a ce qu’il soit tué ; ou termine son cycle et quitte I’hote

(BOUZID, et al., 2013).
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3.3 Facteur de risque

Les facteurs de risque différent entre C. parvum et C. hominis. Etre en contact avec les
personnes déja infecté ou bien voyager dans des zones ou Cryptosporidium survit ¢’est un
risque d’infection par C. hominis, alors qu’étre infecter par . parvum vient du contact avec
des animaux affectés (jeunes veaux, en particulier).

Le facteur de risque d’infection pour les formes graves (personnes a VIH/SIDA) par
Cryptosporidium est plus élevé, la susceptibilité a I’infection étant croissante avec la
diminution du taux de lymphocytes CD4 sanguins (GUYOT, SARFATI, & DEROUIN,
2012).

4 Transmission

Cryptosporidium sp peut étre transmis a I’homme par les oocystes sporulés et
infectieux dés leur excrétion fécale, présents dans I’cau, sur les végétaux ou dans
I’environnement par différentes voies de maniére directe ou indirecte.

4.1 Transmission de I’animal a ’homme (zoonotique)

C’est le mode de transmission principal de la cryptosporidiose. Des cas de
cryptosporidiose sont observés chez les éleveurs et les visiteurs de fermes, visite,
professionnelles (vétérinaires...) ou récréatives pour le grand public (fermes pédagogiques)
(ALLALOU & YACOUB, 2015). Le contact avec les animaux d'élevage, tels que les veaux,
les porcs, les chévres ou les moutons (principaux réservoirs du parasite) ou les animaux
domestiques comme les chats, chiens et les rongeurs (moins impliqués) constitue le principal
mode de contamination de I’lhomme (FERRAZZI, 1996).

4.2 Transmission interhumaine

L’infection peut se transmettre d’une maniere imprévisible d’une personne infectée a
une personne saine, Elle est illustrée par des épidémies au niveau des crécheset des
orphelinats, ceci s’explique par I’hygi¢ne limitée des enfants. Aussi au sein des institutions de
soins, la cryptosporidiose se transmet de malades & médecins (risque nosocomial), cela est lié
a l'excrétion fréquente d'oocystes par les patients infectés, et par la fréquence des porteurs. La
transmission au sein des familles dont I’un des membres est attient est possible (BONNIN, et
al.,2006 ; CORDEL & ADDIS, 1994).

Des observations ont été rapportées chez des nouveaux nés de meres infectées, et cela
est attribué a une contamination lors de 1’accouchement. Mais aucun passage transplacentaire
n’est prouvé (BENFERHAT & MERAHI, 2006)
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4.3 Transmission hydrique

Ce mode de transmission est aujourd’hui reconnu responsable de la plupart des
épidémies de cryptosporidiose humaine. A ce jour, pas moins de 165 épidémies ont été
répertoriées, majoritairement dans les pays développés. Dans les pays en voie de
développement ou la surveillance de la qualité des eaux est absente, le nombre d’épidémies
est trés certainement sous-estimé (PUTIGNANI & MENICHELLA,2010; TZIPORI &
WIDMER, 2008), parmi elles, la plus importante en nombre de cas est 1’épidémie de
Milwaukee (Wisconsin).

Les oocystes de Cryptosporidium peuvent contaminer les sources d’cau superficielles
et souterraines ainsi que les eaux de distribution publique. La résistance de ces oocystes au
chlore et leur petite taille expliqueraient 1’inefficacité des moyens de traitement des eaux
(FERRAZZI, 1996).

Il est évident que I’cau, dans son état naturel dans 1’environnement ou apres avoir subi
des traitements, représente un des réservoirs de Cryptosporidium, tous les techniques de
désinfection usuelle dans les stations d’épurations des eaux en Algérie ne permettent pas
I’élimination des microorganismes dans 1’eau. De plus, la contamination est possible apreés
des baignades en eaux douces récréatives (lacs) méme chlorées et correctement traitées (cas
des piscines) ou méme par des eaux a usage domestique (BONNIN, et al., 2006).

Rose et al. En 1991 ont démontré que 55 % de 257 échantillons d’eau de surface
prélevés aux Etats-Unis étaient contaminés, d’une moyenne de 43 oocystes/100 L. Dans une
étude similaire, Le Chevallier et al. ont analysé 66 échantillons d’eau de surface servant a
approvisionner des usines de production d’eau potable dans le Nord-Est étasunien, leurs
résultats ont démontré que 87 % des échantillons d’eau brute étaient contaminés, avec une
moyenne géomeétrique de 270 oocystes/100 L. Au Canada, en 1996 Wallis et al. Rapportent
un taux de contamination assez faible, soit 5 % des 1 760 échantillons prélevés dans le
territoire de 72 municipalités (nombre d’oocystes non précisé).

Cette contamination hydrique est devenue un probléme de santé publique et sa
maitrise est devenue un grand défi pour les usines de productions d’eau potable (ALLALOU
& YACOUB, 2015).

4.4 Transmission alimentaire

La contamination par tout aliment souillé est possible, soit par le lait, les jus de fruits
par défaut de pasteurisation. Aussi par les fruits et légumes (surtout les crudités). Cette
transmission est liée d’une maniére générale a un défaut dans le traitement de I’aliment ou

bien dans I’eau utilisée pour 1’arrosage et le lavage, I’absence de lavage des crudités, la
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mauvaise hygiéne des mains au cours de la préparation / manipulation des aliments
(BONNIN, et al., 2006).
4.5 Transmission aérienne

Ce mode de transmission directe joue un role non négligeable dans la propagation des
oocystes de C. parvum trouver en suspension dans d’air suite a I’expectoration du sujet
malade mais les cas restent sporadiques ou endémiques (MORIN, 2002).

5 Clinique

Les symptdmes et la gravité de la cryptosporidiose varient selon le statut immunitaire
et ’dge de chaque personne, en fonction de la nature des espéces infectantes de
Cryptosporidium, en particulier entre C. hominis et C. parvum, le premier étant plus virulent
(KUBINA, 2021). Généralement cette infection se manifeste par une diarrhée, parfois
crampes abdominales, nausées, vomissements, perte de poids, fievre, anorexie et fatigue. La
petite enfance (enfants de moins de 4ans) et les personnes agées sont les plus menacées par la
cryptosporidiose. Chez les individus immunocompétents, 1’infection peut étre symptomatique
ou non ; dans le premier cas elle s'apparente a une gastroentérite aigué (3 a 6 selles par jours),
dans Dautre cas elle est spontanément résolutive (GUYOT, SARFATI, & DEROUIN, 2012).

Chez les patients immunodéprimés, malnutrition, infection par le VIH ou cancer, une
diminution des lymphocytes T CD4+ est associée a un risque accru de développer une
cryptosporidiose. Dans cette situation, l’infection peut devenir chronique tant que
I’immunodépression persiste (MARCOS & GOTUZZO, 2013).

Suite aux diarrhées aqueuses et prolongées, I’infection conduit a la déshydratation trés
importante de sujet immunodéficient. Des complications peuvent toucher [’appareil
respiratoire provoquant une toux productive et une dyspnée, parfois les complications
peuvent atteindre le pancréas, les voies biliaires entrainant une cholangiopathie, cette forme
peut se caractériser par de la fievre, des douleurs abdominales, des nausées, des
vomissements, des diarrhées et un ictere (MARCOS & GOTUZZO, 2013 ; HUNTER &
NICHOLS, 2002).

Il a été signalé que C. hominis est plus souvent associé a des douleurs oculaires et
articulaires, des céphalées et de la fatigue que C. parvum (CAMA, et al., 2007) . Des
corrélations ont également été observées entre différents génotypes et sous-génotypes de

Cryptosporidium et les manifestations cliniques (CERTAD, et al ., 2017).
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6 Epidémiologie
6.1 Prévalence

La prévalence mondiale est estimée a 7,6%. La plus forte prévalence est observée au
Mexique (69,9%), au Nigéria (34%), au Bangladesh (43%) et en Corée (8%) (DONG, et al.,
2020). L’Europe du Nord a I’incidence la plus élevée. L’Allemagne, les Pays-Bas et le
Royaume-Uni représentent 71% des cas (ECDC, 2019).
6.2 Répartition géographique

Cryptosporidium est I’'un des parasites intestinaux les plus répandus dans le monde.
Actuellement, plus de 95 pays du monde entier ont déclaré une infection par ce parasite sauf
I'Antarctique. Sa distribution, variée selon les régions de globe (trés fréquentes dans les pays
chauds et humides), et selon les différents especes (C. hominis, C. parvum) (GUYOT,
SARFATI, & DEROUIN, 2012).

Une étude réalisée dans les pays en voie de développement sur 1’origine des diarrhées
Iétales a montré que la cryptosporidiose chez les enfants est la deuxieme cause de mortalité
apres le rotavirus (KOTTLOFF, et al., 2013).

La prévalence de la diarrhée a été récemment reconnu comme significative, dans les
pays occidentaux selon un rapport de 2012 de ’ECDC, 1 a 2 % cas de diarrhées observées
dans plusieurs pays européens sont dus a une infection par Cryptosporidium de méme aux
Etats-Unis, 0,4 & 1 % des cas de diarrhées sont dus au méme parasite (KUHLS, et al., 1994).

La majorité des infections humaines dans le monde (plus de 90% des cas) sont dus a
C. parvum et C. hominis. A I’exception du Pérou et de la Thailande, ou le taux d’infection a
C. meleagridis est aussi élevé que celui a C. parvum. Aux Etats-Unis, au Canada, en Australie
et au Japon, C. hominis est responsable d’un plus grand nombre d’infections que C. parvum.
L’inverse est observé en Europe (GUYOT, SARFATI, & DEROUIN, 2012).

6.3 Epidémies

La cryptosporidiose est responsable de 0,6 a 7,3% des maladies diarrhéiques dans les
pays ou les conditions sanitaires sont mauvaises. Dans les premiers, la cryptosporidiose est
apparue comme la deuxiéme cause de mortalité par diarrhée chez les enfants africains et
indiens agés de 12 a 24 mois (KOTTLOFF, et al., 2013).

Aux Etats-Unis de 2009 & 2017, 444 épidémies de cryptosporidiose ont été signalées.
Le nombre de foyers rapportés a augmenté en moyenne de 13% par an (CHARPURE, et
al.,2019).
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La plus importante épidémie fut celle de Milwaukee en 1993, dans le Wisconsin, plus de
400 000 personnes ont été touchées lors d'une épidémie d'origine hydrique, conduisant au
décés d’environ de 54 personnes (MAC KENZIE, et al., 1994).

7 Diagnostic

Le diagnostic repose au départ sur une mise en évidence du Cryptosporidium dans les
tissus intestinaux par une biopsie endoscopique. Mais depuis 1980 de nouvelles et de
nombreuses méthodes de concentration, de coloration et de détection ont été developpées
(DELUOL, 1988), permettant I’identification d’oocystes dans les selles apres élimination
(3jours plus tard), cette élimination peut étre intermittente, ce qui justifie la répétition des
examens (trois contréles successifs) et l'utilisation de méthodes de concentration.

Cette identification se fait de maniére générale dans les selles diarrhéiques, mais on
peut méme les trouver dans les selles molles ou moulées, occasionnellement dans le liquide
vésiculaire, les crachats, le liquide d'aspiration et trés rarement dans le liquide de lavage
broncho-alvéolaire (LBA) (FERRAZZI, 1996).

7.1 Diagnostic microscopique
7.1.1 Diagnostic direct

Le diagnostic de la cryptosporidiose est avant tout microscopique, par la mise en
évidence des oocystes dans les selles. On peut également les rechercher sur des biopsies
duodénales (apposition), dans le liquide biliaire (culot de centrifugation), voire dans les
expectorations induites et les LBA (cytocentrifugation) en cas de suspicion de localisation
broncho-pulmonaire, (localisation exceptionnelle et en principe associé a une
cryptosporidiose intestinal) (GUYOT, SARFATI, & DEROUIN, 2012).

7.1.2 Techniques de colorations apreés concentrations
7.1.2.1 Techniques de concentrations

Les méthodes de concentration FEA (Acétate D'éthyle Formol) et Ritchie permettent
I’augmentation de la sensibilité des éléments parasitaires et de définir le nombre minimum
d'oocystes pouvant étre détectés dans les prélevements (FERRAZZI, 1996).
7.1.2.1.1 Description de la méthode de concentration au FEA

e Prendre 4 ml d'une suspension de selles fecales fixées par le formol ou 8 ml d'une
telle suspension de selles aqueuses.

e Laver par de I'eau désionisée a travers une gaze humidifiée dans des tubes coniques
de centrifugation.

e Centrifuger a 500 g pendant 2 minutes.
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e Récupérer le sédiment que I'on remet en suspension dans 09 ml de formol a 10% et
3 ml d'acétate d'éthyle.
e Agiter vigoureusement pendant 30 secondes.
e Centrifuger de nouveau a 500 g pendant 2 minutes.
e Reécupére 4 phases qui sont de haut en bas :
+ Acétate d'éthyle
+ Débris fécaux
+ Formol
+ Sédiment
e Récupeére le sédiment qui contient les oocystes concentrés (FERRAZZI, 1996).
7.1.2.1.2 Description de la méthode de Ritchie
Cette technique permet d'augmenter la sensibilité de la recherche de formes kystiques ou
d'ceuf
Les formes végétatives ne peuvent plus étre mises en évidence aprés concentration
(ANONYME, Technique de concentration de Ritchie).
La méthode de Ritchie présente un double avantage
%+ Concentration des oocystes.
% Protection du manipulateur. (FERRAZZI, 1996)

7.1.2.2 Méthodes de colorations

7.1.2.2.1 Coloration de Ziehl-Nielsen modifiée par Henriksen et Pohlenz

Cette coloration est la plus utilisé, Toutes ses étapes doivent étre réalisées dans des bacs a
coloration sous hotte. Les colorants doivent étre changés tous les mois, 1’acide sulfurique a 2
% tous les quinze (15) jours et évacués en tant que déchet dans des containers spécifiques
(GUYOT, SARFATI, & DEROUIN, 2012)

La lecture de la lame, s’effectue a I’objectif 40, le diagnostic est confirmé a 1’objectif 100
a ’huile d’immersion. Les oocystes de cryptosporidies apparaissent en rouge sur fond vert ou
bleu. 1ls mesurent 5 a 6 um de diametre, contiennent des granulations noires et présentent
souvent une vacuole qui apparait comme une zone plus claire. Lorsque les oocystes
contiennent des sporozoites, les oocystes n’ont plus de vacuole visible, sont plus faiblement
colorés et sont ainsi moins repérables, d’ou la nécessité d’effectuer la lecture a I’objectif 40.
Lorsque les selles sont au préalable concentrées par une technique utilisant de 1’éther, les

oocystes sont plus fréquemment retrouvés en périphérie du dépdt sur la lame. Cette technique
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permet aussi de diagnostiquer les oocystes de Cyclospora sp et d’Isospora belli (GUYOT,
SARFATI, & DEROUIN, 2012).

Figure 6:00cystes de Cryptosporidium apres coloration Ziehl-Neelsen modifiée. (GUYOT,
SARFATI, & DEROUIN, 2012)

7.1.2.2.2 Coloration a I’auramine phénol

La lecture des lames s’effectue en microscope a fluorescence Cette technique est
sensible, non spécifique, mais elle permet de mieux dénombrer les oocystes contentent des
sporozoites ou des oocystes vides. La fluorescence aspécifique peut étre vérifiée en recolorant
la méme lame avec la technique de Ziehl-Neelsen.

Cette coloration confere une fluorescence jaune-verte aux oocystes de
Cryptosporidium sous I'effet des rayons ultraviolets, en laissant le fond noir.

L’utilisation de la technique L’auramine est limitée a cause d’utilisation de produits
toxiques (auramine, phénol); elle est cependant classée dans la catégorie 2B, comme agent
potentiellement cancérogéne pour I'nomme, de la classification du centre international de
recherche sur le cancer (CIRC) (GUYOT, et al.,2012 ; ALLALOU & YACOUB, 2015).
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Figure 7: Oocystes de Cryptosporidium spp colorées a lI'auramine-phénol, présentant
un motif de coloration caractéristique des érythrocytes Coupe d'un champ de grossissement
400 x (JOHANSEN, et al., 2020).

7.1.2.2.3 Coloration de KINYOUN

C'est une coloration alternative a celle de Ziehl-Neelsen, utilisée pour la mise en évidence
des mycobactéries. Les mycobactéries apparaissent roses pales sur un fond bleu
(ANONYME, Coloration de Kinyoun).

® A FAMEMA - Faculdade de Medicina de Mar(lia

Figure 8 : Oocystes de Cryptosporidium spp dans les féces, colorées par la méthode de
Kinyoun. (RIBEIRO, et al., 2016)
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7.1.2.2.4 Immunofluorescence

Cette technique de coloration est caractérisée par sa grande spécificité et aussi grande
sensibilité, mais elle est tres codteuse, est uniquement utile dans les laboratoires faisant
beaucoup de recherches de Cryptosporidium, nécessite I’utilisation d’un microscope a
fluorescence (FERRAZZI, 1996). Elle repose sur I’identification des oocystes par un
anticorps monoclonal et une révélation par la fluorescence. Ils sont pratiqués sur lame, sur un
dépot de matiéres fécales ou apres concentration (GUYOT, SARFATI, & DEROUIN, 2012).

Cet anticorps monoclonal dirige contre des épitropes spécifiques de la paroi des
oocystes de Cryptosporidium  est révélé par un conjugué fluorescent donnant une
fluorescence verte périphérique en cas de positivité du prélevement (ALLALOU &
YACOUB, 2015).

Figure 9:00cystes de Cryptosporidium parvum observés par la méthode
d'immunofluorescence direct (PRINT, 2019)

7.1.2.2.5 Technique de Heine

Il s’agit d’une technique plus rapide et sensible que la coloration de Ziehl-Neelsen, déecrite
par le Dr Heine en 1982, elle repose sur les propriétés réfringentes des oocystes, elle est
cependant peu utilisée. 1l consiste a :

= Mélanger sur une lame 3 ul de selles a 3 pl de fuchsine de Ziehl.

= Realiser un frottis.

= Laisser sécher a I’air.

= Mettre de I’huile a immersion puis couvrir avec une lamelle.

= Regarder au contraste de phase a 1’objectif 40.

Les oocystes apparaissent alors trés réfringents, les structures internes, plus ou moins
colorées en rouge, légerement foncées. Cette technique ne permet pas 1’archivage des lames

ou la relecture de la lame au-dela de 15 minutes a frais et 30 minutes en présence de formol,
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elle est plus souvent réservée au domaine vétérinaire (GUYOT, SARFATI, & DEROUIN,
2012).
7.2 Le diagnostic sérologique (la recherche de coproantigenes)

C’est une technique permettant la détection d’antigénes parasitaires dans les selles,
elle repose sur un principe d’immunocapture, elle est spécifique, mais d’une faible sensibilité
(de 50 et 87% pour C. parvum et C. hominis et a moins de 35% pour les autres espéces de
Cryptosporidium) (ALLALOU & YACOUB, 2015)

Les tests ELISA sont surtout utilisés pour les enquétes de masse et tres peu dans les
laboratoires d’analyses, qui traitent de petits échantillons. Pour diagnostiquer la
cryptosporidiose, ces techniques ne doivent pas étre utilisées en premiére intention (GARCIA
& SHIMIZU, 1997)

7.3 Le diagnostic moléculaire

Décrite pour la premiere fois en 1986, il s’agit d’une technique de grande sensibilité et
tres complexe, elle est utilisée uniqguement dans des laboratoires spécialisés ou de référence, la
PCR (permet Polymérase Chain Reaction) de détecter et de rechercher I'ADN(Acide
désoxyribonucléique) du Cryptosporidium dans les selles des patients contaminés et méme
I’identification de ses espéces et sous-especes par analyse des fragments trouveés (GUYOT,
SARFATI, & DEROUIN, 2012).

La technique de la réaction de la polymérase en chaines (PCR) est codteuse et prend
beaucoup de temps comparativement aux autres techniques utilisées couramment (GOBET, et
al., 1997).

Il est aussi possible de déterminer la viabilité des oocytes, puisque les oocystes vides

ne sont pas fluorescents par la technique sensible nommé FISH (Hybridation fluorescente

In situ) et il est aussi possible de développer et distinguer des sondes spécifiques d'espéce
avec cette technique (ALLALOU & YACOUB, 2015).
8 Traitement

A T’heure actuelle, Les médicaments utilisés contre les protozoaires Apicomplexes se
sont révelés inefficaces contre Cryptosporidium, peut étre en raison de la localisation
particuliére du parasite dans la vacuole parasitophore. Plusieurs molécules ont une efficacité
partielle, mais insuffisamment démontrée par des études contr6lées (EHRENMAN, et al.,
2003).
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8.1 Chez les immunocompétents

L’infection étant spontanément résolutive en moins de deux semaines chez ceux qui ne
présentent pas de symptdmes. Dans le cas contraire seul le traitement des symptémes est
réalisé ; des antis diarrhéiques et une réhydratation (KUBINA, 2021).

8.2 Chez les immunodéprimés

Chez les immunodéprimés plusieurs molécules ont été testées comme 1’azithromycine,
paromomycine et nitazoxanide, ces molécules réduisent la fréquence et le volume des selles,
ainsi qu’une diminution de 1’excrétion d’oocystes, mais il n’élimine pas le parasite.

Chez les patients atteints de SIDA bénéficiant d’un traitement antirétroviral qui
permet une reconstitution immunitaire a un effet sur le parasite, le risque de cryptosporidiose
a ét¢ diminué de pres de 96 % par I'utilisation d’inhibiteurs de protéase du VIH (indinavir,
saquinavir et ritonavir) qui exercent une activité anticryptosporidienne (BENAMROUZ-
VANNESTE, et al., 2020).

Tableau 3:Thérapeutiques décrites contre la cryptosporidiose (CHECKLEY, et al., 2015)

Molécules

. : Statuts Limites
thérapeutiques

e Efficacité de 56 a 96% chez
I’héte immunocompétent.

Approuveé pour le traitement de la e Pas efficace chez les patients
cryptosporidiose du patient atteints de SIDA a un stade
Nitazoxanide immunocompétent avance.
e Codlt élevé et disponibilité
limité.

e Efficacité limité chez les
Utilisation approuvé pour d’autres patients atteint de SIDA.
infections e Aucunes données controlées

Paromomycine
dans les autres groupes

e Pas efficace chez les patients
atteints de SIDA a un stade
avance.
e Peu e données d’efficacité
chez les patients atteints du
SIDA.

Utilisation approuvé pour d’autres
Azithromycine infections
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9 Prévention
9.1 Prévention individuelle
La prévention individuelle repose avant tout sur le respect de regles préventives de base
(’hygiéne), plus particulierement chez les patients immunodéprimés qui sont les personnes
les plus exposées ; ces mesures permettent de réduire le risque de contamination.
v" Laver les mains soigneusement avec de I’eau et de savon, la désinfections des mains
avec de 1’alcool ne semble pas suffisante pour lutter contre les cryptosporidies.

v" Eviter la consommation des jus, du lait, du cidre de pomme non pasteurise.

\

Ne pas manger les aliments (fruits et [égumes), lavés avec de 1’eau souillée.
v Exclure les enfants souffrant d’une diarrhée dans les créches jusqu’a leurs guérisons
et bien désinfecter leurs jouets.
v" Recommander I’utilisation de gants aux personnels travaillant dans les créches, avant
le changement des couches ou de linge ou d’objets souillés par les selles
v' Eviter le contact avec les animaux (surtout les veaux agés de moins de deux semaines)
pendant les visites des fermes pédagogiques.
v Avertir les personnes exercant certaines activités professionnelles : personnel de santé
médical ou paramédical, vétérinaire, éleveur et personnel d’abattoir, du risque de
contamination et d’importance des mesures d’hygiénes.
v" Informer les voyageurs du risque accru de diarrhée liée a la consommation d’eau non
encapsulée ou d’aliment crus (huitres, moules) provenant d’une zone d’élevage non
surveillée sur le plan microbiologique.
v’ Etre averti de la dangerosité des baignades dans des zones non surveillées (lacs,
piscines, rivieres)
v Donner une information sur le risque de contamination oro-fécale lors de certaines
pratiques sexuelles (BONNIN, et al., 2006 ; GUYOT, et al., 2012).
9.2 Prévention collective

En vue de la grande resistance des oocystes de Cryptosporidium, la prévention
collective se base avant tout sur le contréle de la contamination environnementale et la
protection des ressources en eau destiné a la consommation humaine.

Une surveillance microbiologique et parasitologique des ressources est nécessaire,
Ceci s’appuie sur un traitement efficace des ressources d’eau (filtration des eaux de boisson)
(GUYOT, SARFATI, & DEROUIN, 2012).
Le systéme le plus efficace pour 1’¢élimination des kystes est le filtre de robinet doté du

systéme d’osmose inverse et signalé par la mention « 1 micron » ou encore testes et certifiés
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par les standards NSF/ANSI n°53 ou 58 (FAYER & XIAO, Cryptosporidium and
cryptosporidiosis, 2007).
En cas d’¢épidémie localisée de la maladie, les autorités sanitaires appellent

habituellement la population a faire les recommandations d’hygiénes individuelle

(BENAOUDA & LOUKKAD, 2019).
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1 Matériel et méthodes
1.1 Présentation de cadre et lieu d’étude
Notre travail comporte deux volets :
- Une étude prospective, pour la recherche de cryptosporidies sur des selles de patients,
menée au niveau du laboratoire de parasitologie et mycologie du CHU de Tizi -Ouzou.
- Une étude rétrospective a propos des cas de cryptosporidiose enregistrés au niveau du
méme laboratoire, sur une période de 9 ans (2014 — 2022).
1.2 Présentation des lieux de prélévement
1.2.1 Le Centre de transfusion sanguine de Tizi-Ouzou
1.2.2 Lesdifférents services du CHU NEDIR MOHAMED de Tizi-Ouzou
1.2.2.1 Service de Pédiatrie
Des échantillons de selles d’enfants de moins de 7 ans qui présentent une diarrhée
comme critére d’orientation.
1.2.2.2 Service des maladies infectieuses
Echantillons de selles de personnes sidéennes.
1.2.2.3 Service de gastro-entérologie
Echantillons de selles de personnes immunodéprimées traitées au niveau du service de gastro-
entérologie.
1.2.2.4 Médecine interne
Des échantillons de selles ont aussi été prélevés sur des patients immunodéprimeés et
souffrants de diarrhée, traités au niveau du service de médecine interne.
1.3  Population de I’étude
L’ensemble de 1’¢tude prospective comporte 56 prélevements de selles.
La population source de notre étude est représentée par tous les consultants présentant des
signes évoquant la cryptosporidiose comme critére d'inclusion.
Chaque prélévement est accompagné d’une fiche de renseignement (sexe, age, adresse,

symptomes, traitement, différents facteurs de risque...)

1.4 Recueil des selles

Les selles sont recueillies dans des récipients propres, secs et fabriqués en matériaux
non absorbantes. La totalit¢ de 1’émission fécale est acheminée au Ilaboratoire de
parasitologie. Les selles doivent parvenir au laboratoire deux a trois heures au maximum

apres la défécation. En cas de conservation il faut ajouter du formol a 10%.
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1.5 Matériel non biologique
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Appareillage
Balance
Centrifugeuse
Microscope optique
Les réactifs
Méthanol pur.
Fuchsine basique.
Phénol.

Vert malachite.

Bleu méthyléne.
Acide sulfurique.
Ethanol absolu.

Na CI.

Eau distillée.

Formol 10%.

Ether.

Autre mateériel

Verres a pieds.

Agitateurs en verre.

Lame porte-objet.

Lamelle couvre-objet.

Tube conique a centrifuger de 15 ml.

Bouchons en caoutchouc pour les tubes a centrifuger.

Portoir.

Eprouvettes a 500ml.

Des emboues.

Une micro pipette Pasteur.

Une pince.

Boites de Pétrie.

Bécher.

L’huile a immersion.

Récipients propres.

27



Chapitre 111 Matériel et méthodes

1.6 Méthodes utilisées
Pour chaque selle, nous avons effectué :
v Un examen macroscopique direct a 1’état frais.
v Une concentration par la méthode de Ritchie simplifiée.
v" Une coloration de Ziehl-Neelsen modifiée par Henriksen et Pohlenz sur frottis de
selles.
v Une coloration Kinyoun.
1.6.1 Examen macroscopique
Consiste a visualiser la selle a 1’ceil nu pour observer la texture, la couleur et la présence
éventuelle de parasites.
1.6.2 Examen microscopique
1.6.2.1 Examen directe
Cet examen a [’état frais a l’objectif 40, nous permet d’observer les éléments
parasitaires présents. Mais ne nous permet pas 1’identification des Cryptospridium identique
aux levures.
» Préparation de I’eau physiologique

e Prendre 9 gr de NACL.

e Mélanger avec 1000 ml de I’cau distillé.

Figure 10:Préparation de I'eau physiologique (FERHAT & KHEROUS, 2023).
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Examen directe :

e Prendre une noisette de selle (50%).
e Ajouter 50% de I’eau physiologique.

e Observer entre lame et lamelle.

Figure 11:Etapes de I'examen direct (FERHAT & KHEROUS, 2023)

1.6.2.2 Technique de concentration : Technique de Ritchie
o Prendre une noisette de selle.
o Dilution dans 10 fois le volume de formol a 10%.
o Dans un tube conique, on verse 2/3 du mélange.
o On ajoute 1/3 d’éther.
o On ferme le tube hermétiquement.
o Agiter fortement le tube pour obtenir une solution homogéne.
o Centrifuger a 1500 t/mn pendant 3 mn.
o Rejeter le surnageant en un seul jet.
o Confectionner un frottis a partir du culot.
o Le frottis sera coloré selon la technique de Zeihl-Neelsen et Kinyoun.
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Figure 13:Les quatre phases obtenues aprés technique de concentration de Ritchie (FERHAT
& KHEROUS, 2023)
1.6.2.3 Réalisation du frottis
e A T’aide d’une micropipette on prend une goutte du culot.
e On met cette goutte sur une lame porte objet
e A l’aide d’un embout on étale bien la goute.
e Laisser sécher a I’air libre.
e Fixer avec le méthanol pendant 5 min.

e Sécher de nouveau
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e Puis la colorer avec une coloration Ziehl-Neelsen modifiée et KINYOUN.

Figure 14:Etapes de réalisation d'un frottis (FERHAT & KHEROUS, 2023).

1.6.2.4 Les Colorations

1.6.2.4.1 Coloration de Ziehl-Neelsen modifiée par Henriksen et Pohlenz

C’est une technique spécifique pour la coloration des oocystes de Cryptosporidium sp.

Colorer la lame fixée dans un bain de fuchsine phéniquée pendant 1 heure.

Ringage sous 1’eau du robinet.

Différencier avec 1’acide sulfurique a 2 % pendant 20 secondes.

Rincer sous I’eau du robinet.

Contre coloration dans une solution de vert de malachite a 5% pendant 5 minutes.

Rincer a I’eau de robinet.

Sécher a I’air libre.

Observation microscopique : La lecture du frottis coloré se fait au microscope optique au

grossissement x40 puis X100 (avec I’huile d’immersion).
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Figure 15:Etapes de réalisation de la coloration de Ziehl-Neelsen modifiée (FERHAT &
KHEROUS, 2023).
1.6.2.4.2 Coloration de Kinyoun

Cette technique de coloration permet d’avoir un résultat plus rapide par rapport a la
coloration spécifique Ziehl-Neelsen modifiée par Henriksen et Pohlenz.

e Tremper la lame dans la fuchsine de Kinyoun pendant 5 min.

e Rincer a I’alcool éthylique 50%.

e Rincage a I’eau de robinet.

e Décoloration a 1’acide sulfurique 2%.

e Ringage a I’eau.

e Contre coloration dans une solution de bleu de Méthyléne.

e Ringage a I’eau.

e Sécher a I’air libre.
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e Observation microscopique : La lecture du frottis coloré se fait au microscope optique

au (grossissement x40) puis (G x100) (avec I’huile d’immersion).

Figure 16:Etapes de réalisation de coloration de Kinyoun (FERHAT & KHEROUS, 2023).

Préparation des réactifs des deux préparations
Préparation de la Fuchsine basigue de KINYOUN

= 33,3 g de la fuchsine basique
* 66,6 g de phénol
= 166 ml d’éthanol
= 1000ml de I’eau distillé
Bleu de méthyléne de Loffler
Dissoudre 0,3 g a 0,5 g de chlorure de bleu de méthyléne dans 100 ML d’eau distillé.
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Préparation de la fuchsine phéniquée
Solution A

= 159 de fuchsine basique.

= 1000 ml d’éthanol a 95 %.
Solution B :

= 10ml de la solution A.

= 90ml I’eau phéniquée a 5%.

Solution de vert de malachite a 5% :

= 5g vert de malachite oxalate.
=  100ml d’eau distillée.

Acide sulfurigue a 2% :

= Dilution de I’acide sulfurique 95%

La lecture
Le diagnostic est dit positif, quand les oocystes de Cryptosporidium sp. apparaissent en rouge-
vif sur un fond vert (vert malachite) ou bleu (bleu de méthyléne), ils se présentent sous forme
d’¢léments arrondis de 5 a 8 pm de diamétre et renfermant de grosses granulations noiréatre (
BELKAID, et al., 1992). Il est dit négatif quand aucun oocyste n’est visualisé apres
observation de 100 champs microscopiques. (KHELEF, et al., 2007)
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1 Reésultats

1.1 Etude prospective

Tableau 4:Nombre de cas étudié selon différents services

Service Positif Négatif Total
Extérieur 0 14 14
Gastro 0 6 6
Hématologie 0 3 3
Infectieux 1 10 11

Ml 0

Néphrologie 0 4 4
Pédiatrie 0 13 13
Total 1 55 56

Sur 56 échantillons examinés, un seul cas de cryptosporidiose a été diagnostiqué sur un
malade du service infectieux (malade VIH+).
Présentation de cas observé
Patient : Mr. H.S
Age : 29ans
Sexe : Masculin
Région : Bouira
Clinique :
e Patient sideen.
e Présence des filaments mycéliens.
e Atteint de leishmaniose cutanée.
Symptdmes :
e Diarrhées aqueuses (05 selles par jour).
e Douleurs abdominales.
e Présence de glaire dans les selles.

e Amaigrissement.
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Traitement :
Traitement de la cryptosporidiose avec FLAGYL® plusune réhydratation et aucun
traitement contre le SIDA.

Figure 17: Les oocystes de Cryptosporidium sous microscope optique apres la coloration de
Zeihl-Neelsen modifiée au grossissement x100 (FERHAT & KHEROUS, 2023).
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Figure 18: Oocystes de Cryptosporidium sous microscope optique apres la coloration de
Kinyoun au grossissement x100.

1.2 Etude rétrospective

Nous avons traité les dossiers de 215 patients au niveau du laboratoire de parasitologie et
mycologie du CHU de Tizi-Ouzou sur une période de 9 années (2014 — 2022). 23 patients
sont révelés positifs.
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1.2.1 Répartition des patients selon différents services

Tableau 5: Repartition des patients étudiés selon les services.

Services Positif ~ Négatif Total
Externe 1 41 42
Gastro 1 2 3
Hématologie 0 15 15
Infectieux 10 46 56
Ml 6 51 57
Néphrologie 1 9 10
Pédiatrie 4 25 29
Reéanimation 0 3 3
Total 23 192 215

La réparation de 1’ensemble des patients infectés par la cryptosporidiose selon les

différents services est représentée dans la figure ci-dessous (fig. 19) :

Cas selon les services
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&
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Figure 19: Répartition de Cryptosporidium selon les services.

On peut constater que c’est le service des maladies infectieuses qui présente le plus
grand nombre malade parasites par Cryptosporidium avec 10 cas d’infection, les services les
moins touchées sont ceux de gastro-entérologie, et de néphrologie. Pour les patients externes,
un seul cas positif sur 42 examinés. Tandis que les deux services réanimation et hématologie

ne présente aucun cas (fig. 19).
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1.2.2 Distribution des cas de cryptosporidiose selon le sexe

La répartition des cas de cryptosporidiose selon leur sexe est de 11.6% pour les

patients de sexe masculin et 8.8% pour les patients de sexe féminin, cette différence

n’est pas statistiquement significative (p = 0.6). (Tableau 6).

Tableau 6: Les taux des cas selon le sexe

Sexe Positif Négatif Total Taux de +
Homme 17 130 147 11,6%
Femme 6 62 68 8,8%
Total 23 192 215 10,7%

1.2.3 Distribution des cas de cryptosporidiose selon la tranche d’age

La distribution des cas de cryptosporidiose est consignée dans le tableau 7 et la figure

20 ci-dessous.

Tableau 7: Répartition des cas positif selon les tranches d'age

Classes d'age  Positif Négatif Total Taux+
classe 0-10 4 30 34 11,8%
classe 10-20 0 8 8 0,0%
classe 20-30 0 9 9 0,0%
classe 30-40 1 16 17 5,9%
classe 40-50 14 116 130 10,8%
>50 4 13 17 23,5%
Total 23 192 215 10,7%
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Taux des cas positifs en fonction de I'age

classe 30-40 _
classe 20-30
classe 10-20
0,0% 5,0% 10,0% 15,0% 20,0% 25,0%

Figure 20 :Distribution des cas étudiés selon les tranches d’age

Nous constatons d’aprés la figure 20 et le tableau 7 que la cryptosporidiose touche
essentiellement les ages extrémes : les enfants de moins de 10 ans et les personnes de plus de

50 ans.

1.2.4 Fréquence des cas positifs observé dans le laboratoire mycologie-parasitologie
depuis 2014

Tableau 8: Frequence des cas etudiés de Cryptosporidium durant 9 ans depuis 2014

Année Positif Négatif Total
2014 2 12 14
2015 6 24 30
2016 3 33 36
2017 2 66 68
2018 3 7 10
2019 2 14 16
2020 3 7 10
2021 0 14 14
2022 2 15 17
Total 23 192 215
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2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022

Figure 21:Fréquence de Cryptosporidium durant 9 ans depuis 2014 jusqu'a 2022

L’étude du tableau 8 et de la figure 21 ont démontrées que sur 23 cas de
cryptosporidiose ont été enregistrés dans le laboratoire de mycologie-parasitologie depuis le
01 janvier 2014 jusqu’au 31 décembre 2022. L’atteinte maximale a été¢ enregistrée en 2015

(6cas), tandis que I’atteinte minimale a été enregistrée en 2021 (aucun cas).
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2 Discussion

L’insuffisance de statistiques probantes et récentes, des données épidémiologiques
concernant la prévalence et la distribution de la cryptosporidiose en Algérie, nous a Incités a
réaliser une enquéte épidémiologique et clinique sur cette affection parasitaire au niveau du
CHU de Tizi-Ouzou.

Malgré I’amélioration des mesures d’hygiéne notamment aprés la pandémie de
COVID19 (lavage des crudités, lavage et désinfection des mains) aucune diminution de cas de

Cryptosporidium n’a été documentée durant ces dernieres années.

Dans nos deux eétudes prospective et rétrospective de 56 cas et de 215 cas
respectivement, un seul cas positif a été diagnostiqué dans 1’étude prospective Soit un
pourcentage de 1,78%. Ce taux relativement faible peut étre aligné sur les taux observés dans
les pays industrialisés ou la prévalence est estimée entre 0,5 et 2% (GUYOT, SARFATI, &
DEROUIN, 2012), par contre, comparé a ceux des autres pays en voie de développement
notre résultat est inférieur au taux de 16,4% observé en Tunisie par exemple (AISSA, et al.,
2009). Pour I’étude rétrospective, des cas enregistres de 2014 jusqu’a 2022, 23 cas sont
réveélés positifs infectés par la cryptosporidiose, soit un pourcentage de 10,7%, qui est presque
égal a celui du Bénin, avec 10,8% (LOKO, YEDOMON, & ZOHOUN, 2008).Comparé au
Nigéria (34%) notre résultat est beaucoup inferieur (DONG, et al., 2020).

Variation selon les tranches d’age et le statue immunitaire

De faite que les réponses immunitaires jouent un role essentiel dans la protection et la
résolution de I’infection par Cryptosporidium qui est un parasite opportuniste, notre étude a
montré que deux pics distincts de parasitisme par Cryptosporidium, sont en premier les
personnes agées plus de 50 ans, soit d’un taux de 23,5%, surtout pour ceux qui souffrent de
quelques maladies chroniques. Le deuxiéme pic, les enfants de 1’age de 0-10 ans, surtout ceux
qui fréguentent les écoles et les garderies, période durant laquelle les conditions favorisent la
contamination tel que le contact avec la terre souillée par les oocystes de Cryptosporidium. Le
taux d’infection chez cette catégorie est de 11, 8%, supérieur au taux observé chez les enfants
libanais qui est de 10,4% (OSMAN, et al., 2016), par contre la prévalence que nous avons
observé est inférieure a celle qui est enregistrée chez les enfants Bangladais vivants dans des
bidonvilles: 77% (DONG, et al., 2020). Statistiquement, nous ne pouvons pas affirmer qu’il y

a une différence de prévalence de la cryptosporidiose liée a la classe d’age.
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Un seul cas d’infection par la cryptosporidiose est enregistré pour les personnes agées
entre 20 et 40 ans. Dans 1’étude prospective le cas cryptosporidiose observé concerne un jeune
homme de 29 ans, dont le systeme immunitaire est affaibli par le SIDA et plusieurs affections
opportunistes, telles que les mycoses, la leishmaniose cutanée. La cryptosporidiose est une
parasitose opportuniste qui survient lorsque la personne présente un taux de CD4 inférieur
200 éléments/mma3.

Variation selon le sexe

Nous avons recensé dans notre étude 6 cas positifs des femmes soit un taux de 8,8%
et 17 cas des hommes étudiés d’un taux de 11,6%, il n’y a aucune différence significative qui
peut étre rattachée au sexe des patients.

Variation selon les annees

Les statistiques de notre étude rétrospective depuis 2014 et prospective, ont démontré
que la cryptosporidiose est presque stable durant ces 10 ans derniers, le nombre de cas est
minime variant entre 0 a 6 cas. Le maximum des cas est observé en 2015, le minimum en
2021 au il n’y a aucun cas enregistré. Pour les années 2014, 2017, 2019, 2022, la
cryptosporidiose a resté stable (2 cas), 1 cas pour I’année 2023 et 3 cas pour les années 2016,
2018 et 2020.

Variation selon les services

Dans notre étude des cas positif selon les services, nous avons constaté que le service
des maladies infectieuses comporte le plus grand nombre de cas (10 cas), puis viens le service
de médecine interne en deuxieme position (6 cas infectés), puis service de pédiatrie (4 cas),
les services gastro-entérologie, néphrologie et patients externes sont moins touchés (1 cas) et
enfin service de réanimation et service d’hématologie ne présentent aucun cas d’infection par
Cryptosporidium. Il n’y a aucune différence significative qui peut étre liée aux services.

Les colorations utilisées

Dans notre étude prospective de 56 cas, nous avons utilisé deux techniques de
colorations, coloration de Zeihl-Neelsen modifiée (fig.17) et coloration de Kinyoun (fig.18)
pour chaque préléevement de selle. Nous avons utilisé la coloration de Kinyoun pour son
important avantage de donner un résultat plus rapide, dans 10 min contrairement a celle de
Zeihl-Neelsen modifiée qui prend plus d’une heure. Mais la coloration de Kinyoun reste une
coloration non spécifique aux parasites (coloration bactériologique) et ses résultats restent non
confirmé, il nécessite la vérification avec la coloration spécifique des Cryptosporidium Ziehl-

Neelsen qui reste la seule a fournir réguliérement des bons résultats.
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Conclusion

Cryptosporidium sp est un parasite pathogeéne agressif surtout chez 1’enfant et
I’'immunodéprimé, la gravité des signes cliniques chez ces catégories de patients, I’absence de
traitement efficace et la grande résistance des oocytes dans 1’environnement et aux
désinfectants usuelle font que la cryptosporidiose reste préoccupante, ce qui oblige le
responsable de secteur sanitaire aussi bien humain que vétérinaire de suivre les mesure
préventives et sanitaires nécessaires, afin de préserver les eaux de surface de bonne qualité.

C’est dans ce contexte que nous avons mené cette étude transversal de ’année 2023 et
une étude longitudinale sur 9 années (2014-2022) avec comme objectif de déterminer la
prévalence de cryptosporidiose et ses variations selon les tranches d’age, le sexe et les
services les plus touchés au niveau de laboratoire parasitologie mycologie CHU Tizi-Ouzou,
les résultats de notre étude ont permis de ressortir I’implication de Cryptosporidium comme
étant un agent associé a I’affaiblissement du systéme immunitaire, d’aprés les résultats
documentés les personnes plus de 40 ans et les moins de 10 ans sont les plus affectés.

La recherche de Cryptosporidium n’est pas systématique au cours de L’examen
parasitologique des selles mais est effectué uniquement sur demande de clinicien et surtout en
cas d’immunodépression, Les techniques de coprologie utilisées pour la recherche des
oocystes de ce parasite étaient la concentration de Ritchie puis les colorations utilisées au
laboratoire, la coloration de Ziehl-Neelsen modifiee et la coloration de Kinyoun.

Actuellement, la cryptosporidiose est probablement sous-estimée dans la région de
Tizi-Ouzou, et donc il est difficile de dire que cette parasitose est fréquente ou non dans cette

région.
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Résume

La cryptosporidiose est une zoonose opportuniste cosmopolite due a Cryptosporidium,
responsable de diarrhées spontanément resolutives chez les patients immunocompétents,
notamment les enfants, et de diarrhées chroniques graves chez les malades immunodéprimés
.L’infection humaine résulte d’une propagation zoonotique ou anthroponotique du parasite,
dont la transmission est facilitée par sa résistance aux divers désinfectants couramment
utilises, le diagnostic de la cryptosporidiose repose sur la mise en évidence des oocystes dans
les selles. Les mesures de prévention et de contrdle de I’infection sont essentielles pour la
protection des groupes vulnérables car les options de traitement de ce genre de coccidie
restent encore limitées.

L’objectif de ce travail est de recueillir des données épidémiologiques afin de
déterminer la prévalence et la place de la cryptosporidiose au niveau de la région d’étude
(Centre hospitalier Universitaire CHU de Tizi-Ouzou). Notre présente étude s’agit d’une
étude rétrospective portant sur 09 ans (2014-2022) et une autre étude prospective de I’année
2023. Au total de 24 cas, les classes d’ages les plus touchées sont la petite enfance de 0-10

ans et les trés >50 ans.

Summary

Cryptosporidiosis is an opportunistic zoonosis due to Cryptosporidium, responsible for
spontaneously resolning diarrhea in immunocopetent patients, especially children, and serious
chronic diarrhea immunocompromised patients. Humin infection results from zoonotic or
inthropological spread of the parasit, whose transmission is facilitated by its resistance to
varions commonly, used disinfectants. The diagnosis of cryptosporidiosis is based on the
detection of oocysts in the stool. Infection prevention and control measures are essential for
the protection of vulnerable groups as treatment options for this kind of coccidea are still
limited.

The objective of this work is to collect epidemiological data in order to determine the
prevalence and place of cryptosporidiosis in the study region (Tizi-Ouzou University Hospital
Center UHC).Our present study is retrospective study covering 9 years (2014-2022) and
another prospective study in the year 2023.A total of 24 cases, the most affected age groups

are early childhood from 0-10 years and those very over 50 years old.
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