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I-INTRODUCTION :

Depuis plus d’une vingtaine d’années, I’amcebose a été soupconnée d’étre
incriminée parmi les facteurs inaugurant la Récto-Colique-Ulcéro-Hémorragique
(RCUH) ou du moins 1’aggravant si elle a été deja declarée [6, 23].

En effet, plusieurs observations ont relevé ’existence d’épisodes d’amcebose
dans les antécédents de malades atteints de RCUH [13, 35, 84, 152].

Par ailleurs, la persistance de troubles colitiques importants malgré le traitement
de I'amcebose et la disparition des amibes pathogenes a I’examen parasitologique
a eté longtemps décrite sous le nom de colite post-dysentérique ou post-
amibienne alors qu’il s’agissait d’une RCUH [96, 117, 136].

La ressemblance des syndromes cliniques et des lésions endoscopiques des deux
maladies a fait que plusieurs surinfections amibiennes ont été confondues avec
des poussées de la maladie inflammatoire colique et inversement [46]. Seul
I’examen parasitologique des selles et/ou I’examen anatomo-pathologique sur
des biopsies permettent de faire le diagnostic differentiel entre les deux
affections [2, 6, 20, 32].

En effet, la RCUH est une maladie inflammatoire et ulcéreuse touchant aussi le
rectum et le c6lon. Elle évolue par poussées successives [151].

En I’absence d’étiopathogénie connue, sa définition reste descriptive et le
diagnostic de rectocolite hémorragique repose sur un faisceau d’arguments
cliniques et anatomo-pathologiques [6, 94].

Sur le plan thérapeutique et en absence d’examen parasitologique, la
corticothérapie prescrite par voie genérale ou locale peut étre responsable de
veritables flambées d’amcebose. C'est pour cette raison que plusieurs auteurs
préconisent la prescription systématique d'un traitement anti-amibien pour les
malades atteints de RCUH, chez qui la parasitologie des selles serait en faveur
d’une amcebose [207].

L’interférence de 1I’amcebose intestinale particuliecrement fréquente a pu faire
surestimer 1’intensité de la poussée en majorant le syndrome dysentérique et
détériorant 1’état général du malade ; les résultats souvent spectaculaires du
traitement ameebicide seul en sont une preuve. Ce qui a poussé plusieurs auteurs
a se pencher sur ce probleme [32].

Des études nationales et internationales ont montré que I’association des deux
pathologies était fréquemment retrouvée entrainant le patient dans un cercle
vicieux [8, 9, 13, 33, 35].
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Cependant aucune étude statistique nationale n’a été faite dans ce domaine. En
Algérie les pathologies coliques d’origine parasitaires ou inflammatoires sont
fréquentes. Elles constituent le principal motif des consultations gastro-
intestinales [31].

Les demandes de parasitologie des selles émanant du service d’hépato-gastro-
entérologie et des consultations spécialisées ont permis de mettre en évidence a
plusieurs reprises Entamoeba histolytica parasite responsable du syndrome
dysentérique. La fréquence de ce parasite chez des malades atteints d’un
processus inflammatoire intestinal a attiré notre attention [8, 9].

Aprés recherche bibliographique nous avons remarqué qu’aucune étude
scientifique pluridisciplinaire n’a été faite dans notre pays pour évaluer le risque
de contamination parasitaire chez les malades atteints de RCUH qui a notre avis
constituent une population a risque. Ce dernier doit étre évalue par des methodes
statistiques précises et par la méme occasion redefinir les critéres de guérison
chez ces patients.
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II-AM@EBOSE OU AMIBIASE
1-Définition :

L’amaebose est I’état dans lequel I’organisme humain héberge Entamoeba
histolytica, avec ou sans manifestations cliniques, 1903 ; syn. E.dysenterie
(dénomination faite par Councilman et Lafleur, 1891) [148,171].

I1 s’agit d’une protozoose intestinale qui peut metastaser par voie sanguine ou
lymphatique et envahir d’autres tissus. Dans ce cas le foie étant I’organe le plus
fréquemment atteint [155, 160].

Avec environ 50 millions de cas d’amcebose invasive et [40,000 a 100,000] de
déces/ans, ’amaebose est la seconde cause de mortalité par infection parasitaire
a travers le monde, apres le paludisme [105, 130, 158, 159].

Prés de 500 millions d’individus a travers le monde, soit 10% surtout dans les
pays en voie de developpement sont porteurs de kystes du complexe Entamoeba
histolytica/Entamoeba dispar [130]. Elle est cosmopolite et sévit principalement
entre les 40° paralléles [166].

Elle est sévére particulierement en Extréme-Orient, on la retrouve également au
Moyen-Orient, en Afrique du Nord, en Afrique noire surtout dans les régions
humides, et en Amérique latine.

L'amcebose infestation est largement répandue dans les cing continents [148].
Des thérapeutiques nouvelles ont été mises au point par Charmot et al, faisant
appel aux imidazolés [14].

Actuellement, les travaux de recherche se dirigent vers I'étude des aspects
immunologiques de I'amibe pathogene ainsi que ses zymodémes [182, 189].

2-Historique :

En 1861, Dutrouleau décrivait la dysenterie endémique des régions tropicales,
affection distinguee par ses manifestations cliniques et ses Iésions anatomiques.
L’agent pathogeéne a été découvert par Losch en 1875 dans les selles et les
ulcérations coliques d’un jeune malade a Pétrogard.

En 1890, les travaux de Lutz et ceux de Councilman et Lafleur, établissent la
difference entre dysenterie bacillaire et la diarrhée muco-sanglante de la
dysenterie amibienne.

Quick et Roos en 1893 découvraient la forme kystique et précisaient le mode de
transmission de la maladie [150].

En 1893, Kruse et Pasquale différencient 1’amibe saprophyte Entamoeba coli de
I’amibe dysentérique pathogéne [123, 171].

16



Schaudinn en 1903 établit la différence morphologique entre ces deux amibes et
crée la dénomination d'Entamoeba histolytica.

Walker et Sellar ont complété le cycle évolutif du parasite entre 1911 et 1913.
En 1922, Rogers codifie le traitement a base d’émétine.

En 1925, Emile Brumpt décrit Entamoeba dispar et I'nypothése qu'il existe
deux d'amibes morphologiquement indistinguables mais qui différent par leur
aptitude a envahir les tissus [171].

En 1925, premiére mise en culture des amibes par Boeck.

Entamoeba histolytica est la dénomination définitivement acceptée et seule
retenue, lors de la réunion de la commission internationale de la nomenclature
en zoologie en 1954. L’amibe Entamoeba coli a été considérée comme espece a
part entiere [150].

En 1941, I’amibe Entamoeba moshkovskii morphologiquement identique a
Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar, a été isolé dans les eaux usées de
Moscou et est aujourd’hui considéré comme une amibe libre occasionnellement
hébergé par I'homme. Une autre espéce d'amibes, la souche Entamoeba
histolytica Laredo (dont le nom vient de la ville ameéricaine ou l'espece a été
isolée la premiere fois chez homme), a la méme morphologie qu’Entamoeba
histolytica et est considérée comme une variante non pathogene de cette
derniére.

En 1957, Burrows distingue Entamoeba hartmanni.

En 1961, Diamond a cultivé pour la premiere fois des amibes sur milieu
axénique.

En 1991, barycentre Clark et L.S. Diamond ont utilisé des méthodes de biologie
moléculaire pour démontrer que la souche Laredo d’Entamoeba histolytica est
identique a Entamoeba moshkovskii [229].

Entamoeba Polecki a été identifiée pour la premiére en 1912 en
Tchécoslovaquie par Von Prowazek dans les échantillons de selles de deux
étudiants de Kampuchea. Caracteéristiques, les kystes uninuclées ont été trouves-
a plusieurs reprises dans des échantillons de selles provenant de ces étudiants.
Suite a ces cas, Entamoeba Polecki a été constatée a plusieurs reprises dans les
excréements de porcs. D'autres cas humains ont depuis été signalés jusqu'en
1949. La plupart des chercheurs croient, cependant, que de nombreux cas
humains ont existé pendant cette période et que les infections étaient
asymptomatiques.

En 2012, a été isolée I’amibe Entamoeba bengladeshi dans la région de Dhaka
au Bengladesh.
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Les méthodes modernes d’imagerie, les techniques sérologiques de plus en plus
fiables ont facilit¢ le diagnostic de I’amcebose hépatique et les autres
localisations tissulaires du parasite.

Ces dernieres années, l’analyse génétique par 1’étude des enzymes, des
différentes souches d’amibes provenant de diverses régions tropicales ou
tempérées, a remis a I’honneur la notion de souches pathogénes d’Entamoeba
histolytica  qui avaient été suspectée sur des notions épidémiologiques et
cliniques des 1925 par Brumpt (Entamoeba dispar, souche non pathogéne
d’Entamoeba histolytica) [150].

3-Classification des amibes:

Entamoeba histolytica se situe dans le régne animal des protozoaires, sous-
embranchement des sarcotina, classe des Rhizopodea se déplacant a l'aide de
pseudopodes arrondis a leur extrémité, ordre des Amoebida, famille des
Entamoebidae. Ce groupe d’amibe au corps massif posséde un noyau
renfermant un caryosome ou endosome (formation dépourvue d'ADN) [148].

A Tl'intérieur de cette famille, le genre Entamoeba se caractérise par un noyau
vésiculeux, renfermant un petit carysome central ou subcentral et une
chromatine périphérique. Leurs formations Kkystiques contiennent de 1 a 8
noyaux et parfois une ou plusieurs inclusions sidérophiles ou chromidiums, qui
disparaissent a maturite.

Quatre especes peuvent parasiter I'intestin de I'hnomme, Entamoeba histolytica,
Entamoeba dispar, Entamoeba coli et Entameoba hartmanni mais seule

I'espéce histolytica est impliquée dans I'amcebose [148]. (Voir figure n°1)
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Figure n° 01 : Classification des amibes.
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4-Etude du parasite:

4-1-Réservoir du parasite:

L'homme est pratiquement le seul a pouvoir héberger le parasite.

La prévalence des porteurs de kystes est élevée dans les couches socio-
économiques basses, chez les handicapés mentaux (institutions), chez les sujets
agés et chez les homosexuels. La durée du portage parasitaire est plus longue
avec les souches pathogenes [14, 18, 148].

4-2- Morphologie des amibes parasites de I’homme:

Les amibes sont des organismes microscopiques unicellulaires. La forme
vegétative est irréguliere et se déplace a I’aide de pseudopodes. La majorité des
organites cellulaires sont invisibles sans coloration. Cependant plusieurs
colorations permettent de faire ressortir principalement la structure nucléaire
[18].

4-2-1-Microscopie optique :

Entamoeba histolytica se présente sous 3 formes :

4-2-1-1- Entamoeba histolytica hisolytica : présente un contour trés irrégulier,
elle est mobile a déplacement unidirectionnel.

Sa taille varie de 20 a 40 p.

Son cytoplasme se divise en :

e [’endoplasme granuleux contenant de nombreuses vacuoles digestives
remplies d’inclusions alimentaires, de bactéries et surtout d’hématies plus
ou moins digerées. On observe apres coloration un seul noyau, arrondi,
renfermant un corpuscule plus ou moins volumineux appelé : caryosome
ou endosome entouré d’une chromatine périphérique reguliere.
L’identification des différentes espéces repose généralement sur 1’aspect
microscopique du noyau, facilement mis en évidence par coloration.

e L’cctoplasme est clair, hyalin et tres réfringent. La distinction entre
I’ectoplasme et I’endoplasme est bien marquée.

Les pseudopodes se constituent de la maniére suivante : il apparait un
prolongement hyalin formé d’abord de I’ectoplasme dans lequel se vide
rapidement I’endoplasme attirant avec lui les autres organites cellulaires
et le noyau, I’amibe parait ainsi couler a la surface de la lame de verre, se
déplagant comme une limace.
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Une fois le pseudopode rempli, I’amibe prend une forme arrondie avant
que n’apparaisse un nouveau pseudopode dans la continuité du premier et
le processus se reproduit [14, 37].

4-2-1-2- Entamoeba histolytica minuta :

Sous espéce remise en cause par plusieurs auteurs, cette forme vit en commensal
au niveau du tube digestif, elle est retrouvée en dehors des phases aigues de
I’amcebose, chez les porteurs sains et chez les convalescents. Sa taille est plus
petite de 15-25 p de diametre, de forme plus arrondie avec une différentiation
entre ’ectoplasme et I’endoplasme.

Les formes minuta ont la méme structure générale que les formes histolytica
mais leur cytoplasme est dépourvu d”hématies.

Elle vit dans la lumiére intestinale, de débris alimentaires et de bactéries. Elle se
multiplie par scissiparité, elle peut &tre éliminée sous cette forme dans les selles
ou se transformer en forme invasive Entamoeba histolytica dans le meilleur des
cas S’enkyster.

Avant de s’enkyster, I’amibe s’immobilise, s’arrondit, évacue de son cytoplasme
toutes les inclusions et devient plus petite, formant un pré-kyste.

4-2-1-3-kyste d’Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar:

La forme kystique ou forme de résistance est immobile, entourée d’une coque
épaisse et réfringente. Elle ne se nourrit pas et son cytoplasme est hyalin et
homogeéne.

Le kyste est bien arrondi et mesure 8 -15 um de diameétre, entouré d’une double
coque (invisible a 1’état frais mais se dédoublant avec I’emploi d’une technique
de concentration en un contour externe fin et un contour interne épais, noir,
réfringent). Les plus jeunes des kystes sont les plus grands et contiennent parfois
une vacuole.

A l'état frais, Le cytoplasme apparait réfringeant, vide et peut renfermer parfois
un ou plusieurs cristalloides ou chromidiums, incolores aprés coloration des
kystes au Lugo ou au MIF. Par contre, ces éléments peuvent étre colorés par
I'hnématoxyline ferrique.

Les cristalloides sont allongés et présentent des extrémités arrondies leur
donnant un aspect trapu, en saucisse ou en cigare.

Le kyste presente la forme de dissémination et de résistance de la maladie
pouvant survivre plusieurs jours dans le milieu extérieur quand les conditions
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sont favorables (humidité et température moyenne : pays chauds et humides)
[37]. (Voir Tableau n°1).

Photo 1 : forme végétative Entamoeba histolytica histolytica

Source :
http://www.search.ask.com/pictures?0=APN10371&gct=SB&qg=entamoeba%?20
histolytica
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Photo 2 : Entamoeba histolytica : forme prékystique a 2 noyaux.
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histolytica



Tableau n°® 01: Caractéres distinctifs des amibes parasites du tube digestif.

RHIZOPODES d?xlrt‘:z::g:iie Pseudopodes Vacuoles Noyau Kyste
Entamoeba 20 a 40 pm Petites Peu visible Pas de kystes
histolytica 1 seul pseudopode a | | Hématies + Caryosome fin central
histolytica a fois et effilé Chromatine périphérique
Entamoeba histolytica 15425 um Petites Peu visible a frais 10 a 15 pm. 4 noyaux
Minuta Idem Chromidium épais a bouts arrondis
Entamoeba 20230 um Grosse Visible a frais 15425 um
Coli (formes naines | 1 seul a la fois Caryosome épais, excentré 8 noyaux
10a 15 um) | Large arrondi Chromatine périphérique Chromidiums fins en
épais et irréguliére forme d’aguilles
Entamoeba 5a10 um Petites Peu visible 3a8um
Hartmanni Gros caryosome 4 noyaux
Irrégulier et excentré Chromidium épais
Chromatine périphérigque épaisse et ir | bouts arrondis
réguliere
Endolimax 5412 pum Petites Peu visible 6a10 um
Nanus En forme de boule Caryosome gros Ovoide, rectangulaire
irrégulier et excentré 4 noyaux
Chromatine périphérigue absente
Pseudolimax 10a15um | Longs en doigts de Nombreuses Peu visible 8al2um
butschlii Gant Caryosome gros entoure de Formes trés diverses
granules 1 vacuole iodophile
Central ou excentré 1 seul noyau.
Dientamoeba fragilis 5420 um Courts et frangés 2 noyaux parfois non visibles Pas de kystes
Appartient au phylum Anisométrie Caryosome central formé de
des Mastigophora Caractéristique granules
Entamoeba 12420 um | Arrondis Grosses Gros : ¥ du trophpzoite. 10 & 15 pm. Chromodiums nombreux
polecki Caryosome excentre (# E.histolytica) | Présence d’une masse d’inclusion, 1 seul

noyau
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SOURCE : Moulinier c. ; parasitologie et mycologie m2dicales (¢léments de morphologie et de biologie. édition Lavoisier 2003. p30 [143].
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4-2-2- Microscopie électronique:

Les amibes Entamoeba histolytica histolytica sont dotées d’un réticulum
endoplasmique peu développé. Elles sont dépourvues de mitochondrie ainsi que
d’appareil de Golgi. La fonction mitochondriale parait étre assurée par de fines
granulations.

Les mouvements amiboides sont liés a la présence de protéines contractiles
identiques a I’actine et a la myosine, qui en se polymérisant forment les micro-
filaments.

4-3- Cycle évolutif : (Voir figure n°2)
Le cycle évolutif d’Entamoeba histolytica est double :

e Un cycle non pathogéne, chez les porteurs sains.
e Un cycle pathogene, chez les malades atteints d’amcebose.

4-3-1-Cycle non pathogene :

Appelé aussi cycle d’infestation, il correspond a la présence asymptomatique de
I’amibe dans la lumicre colique. Une fois ingéeré, les kystes arrivent dans
I’estomac ou leur coque va étre lysee par les sucs digestifs libérant une amibe
méta-kystique a 4 noyaux, au niveau du colon. Chaque noyau se divise en deux.
Les 8 noyaux ainsi formés s’entourent de cytoplasme aboutissant a 8 petites
amibes de type minuta vivant dans la lumiere intestinale.

La taille de ces parasites varie de 15 a 20u avec un cytoplasme rempli de
vacuoles. Elles se nourrissent de bactéries ou de déchets et se multiplient
activement par scissiparité.

Quand les conditions du milieu intestinal deviennent défavorables, ces formes
minuta commencent a s’arrondir pour aboutir a des formes pré-kystiques. Ces
dernieres se distinguent par une vacuole cytoplasmique et une membrane
épaisse. Apres deux divisions nucléaires on observe la formation des kystes
murs a 4 noyaux.

Ces kystes sont rejetés dans les selles, assurant ainsi la dissémination de 1’amibe
dans le milieu extérieur. La présence de I’amibe minuta et des kystes dans
I’intestin correspondent a I’amaebose infestation ne provoquant aucune altération
de la muqueuse intestinale.
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4-3-2-Cycle pathogene :
Les causes du passage des amibes minuta aux formes hématophages restent

encore mal connues. Ce passage peut se produire sous I’influence de certains
facteurs :

On distingue principalement deux types de facteurs :

e Extrinséques : liés a I’hote a savoir : modification de la flore
bactérienne du colon, affections virales, abaissement du pH et enfin
existence de petits foyers hémorragiques au niveau du célon. L'état
immunitaire du porteur a souvent été évoqué.

¢ Intrinseques : sont certainement les caracteres liés au parasite et qui
peuvent étre en rapport avec la virulence de la souche et a son
équipement enzymatique. Les adhésines et les lectines sont des
antigénes specifiques qui ont pu étre mis en évidence a la surface
des formes pathogénes. Elles jouent un role dans la liaison amibe-
cellule intestinale.

Sur le plan morphologique, les formes minuta vont augmenter de taille les
pseudopodes deviennent plus nombreux et plus importants aboutissant a un
déplacement ordonné. La forme minuta se transforme ainsi en forme agressive
d’Entamoeba histolytica histolytica capable de produire des enzymes
histolytiques leur permettant de traverser par effraction la muqueuse provoquant
I’ameebose intestinale aigue.

Aprés envahissement des différentes couches histologiques de la paroi colique,
les amibes passent le plus souvent dans les capillaires mésentériques et ainsi
vont étre véhiculées par le systéeme porte vers le foie ou elles provoquent des
abcés réalisant I’ameebose hepatique.

Une fois ce premier foyer métastasique dépassé, et par I’intermédiaire des
veinules sus hépatiques elles gagnent la circulation sanguine donnant d’autres
métastases hépatique, cérébrale, rénale, splénique et autres.

L’atteinte pulmonaire peut se faire a travers le diaphragme provoquant des
abcés de la base droite du poumon.

Ces formes d’Entamoeba histolytica histolytica ne s’enkystent jamais.

Certains auteurs pensent que les formes pathogénes intestinales peuvent revenir
vers la forme minuta sous I'influence de facteurs inconnus et redonner des
kystes [18,19, 70, 123, 146, 148].
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Figue n°2 : Cycle évolutif d ’Entamoeba histolytica
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4-4-Multiplication :

La reproduction par bipartition se fait a un rythme calme chez les formes minuta
et plus accéléré chez les formes histolytica. Ces derniéres ont a leur disposition
des matériaux plus énergétiques qui leur permettent une activité accrue [150].

4-5-Capacité d’agression :

Les observations faites in vitro ont montré qu’en une heure, des trophozoites
histolytica (de culture axénique) mis en contact d’une culture de cellules
épithéliales en couche monocellulaire sur un support pouvaient détruire ce tissu
par adhésion et lyse des cellules. La capacité d’agression sera développée en
deétails dans le sous chapitre mécanisme de virulence [65].

4-6-Capacité de survie :

La forme kystique assure la transmission du parasite d’un individu a un autre en
passant par le milieu extérieur. Le kyste peut en effet rester viable a I’extérieur
de I’hote pendant un temps variable suivant les conditions qui lui sont offertes. Il
résiste mal a la dessiccation.

Les kystes sont detruits rapidement (en quelques minutes) dans une solution
aqueuse d’iode a 200 ppm (partie par million) dans I’acide acétique dilué
(vinaigre) de méme que par I’exposition a une température supérieur a 68°C.

La congélation a moins (-) 10°C les tue en 24 heures.

Parmi les antiseptiques, le crésyl est trés actif tandis que le formol dilué et les
hypochlorites (eau de javel) le sont moins [101,171].

4-7-Déplacement, habitat et nutrition:

Le déplacement des amibes est rapide et orienté dans une direction donnée. Les
mouvements amiboides s'effectuent grédce a la formation d'un pseudopode
unidirectionnel précédé par la formation transitoire et rapide de multiples petits
pseudopodes inefficaces car n'entrainant aucun déplacement du protozoaire.

Le refroidissement du milieu entraine le ralentissement puis arrét du
mouvement, puis I’amibe s'arrondit.

Une température supérieure a 40° stimule la formation anarchique de
pseudopodes sans déplacement du parasite.

La nutrition est assurée par phagocytose de bactéries, de grains d'amidon pour
les formes minuta alors que les formes histolytica se nourrissent des leucocytes
et surtout des globules rouges; si bien que I'amibe se retrouve dans un
environnement hémorragique. L'absence d’hématies a l'intérieur du cytoplasme
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d'une amibe n'est donc pas incompatible avec le diagnostic d'Entamoeba
histolytica histolytica, si celle-ci est retrouvée au sein d'un tissu ou d'un foyer de
nécrose [150].

Précédée par l'adhésion de I'amibe a la particule ou a la cellule sanguine grace a
des léctines, la phagocytose est suivit par la lyse des particules alimentaires
englobées dans la vacuole de phagocytose dans laquelle se déversent les
enzymes protéolytiques contenues dans les lysosomes.

Au niveau du caecum, les formes minuta vivent et se deplacent lentement tandis
que les formes kystiques qui sont immobiles se forment dans la lumiére colique.
Grace a sa capacité de sécréter des enzymes protéolytiques, la forme histolytica
hématophage va traverser la muqueuse colique pour gagner la sous mugueuse en
passant soit par la jonction entre deux cellules en entrainant la lyse de celles-ci,
soit par passage a travers une cellule par migration trans-cytoplasmique et la
consequence en est la formation d'une ulcération d'abord punctiforme puis plus
étendue et une surinfection par des bactéries intestinales.

Dans la sous muqueuse, les amibes hématophages provoquent la lyse des parois
des veinules constituant ainsi des lésions hémorragiques [148, 150, 171].

4-8-Localisation anatomique des amibes:

Les formes végetatives d'Entamoeba histolytica hématophage se multiplient
dans la muqueuse et la sous muqueuse de la paroi du c6lon et du rectum. De par
cette localisation, les parasites peuvent essaimer par voie sanguine ou
lymphatique dans d'autres organes tels que le foie, poumon, cerveau ...

La forme végétative non pathogéne, appelée forme minuta a cause de sa taille
plus petite, ainsi que la forme kystique, se trouvent dans la lumiere du gros
intestin ou ils trouvent les conditions favorables a leur développement :
anaérobie relative, température de 35° a 40°C, pH légérement acide: 6,1 a 6,6
potentiel redox régulé par la flore bactérienne normale, enfin la présence de
substances phagocytables et debris alimentaires [13, 109, 69, 148, 171].
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4-9- Différence de souches :
On retrouve dans la littérature plusieurs hypothéses devant les comportements
différents des divers isolats d'Entamoeba histolytica parmi les plus importantes
nous citons :
1°) Entamoeba histolytica est une espéce unique qui provogue des Iésions
de la muqueuse intestinale avec ou sans manifestations cliniques.
2°) Entamoeba histolytica est un complexe de deux espeéces
morphologiguement identiques dont I'une seulement est pathologique.
3°) Entamoeba histolytica comprend un nombre inconnu de souches
différentes, commensales ou pathogenes. Récemment, un grand nombre
de souches différentes ont été isolées : elles différentes par leur spectre
Isoenzymatique (zymodeme) et leur pouvoir pathogene
[17, 37, 88, 120, 121, 133, 148, 171, 205,213, 215, 216].

4-9-1-Composition enzymatique :

Une étude des souches d'Entameeba histolytica chez des malades et des porteurs
sains a permis de différencier les souches pathogenes des non pathogenes en
utilisant une technique éléctrophorétique sur acétate de cellulose qui différencie
les souches par leur profil iso-enzymatique [133].

Les souches qui possedent le méme profil forment une population homogene ou
zymodeéme [127].

Pour différencier entre ces groupes, 6 enzymes ont été utilisés: I'hexokinase,
phosphoglucomutase, peptidase, glucose phosphate isomérase, L malate NADP
oxydo-réductase, et le NADP diaphorase [138].

Jusque 13, 24 zymodemes ont été différencies parmi dans les souches d'amibes, 7
entre eux sont potentiellement pathogénes et ont été isolés des cas d'amcebose
intestinale ou extra-intestinale (11, VI, VII, XI, XII, XIIl, XIV).

Les zymodemes (I, I, 1V, V, VI, XI, X; XV, XVI, XVII et XVIII) ont éte
isolés chez de simples porteurs sains d'amibes [87, 134 , 157, 221].
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4-9-2-Composition antigénique:

La virulence des souches d'Entamoeba histolytica semble étre liée a la présence
de glycoprotéine antigénique a leur surface.

L'immuno-éléctrophorese a permis d'isoler 14 fractions antigéniques distinctes
chez Entamoeba histolytica, une de ces fractions est présente dans des souches
pathogenes et de plus, il semble que les amibes isolées de lésions extra-
intestinales possédent une fraction antigénique constamment absente chez les
amibes provenant de formes intestinales pures. La plus importante de ces
fractions se trouve a la surface de I'amibe. C'est une lectine d'adhérence au
galactose, de 260 kd (Galactose/N acetyl Galactosamine : hétéromere de 260
KDa constitué¢ d’une sous-unité lourde de 170 KDa et d’une autre légere de
31 — 35 KDa, associées de fagcon non covalente a une sous-unité intermédiaire de
150 KDa), isolée chez la plus part des malades (95%) ayant une amcebose
invasive.

Cette lectine permet I'adhésion d'Entamceba histolytica aux cellules épithéliales;
c'est le premier stade de I'invasion.

Des essais effectués avec des anticorps antilectine se sont avéreés efficaces pour
prévenir le caractére invasif des amibes en utilisant la lectine comme cible du
vaccin. Les amibes histolytica pathogenes possédent une grande capacité a
résister a la reponse immunitaire cellulaire

Par une technique ELISA, ces protéines antigéniques peuvent étre reconnues par
des anticorps monoclonaux pour différencier les espéces pathogenes des non
pathogenes [34,70, 82, 130, 221].

4-9-3-Différences génétiques :

L'étude des acides nucléiques a pu démontrer gu'il existait des difféerences
génomiques entre les souches pathogénes et non pathogénes.

Il est & noter que certains genes responsables de la synthése d'enzymes de types
cysteinases: EhCP1, EhCP2 présents chez Entamaba histolytica sont absents
chez Entamoeba dispar.

La biologie moléculaire a pu confirmer la non pathogénicité des souches
Entamoeba dispar.

De plus certaines sequences d’ARN ribosomal ont aussi montré des différences
entres les souches [68, 110, 113, 115, 187, 188, 228].
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4-9-4-Mécanismes de virulence:

La virulence des souches d'amibes pathogénes se fait selon les mécanismes
suivants: l'adhésion des amibes aux cellules hétes, la pénétration dans la
muqueuse, la cytolyse des cellules de I'h6te et la résistance de l'amibe aux
défenses immunitaires.

-L'adhésion: les amides histolytica hématophages adhérent a la paroi des cellules
épithéliales de [lintestin par l'intermédiaire de la lectine qui reconnait la
galactosamine des cellules parasitées.

Le mucus intestinal joue un réle important dans la protection de l'intestin contre
I'agression amibienne et cela par inhibition de lI'adhésion par I'intermediaire des
résidus galactosamine.

-La penétration: les amibes pathogénes pénetrent la muqueuse intestinale grace
aux enzymes protéolytiques (la cystéine protéinase codée par 3 genes: le ACP1
présent seulement dans les souches pathogenes et les genes ACP2 et ACP3 qui
sont retrouvés dans toutes les souches).

La thiol protéinase est absente dans les souches non pathogénes.

Les amibes pénetrent par effraction la paroi intestinale et se déplacent grace a
leur mobilité a travers les couches cellulaires.

Les pseudopodes de ces amibes peuvent detacher mécaniquement les cellules
épithéliales de leurs supports.

Lors de la pénétration des tissus par les amibes histolytica, il se produit une
augmentation de la concentration en H,O, et en O,, produite par les cellules
phagocytaires actives pour se protéger contre I’invasion des micro-organismes.

Les micro-organismes pathogenes posseédent des enzymes tels que I'alkylhydro-
peroxyde-réductase(AHPs) et le superoxyde-dismutase (SODs) qui ont pour
role d’inactiver ces métabolites oxygénes agissant pour les détruire [171].

-La cytolyse: apres pénétration, les cellules cibles sont phagocytées et détruites
par les toxines ou protéinases secrétées par les amibes virulentes, entrainant
ainsi une augmentation de la mobilité et du pouvoir de phagocytose [9,27, 36,
113, 135, 138, 206].
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5-Physiopathologie :

Les trophozoites appartenant aux zymodemes pathogenes adherent a la paroi
colique par I’intermédiaire des léctines qui les protégent en méme temps de
I’action de lyse par le complément.

Les cellules intestinales sont tuées et détruites en quelques minutes suite a la
formation de pores dans leur membrane cytoplasmique. Cette destruction de la
paroi et la sortie des contenus cytoplasmiques sont a I’origine des diarrhées
contenant dans certains cas des lambeaux entiers de muqgueuse et de sang.

La production d’enzymes protéolytiques (cystéines protéinases) par les amibes
entraine la formation de multiples ulcérations (muqueuse congestive, rouge
parsemée de Iésions en coup d’ongle ou en carte géographique) ainsi que de
plages de nécrose qu’on retrouve a 1’endoscopie, favorisant la diffusion des
parasites dans la muqueuse et la sous-muqueuse colique. Une réaction
inflammatoire locale se produit avec recrutement des leucocytes. Parfois méme
on observe des perforations intestinales qui seront a I’origine de péritonites.

La poursuite de I’infection et la diffusion éventuelle a d’autres tissus dépendent
en partie de [I’insuffisance de la réponse immunitaire locale de I’hote ;
provoquant ainsi le passage a la chronicité et la dissémination de la maladie
(r6le aggravant des corticoides pouvant étre prescrit lors de poussées de MICI).

Au cours de l’invasion de la paroi colique, toujours grace aux enzymes
protéolytiques, les amibes peuvent entrainer des effractions de la micro
vascularisation et ainsi diffuser par voie hématogene dans le systeme porte.
C’est a ce stade que le malade devient fébrile.

Une foie dans la glande hépatique, les amibes adhérent a la paroi des capillaires
et détruisent le parenchyme hépatique de facon centrifuge, réalisant des abces
amibiens du foie. Ces derniers sont a I’origine des douleurs de 1’hypochondre
droit exacerbées par la palpation. L’atteinte hépatique est toujours secondaire a
une contamination colique, mais elle peut apparaitre a distance de 1’épisode
dysentérique qui peut ne pas étre retrouvée a I’anamnése [126, 202, 228].
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6-Mode de contamination :

L’amaebose intestinale est une parasitose transmise par voie orale par
I’intermédiaire des kystes émis dans les selles ce qui la classe parmi les maladies
dues au péril fécal [148].

Cette parasitose se contracte par ingestion de kystes d’Entamoeba histolytica
contaminant les legumes mal cuits, les fruits, les salades mal lavées ou I’eau de
boisson [171].

D’autres localisations peuvent avoir différents modes de contaminations parmi
lesquels :

La voie sexuelle est observée chez les homosexuels provoquant des lésions
péniennes.

La voie transcutanée (ulcérations de la région périnéale et rectale) compliquant
une localisation intestinale peut constituer une porte d’entrée du parasite.

Cette voie peut se rencontrer lors de fistules anales ou apres ponction
(iatrogéne) [148]. Dans ces cas, ces infestations se font par des formes
végétatives et non par I’intermédiaire de kystes.

La contamination se fait aussi a partir des muqueuses lors de pratiques oro-
anales [148].
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7-Facteurs favorisants :

Les facteurs favorisants I’infestation sont nombreux parmi lesquels nous
citerons : I’absence d’hygiéne fécale, 1’utilisation agricole d’engrais humain,
I’absence d’hygiéne individuelle (mains sales).

D’autres agents peuvent avoir un role dans la dissémination des kystes comme
I’abondance des mouches qui transportent passivement les kystes des selles sur
les aliments.

Les climats chauds et humides prolongent la survie des kystes dans le milieu
extérieur. La survie de ces derniers est variable en fonction des conditions
hygrométriques et de la température. C’est ainsi qu’ils résistent deux semaines
dans des supports humides a 18 °C (selles, sol etc..), dans I'eau a température
ambiante plusieurs mois. La chaleur (supérieure a 60°C) ainsi que la
dessiccation les détruisent. Par ailleurs, il est important de souligner que les
kystes meurent rapidement (en quelques minutes) dans une solution aqueuse
d’iode a 200 ppm (partie par million) dans 1’acide acétique dilué (vinaigre). La
congeélation a moins (-) 10°C les tue en 24 heures.

Parmi les antiseptiques, le grésil est tres actif tandis que le formol dilue et les
hypochlorites (eau de javel) le sont moins. Ces kystes résistent bien, aux faibles
concentrations, a I'eau de Javel utilisée usuellement pour la stérilisation des eaux
de boisson [148].
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8-Clinique :

L’amcebose est une maladie qui revét plusieurs aspects cliniques. En effet, le
parasite peut atteindre plusieurs organes et par conséquent déterminer a chaque
fois une symptomatologie différente. Cependant le point commun de toutes ces
localisations reste la porte d’entrée qui est majoritairement intestinale. Compte
tenu du contexte de notre étude nous nous intéresserons a 1I’ameebose intestinale
aigue [50,70].

8-1-Amcebose intestinale aigue ou dysenterie amibienne :

L’amcebose intestinale aigue est due a la présence dans la lumiére des formes
histolytica histolytica. La clinique est liée a la colonisation de la paroi colique
par les formes parasitaires dans laquelle elles creusent des ulcéerations plus
étendues en profondeur qu'en surface [150].

La symptomatologie de la dysenterie amibienne typique est souvent d'apparition
brutale. Elle est caractérisée par la triade :

e Epreinte : ¢’est une douleur abdominale prenant tout le cadre colique
s’accompagnant d’une envie d'aller a la selle.

e Diarrhée importante. Les selles sont nombreuses (10 & 15 par jour) faites
de glaires et de sang et qui deviennent rapidement afécales, évoluant vers
I’apparition des classiques crachats rectaux.

e Tenesmes se sont des contractures douloureuses du sphincter anal se
traduisant par des tensions s'accompagnant souvent de faux besoins [70].

L'état général du malade est souvent conservé. Il est apyrétique sans signes de
déshydratation profonde. L’apparition de la fievre signe la survenue de
localisations métastatiques.

L'examen clinique retrouve un abdomen sensible a la palpation et un colon
érectile et spasmé. Le foie est de volume normal.

Au touché rectal on ne retrouve ni tuméfaction ni masse. Le doigtier ramene du
sang et de la glaire [150].
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8-2-Formes cliniques :
8-2-1-Amaebose colique maligne :

C’est une forme rare qui touche généralement les femmes enceintes, les
accouchées et les malnutris [70, 148].

Elle est caractérisée cliniqguement par des diarrhées importantes et fréquentes
aboutissant a un écoulement quasi permanant de selles glairo-hémorragiques.
Les urines sont rares avec parfois, une fievre et une altération de I'état général.

A T’examen on retrouve une hypersensibilite du cadre colique. Les muscles
abdominaux sont tres contractés, la paroi devient dure, tendue et douloureuse.
L hépatomégalie est inconstante si elle existe, elle est douloureuse associée a un
sub-ictere.

Le toucher rectal retrouve un anus béant et une ampoule rectale vide et
douloureuse [168].

8-2-2-Formes monosymptomatiques :

Se sont des formes frustes qui évoluent plus facilement vers la chronicite. Dans
ces cas on ne retrouve qu'une diarrhée : 4 a 8 selles par jour qui ne sont pas
toujours sanglantes associées a des douleurs abdominales moins violentes.

En quelques jours, la crise céde aprés un traitement correctement suivi [171].

8-2-3-Formes hémorragiques :

Le maitre symptome dans ces formes est I’abondance des glaires qui deviennent
carrément hémorragiques. Les rectorragies peuvent étre graves par leur
abondance dans certains cas elles peuvent étre mortelles. Elles sont dues, & un
saignement en nappe due a I'ouverture d'un vaisseau sanguin [150].

8-2-4-Amaeebome :

C'est une tumeur inflammatoire du colon, qui apparait progressivement apres
une ameebose aigue et parfois méme d'une fagon inaugurale.

En plus de la triade classique on remarque une fievre avec altération de I'état
général.

L'examen clinique, retrouve a la palpation une tumeur ferme mal circonscrite et
douloureuse [148,168].
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8-3-Complications:

Les complications de lI'amcebose intestinale sont de nos jours de plus en plus
rares on les retrouves dans les pays vivant en dessous du seuil de pauvreté. La
négligence d’un épisode diarrhéique expose le malade a des complications
quelques fois trés tardives. Le terrain est un facteur trés important dans la genese
de ces complications [69,108].

8-3-1-La colite post-amibienne :

Elle est caractérisée par les manifestations cliniques qui apparaissent apres des
crises repétées d'ameebose aigué qui peuvent persister alors que bien souvent les
amibes ont disparu de la lumiere colique, ce qui expligue la difficulté d'attribuer
a la parasitose la responsabilité des troubles.

La symptomatologie observée est généralement due a l'existence de cicatrices
scléro-inflammatoires au niveau du c6lon et au dysfonctionnement
neurovegeétatif de I'intestin.

Cette colite peut se manifester par un tableau de colite avec des douleurs
continues ou intermittentes plus ou moins violentes et bien limitées, associées a
des troubles du transit a type d’alternance diarrhée constipation. Ces troubles
digestifs peuvent souvent s‘accompagner d’une asthénie, une adynamie avec
parfois un amaigrissement.

L’examen physique retrouve parfois une défense abdominale notamment aux
angles coliques [69, 108, 227].

8-3-2- Les perforations intestinales :

Elles peuvent siéger sur n'importe quel segment du gros intestin.

Uniques ou multiples, elles surviennent généralement de facon brutale, et se
traduisent par une peéritonite aigue due a une perforation d'un organe creux ; elle
se traduit par une douleur abdominale intense et généralisée, des signes de
paralysie intestinale a type de vomissements et arrét des matieres et des gaz
[65,70].

A TI’examen clinique on remarque une altération de I'état général avec fiévre et
une contracture de la paroi abdominale.

Le diagnostic de la péritonite aigué localisée, plus difficile que celui de la
péritonite  aigué géneralisee, nécessite des examens radiologiques
complémentaires a 1’aide desquels on peut orienter le diagnostic a savoir :
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-Une échographie abdominale d’urgence peut objectiver dans ce cas, un
épanchement intra-péritonéal localisé pouvant combler les différents récessus
péritonéaux.

-La tomodensitométrie (Scanner) : peut mettre en évidence un pneumopéritoine
associé le plus souvent a un épanchement.

8-3-3-Occlusion :

Compléete ou partielle, I'occlusion peut étre due a la propagation péri viscérale
des phénomenes inflammatoires ou a une péritonite localisée. Les douleurs
abdominales en cas d’occlusion s’accentuent. L’apparition de vomissements,

ballonnement abdominal et I’arrét des matiéres et des gaz font évoquer le
diagnostic [148].

9- Diagnostic difféerentiel clinique:

Il se pose avec toutes les pathologies entrainant un syndrome dysentérique. Dans
les cas de dysenteries bacillaires ou balantidiennes la symptomatologie est plus
bruyante avec des selles plus nombreuses, avec fievre et signes de
deshydratation.

Les formes diarrhéiques ont un éventail diagnostique plus étendu, puisqu’elles
font discuter toutes les diarrhées bactériennes, mycosiques, virales, et méme
parasitaires. La mise en évidence des amibes a l'examen parasitologique des
selles confirme le diagnostic et élimine toute équivoque. Il ne faut pas perdre de
vue que les associations amcebo-bacillaires sont possibles.

L’amcebome pose le probléme de diagnostic différentiel avec les tumeurs
coliques, parfois celui d’une tuberculose iléo-cacale. La rectocolonoscopie
permet d’apprécier et de rechercher les signes de malignité macroscopiquement
lorsqu’il s’agit de tumeurs cancéreuses. De plus, 1’analyse anatomo-
pathologique des biopsies pratiquées sur ces leésions permet de poser le
diagnostic de certitude de la maladie en cause.
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10- Diagnostic biologique :

Le diagnostic de certitude de 1’amaebose intestinale comme dans toutes les
parasitoses cavitaires repose principalement sur la découverte et la mise en
évidence du parasite. Cependant cette éventualité n’est pas toujours aisée car le
parasite ne se retrouve pas de maniere continue dans I’intestin. Dans ces cas on a
recours a des techniques d’enrichissement, de cultures et méme a des méthodes
indirectes a la recherche d’antigénes parasitaires coprologiques [3, 14, 15, 19,
130, 131, 137, 156, 172].

10-1- Examens d’orientation :

Ils sont représentés surtout par les examens physiques et endoscopiques.

Les fréquentes maladies inflammatoires de I’intestin ont fait que la rectoscopie
ou la colonoscopie sont des examens de plus en plus utilisés. Ils permettent de
faire des prelevements indispensables au diagnostic de ces processus
inflammatoires et méme parasitaires [14,148].

En cas d’amcebose, la rectoscopie révele une muqueuse congestive, rouge,
parsemée de lésions en coup d'ongle ou en carte geographique. Dans les formes
évoluées la sous muqueuse présente des abceés en <<bouton de chemise>>.

Ces micro-abcés vont provoquer I’accélération du péristaltisme intestinal et
I’hypersécrétion des glandes & mucus voisines.

Tout ce processus va étre a 1’origine de décollements de la muqueuse intestinale
en lambeaux, provoquant ainsi le syndrome dysentérique de 1’amcebose
intestinale aigue avec émission de selles glairo-sanglantes dans lesquelles
pullulent les formes végétatives d’amibes [49, 148, 178, 179].

L’endoscopie est contre indiquée en cas d’amcebose suraigué [2].

Parmi les examens radiologiques, le lavement baryté retrouve un rétrécissement
concentrique du colon réalisant une sténose surmontée d'une dilatation ou bien
une amputation partielle ou totale d'un segment. Lors de colite spasmodique le
lavement baryté révéle des images en «piles d'assiettes». Une image en « tuyau
de plomb » est retrouvée en cas de colite atonique [60, 83, 150].

10-2-Examens parasitologiques :

Se sont les examens de certitude qui permettent de visualiser le parasite et de
poser un diagnostic sur des aspects morphologiques. Cependant dans le cas de
I’amcebose intestinale la confirmation du diagnostic nécessite la recherche des
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antigénes coprologiques qui compléte 1’examen direct car il y a des espéces
différentes mais morphologiquement identiques (E. histolytica et E. dispar)
[121, 130].
L’examen le plus simple qui permet une orientation diagnostique est la
parasitologie des selles. Cependant, certaines précautions de prélevement
doivent étre prises pour multiplier les chances de mettre en évidence les
parasites a savoir :
- le prélevement doit étre réalisé avant toute médication spécifique.
- arrét de certains médicaments gé€nant I’observation microscopique : les
charbons, I’huile de Paraffine, les suppositoires et produits de contraste.
- un régime pauvre en fibre doit étre observe : éviter la consommation des
feculents, legumes verts, fruits (poires, fraises, bananes) 48 heures avant
I'examen.
- les selles doivent étre émises dans un récipient propre.
- le prélévement doit étre effectué au niveau du laboratoire ou ramené le plus
rapidement possible avant son refroidissement ou son dessechement pour
observer les formes végétatives vivantes.

Dans les cas ou le malade est dans I’impossibilit¢ de faire ses selles a la
demande ou se déplacer, on a recours a des methodes palliatives de
conservation qui consistent a conserver les selles dans un fixateur (formol a 5%,
MIF, fixateur polyvinylique de Brook et Goldman, l'alcool polyvinylique PVA)
[130].

En cas de réception de plusieurs selles en méme temps (services
d’hospitalisation) il faut toujours commencer par les selles liquidiennes ou
glairo-sanglantes susceptibles de contenir des formes végétatives les autres sont
conservées dans une étuve réglée a 37° ne pas omettre de rajouter de I’eau
physiologique pour éviter leur dessechement [19].

Le parasite peut étre recherché dans d’autres produits pathologiques a l'occasion
d'une rectoscopie, exemple : biopsie ou une aspiration a la pipette du contenu
rectal [154].

10-2-1-Examen macroscopique :

Bien que souvent négligé, I’examen macroscopique représente une étape
importante dans 1’examen parasitologique des selles. En effet, il suffit a lui seul
pour poser le diagnostic dans certaines situations.
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L’examen macroscopique reléve certains caracteres :
-la consistance de la selle : elle est fonction de la teneur en eau et de la vitesse

du transit. Les selles peuvent avoir plusieurs aspects : moulées dures, moulées
souples, pateuses non moulées, fermes en partie et trés molles en d’autres,
liquides hétérogénes ou liquides homogeénes.

-la couleur : elle est liée a la transformation de la bilirubine en stercobiline et
témoigne de I’abondance et de la qualité du flux biliaire. Cette couleur peut étre
jaune ou ocre, en rapport avec la présence de bilirubine et de stercobilinogéne,
ou décolorée, liee a un obstacle sur les voies biliaires. La couleur noire en peut
étre en rapport avec la présence de sang digéré ou un médicament a base de
charbon.

-Enfin, il permet aussi de rechercher des €léments d’origine parasitaire, tel que
I’adulte d’Ascaris lumbricoides, anneaux tenia et la femelle d’Enterobius.

L’examen macroscopique permet également d’observer la présence d’éléments
anormaux comme le sang ou le mucus.

10-2-2-Examen microscopique :

La recherche des amibes a I’examen direct se fait sur une premicre préparation a
I’eau physiologique qui permet d’observer surtout le mouvement et le
déplacement des amibes et une deuxieme sur une préparation au lugol qui fait
ressortir certaines structures iodophiles. (\Voir annexe n°1).

La reconnaissance des amibes se fait sur des criteres morphologiques déja
décrits dans le chapitre de la description du parasite. Ces structures
morphologiques peuvent étre mises en evidences par des colorations spécifiques
ce qui permet de faire le diagnostic différentiel avec les autres amibes du tube
digestif.

L’examen microscopique proprement dit comporte obligatoirement deux étapes,
un examen direct et au moins deux techniques de concentration.

Examen direct a I'état frais:

Pour les selles glairo-sanguinolentes et diarrhéiques : prélever un fragment (de
la glaire) a I’aide de I’anse de platine ou d’une pipette Pasteur, déposer sur une
lame propre, recouvrir d’une lamelle.

Pour les selles plus ou moins molles : diluer dans un verre a pied une noix de
selles dans de I’eau physiologique.

Aprés avoir bien homogeénéise, sur une lame porte objet on depose deux gouttes
de la suspension a chaque extrémité, dans ['une d’elles on rajoute une goutte de
lugol, on recouvre d’une lamelle et on lit en zig-zag a 1’objectif X10 puis X40.
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Pour mieux préserver la mobilité de I’amibe, on utilise de préférence un
microscope a platine chauffante dans le cas échéant on chauffe a 37°C la
solution de dilution.

En général cet examen suffit pour la mise en évidence des formes histolytica qui
sont grandes, vivaces souvent abondantes et bourrées d'hématies a condition
d’examiner aussitot les selles apres leur émission.

Quel que soit le résultat de I’examen direct on doit obligatoirement le compléter
par des techniques de concentrations qui consistent a diminuer la quantité de
debris dans les selles rendant plus visibles et plus concentrés les parasites dans
un échantillon réduit. Les principales techniques utilisées dans le cas d’ameebose
sont des techniques physico-chimiques telles que les techniques : de Bailenger
utilisant une solution aceto-acétiques. (Voir annexe n°2), technique de Ritchie
modifiée qui utilise le formol a 10% (Voir annexe n°3) et le Merthiolate lode
Formol ou MIF concentration (Voir annexe n°4).

Des colorations spécifiques permettent de faire le diagnostic différentiel avec
les autres amibes du tube digestif. Les principales sont la technique de Kohn
(Voir annexe n°5), celle de I’hématoxyline ferrique (Voir annexe n°6) enfin
celle utilisant le Trichrome (Voir annexe n°7).

Certaines colorations extemporanees peuvent étre aussi utilisées comme :
L'éosine qui colore en rose le fond de la préparation, la coloration de Bailenger
qui fait ressortir les structures nucléaires en noir et le cytoplasme et les corps
siderophiles en rouge (Voir annexe n°8).

L’examen microscopique permet aussi d’avoir une idée sur 1’état de digestion
des aliments, il montre: des fibres musculaires bien digerées appelées corps de
Nothnagel, de la cellulose non digestible représentée par des poils et des
vaisseaux spiralés et de I’amidon si régime riche en féeculents [71].

10-2-3- Les cultures :

Genéralement, on utilise des milieux de culture polyxénique et axénique :

-Les milieux polyxéniques ou les amibes se multiplient en présence de bactéries
du tube digestif.

Depuis plus de 60 ans, ces milieux de cultures étaient utilisés comme moyen de
diagnostic pour de nombreux prélevements : selles, pus d’abcés, produits
d’aspiration bronchique et prélévements par rectoscopie.
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Les milieux les plus utilisés sont le milieu de Dobell Laidlaw et le milieu de
Jones [51, 52, 53, 54, 55, 56].

Ils sont a base de produits biologiques (sérum de cheval, albumine d’ceufs..),
additionnés d’éléments figurés tels que les grains d’amidon utilisés comme
source d’énergie. (Voir annexe n°09-10)

-Les milieux de cultures axéniques :

Les amibes se développent en I’absence de tout autre micro-organisme vivant.

Nous citons comme exemple le milieu de Diamond utilisé depuis 1961 (Voir
annexe n°09-10) [51, 124].

Les inconvénients des milieux axéniques sont :

-la nécessité d’utiliser un sérum animal.

-’axénisation laborieuse necessite le passage obligatoire par une phase

d’adaptation sur culture Xénique qui peut étre rendue plus facile par I’utilisation

de bacteries atténuées par irradiation.

-I’impossibilité d’induire I’enkystement des amibes en culture [51, 52, 134].

Il est a noter quun examen négatif n’élimine pas totalement le diagnostic
d’amcebose. Il faut savoir répéter les examens plusieurs fois, généralement on
pratique trois parasitologies des selles (a deux jours d’intervalle) avant de
conclure a une amcebose peu probable.

10-3-Résultats de I’examen parasitologique :

-Sur des matiéres fraichement émises (crachat rectal, des selles liquides et de
couleur non homogene, des selles muqueuses: mucus abondant blanc-jaunéatre
avec des traces de sang, des selles), se fera la recherche de formes végétatives ou
trophozoites invasives (histolytica) ou sur un echantillon dans les ulcerations
rectales lors d'une rectoscopie.

C’est le cas généralement de malades atteints d’amcaebose intestinale aigue.

-Chez les porteurs sains, on recherchera dans les selles d'aspect normal, les
kystes a quatre (4) noyaux et plus rarement les trophozoites de minuta.

Les Kkystes sont bien mis en évidence par les méthodes diphasiques
d'enrichissement (Ritchie: Formol-éther, Bailenger: Tampon acéto-acétique,
MIF: Merthiolate-lode-Formol).
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Certains auteurs ont préconisé I'administration de purgatif salins pour favoriser
I'expulsion des kystes (méthode non recommandable chez les sujets au célon
fragilisé).

10-4-Diagnostic différentiel a I'examen microscopique des selles:

-Les amibes recherchées par examen microscopique peuvent étre confondues
avec:

-Les globules de graisses

-Les cellules végétales

-Les vaisseaux spiraux du bois qui sont réfringents et affaitement ronds

-Les grains d'amidon [15].

10-5-Détection d'antigenes amibiens:

Les antigénes solubles des amibes histolytica sont recherchés dans les selles et
les autres prélevements en utilisant des anticorps monoclonaux par un test
ELISA ou Western Blot [92,187,188, 215, 216].

La recherche des coporo-Ag dans les selles est plus sensible que 1’examen
parasitologique et permet de différencier E.histolytica d’E.dispar (VOir annexe
n°11) [93, 112, 119, 215, 216].

10-6-Diagnostic sérologique :

Une quinzaine de tests sérologiques ont eté appliqués au diagnostic de
I'amcebose. Seuls ceux dont les réactifs ont été commercialisés sont couramment
utilisés dans les laboratoires de routine.

Les antigenes, figurés ou solubles, sont actuellement presque toujours préparés a
partir de cultures axéniques dans le milieu de Diamond [203, 210].

10-6-1-Techniques utilisant les antigenes solubles :

10-6-1-1-Test au latex :

Le réactif commercialisé est constitué de particules de latex colorées,
sensibilisées par I'antigene total d'E. histolytica. La réaction s'effectue sur lame,
par simple mélange d'une goutte de réactif avec une goutte de sérum dilué au
1/5. En cas de réaction positive, on observe un liseré coloré a la périphérie. En
I'absence d'anticorps la suspension reste homogene.

Sa facilité d'emploi en a fait un test attractif pour les laboratoires non spécialisés.
On lui a parfois reproché son manque de spécificité. Sur ce point les réactifs de
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nouvelle genération sont en nette amélioration. Cependant il est souhaitable
d'associer ce test non quantitatif a I'une des techniques citées ci-dessous.

10-6-1-2-Hémagglutination indirecte (HAI) :

Le principe est le méme que pour le test au latex, le support pour les antigenes
solubles étant constitué par des hématies lyophilisées.

Cette technigue quantitative est spécifique et tres sensible, le seuil significatif se
situant aux alentours de 1/128. Son principal inconvénient, du moins en zone
d'endémie, est la longue persistance de titres parfois élevés.

10-6-1-3-Double diffusion en gel dagarose :

Le principe est simple. Antigéne et anticorps diffusent a la rencontre I'un de
I'autre au sein d'un gel d'agarose. Une réaction positive se traduit par l'apparition
d’arcs de précipitation.

Cette technique, non quantitative, est longue (2 a 3 jours) et consomme
beaucoup d'antigénes ; mais elle est sensible et spécifique.

10-6-1-4-Immunoélectrophorese :
Dérivée de la double diffusion (la diffusion des antigénes et des anticorps est

accelérée et canalisée par électrophorese) cette méthode est specifique et
considerée par les spécialistes comme I'une des meilleures pour le diagnostic des
formes intestinales invasives aussi bien que pour celui des localisations
hépatiques.

Une de ses variantes, I'électrophorese sur acétate de cellulose, est beaucoup plus
économe en antigene et rapide. La possibilité de mettre en évidence la continuité
d'arcs de précipitation avec ceux d'un sérum de référence apporte un gain de
spécificite.

10-6-1-5-ELISA (« Enzym linked immuno Sorbent Assay ») :

Cette technique est tres utilisée pour le diagnostic des parasitoses, du fait qu'elle
peut étre automatisée. Son intérét est plus limité en ce qui concerne I'amcebose
bien qu'elle ait fait I'objet de nombreuses publications qui s'accordent toutes
pour reconnaitre sa remarquable spécificité.

10-6-2-Technique utilisant des antigenes figurés :

L'immunofluorescence indirecte :
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C'est la technique la plus répandue, elle est quantitative, rapide et les réactifs
utilisés sont commercialisés sous forme d'une suspension d'Entamoeba
histolytica lyophilisées provenant de cultures polyxéniques ou mieux axéniques.
Son utilisation sur le terrain se heurte a la nécessité d'avoir un microscope a
ultraviolets (UV). C'est pourquoi le remplacement du révélateur fluorescent par
un antisérum marqué par la peroxydase a été propose.

Toutes les publications font état de sa reproductibilité, spécificité et sensibilité.
Son seuil significatif se situe aux alentours de 1/100°,

L'interprétation des résultats se heurte a I'absence de standardisation. Il n'existe
pas de serum étalon et les titres varient d'un laboratoire a l'autre.

D’une maniére générale il est recommandé de toujours utiliser deux techniques
complémentaires (par exemple hémagglutination et immunofluorescence). En
outre un resultat isolé est parfois difficile a interpréter. En cas de doute on
effectuera un second examen 15 jours plus tard.

Dans I'amceebose-infestation asymptomatique, les tests immunologiques sont
géneralement négatifs : ils ne peuvent donc servir au dépistage des porteurs
sains.

Dans les amaeboses invasives les résultats varient en fonction des formes
cliniques et des techniques utilisees.

Les formes purement intestinales s'accompagnent dans 80 a 90 % des cas d'un
taux faible @ modéré d'anticorps sériques. Des taux élevés peuvent étre notes lors
d'amceboses dysentériques. Cependant, le diagnostic de ces dernieres est
essentiellement parasitologique et en géneral ne requiert pas laide de
I'immunologie.

Au contraire dans les formes extra-intestinales la sérologie est souvent
déterminante. Ainsi dans 1'amaebose hépatique, elle est fortement positive dans
pres de 100 % des cas aprés quelques jours d'evolution. Les taux sont
statistiquement plus élevés dans I'amcebose pré suppurative que dans les abces
collectés [148].

Dans l'amcebose le taux des anticorps est habituellement faible.

La guérison s'accompagne d'une négativation, ou plus frequemment d'une
diminution, parfois lente, des titres. Cette decroissance varie avec les techniques
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dont certaines (immunoélectrophorése, immunofluorescence) sont plus adaptées
que d'autres au suivi thérapeutique [148].

10-6-3-Recherche des antigénes sériques :

Elle s’effectue a 1’aide d’anticorps obtenus chez le lapin, soit associés a un
radiomarquage, soit couplés a la peroxydaxe. Les résultats obtenus dans
I’amcebose hépatiques sont intéressants mais la technique n’est pas encore
utilisée en pratique courante [89, 148].
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11- Thérapeutique :

11-1-Médicaments spécifiques :

Il existe deux catégories d’amcebicides : les amcebicides tissulaires et les
ameebicides de contact [40,44,59,148].

11-1-1-Ameebicides tissulaires :
Ils diffusent au sein des parenchymes et détruisent les amibes histolytica in situ :

11-1-1-1-Metronidazole (Flagyl®) et les autres 5-nitro-imidazoles (Flagentyl®,
Tiberal®, Fasigyne®) :

Concernant le (Flagyl®), la posologie est de 30 a 50 mg/kg /j pendant 10 jours,
pour les autres 5-nitro-imidazoles elle est de 1 a 5 jours, soit donc 6 a 8
comprimes par jour en prise fractionnée dans la journée pour un adulte (30 a 40
mg/kg/j chez I’enfant).

Tous ces composés sont commercialisés sous forme de comprimes a 500mg (et
250mg pour le Flagyl®), de poudre granulée ; pour les enfants (Flagentyl®), de
suspension buvable. Ces produits existent sous forme de solutés injectables
(Flagyl® en flacon de 500mg /100ml ; Tibéral® en ampoules de 125, 500 et
1000mg, réservés a 1’usage hospitalier) [6, 148].

Dans les formes graves d’amcebose hépatique le Flagyl® est utilisé en perfusion,
a raison de 3 perfusions de 500mg/j chez I’adulte (30 a 40 mg/kg/jour chez
I’enfant).

Dans I’organisme humain la demi-vie du metronidazole est de 6 a 11 heures.
Celles de I’ornidazole (Tibéral®), du tinidazole (Fasigyne®) et du secnidazole
(Flagentyl®) sont en moyenne respectivement de 14, 12 et 13 heures.

Les 5-nitro-imidazoles sont bien tolérés, les effets secondaires sans gravité, on
peut avoir: nausées, vomissements, diarrhées, sensation d’amertume,
tremblement des extrémités, intolérance a I’alcool. En outre 1’association a
I’ Antabuse® (traitement anti-alcool) est contre indiquée (risque de confusion
mentale). Une neutropénie a parfois été signalée ainsi que de rares accidents
neurologiques. Expérimentalement une action mutagénique et carcinogéne a été
mise en évidence. Ces effets n’ont jamais été constatés chez ’homme, chez
lequel le Métronidazole est employé depuis plus de 30 ans [14, 15, 40].
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11-1-1-2-Emétine :

C’est un alcaloide de I’ipéca qui est de moins en moins utilisé. Moins toxique
son dérivé synthétique la 2-déhydroémétine dont la toxicité est faible, demeure
toujours employé [70,148].

Cet inhibiteur de la synthése protéique dont le site d’action a pu étre déterminé
de facon précise au niveau des ribosomes, code 1’élongation de la chaine
peptidique de la protéine S 14.

Cette action s’exerce non seulement sur les protozoaires mais €galement sur les
cellules des metazoaires, y compris les mammiferes, ce qui explique la toxicite
¢levée de I’émétine.

La 2-déhydroémétine se présente sous forme de comprimes, rarement utilisés du
fait des intolérances digestives, et de solution injectable qui s’administre par
voie sous cutanée ou intramusculaire (préférable) a raison de 1mg /kg/j en 2
injections quotidiennes pendant 10 jours, soit 1cg/kg par cure. Dans les cas
particulierement graves on peut atteindre la dose de 2 mg/kg/j.

Si une nouvelle cure s’impose, il faut impérativement respecter un delai de 15
jours en raison des risques d’accumulation. Pour I’émétine (abandonnée) les
doses étaient les mémes mais le délai entre deux cures était de 45 jours.

La 2-déhydroemétine est elle aussi toxique mais elle présente 1’avantage d’avoir
une demi-vie deux fois plus courte.

Les effets secondaires sont fréquents, notamment en cas de surdosage et
d’emploi prolongé (effet cumulatif) : troubles digestifs, cardiaques (douleurs,
troubles de la répolarisation, inversion de 1’onde T), musculaires, nerveux
(polynévrites). En outre, I’injection sous-cutanée peut provoquer des réactions a
type d’urticaire géenéralisée et des lésions eczemateuses locales.

Ces risques imposent un protocole d’administration rigoureux et une
surveillance clinique et électrocardiologique quotidienne pendant toute la duree
du traitement.

11-1-1-3-Chloroquine (Nivaquine®) :

Ce produit n’est pas utilisé comme amcebicide en France. En revanche les
Anglo-Saxons I’emploient dans 1’amcebose hépatique en raison de sa forte
affinité pour le parenchyme hépatique ou la concentration est de 10 a 700 fois
supérieure a la concentration sanguine.
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Son mode d’action sur ’amibe n’a pas ¢été étudi€, ce qui contraste avec
I’abondance des travaux consacrés a son action antiplasmodique.

Les doses pour I’adulte sont de 600mg/j (soit 6 comprimes) pendant 2 jours puis
de 300mg/j (soit 3 comprimés) pendant 2 semaines. A cette posologie, les effets
secondaires (maux de téte, diarrhées, prurit, troubles de I’accommodation) sont
rares.

11-1-2-Ameebicides de contact :

Les ameebicides de contact, administrés par voie buccale, ne sont pas absorbés
au niveau de I’intestin et n’agissent que sur les formes minuta intraluminales et
les kystes.

Ils sont nombreux et appartiennent a diverses familles chimiques [148].

11-1-2-1-Oxyquinolones iodées (En France : Direxiode®) :

Leur mode d’action est inconnu. Leur demi-vie est d’environ 12heures. Les
effets secondaires (éruptions, maux de téte, nausées) sont rares dans les
traitements de courte durée. En revanche des neuropathies trés graves
(SMON= « subacute-myelo-optic-neuropathy ») et irréversibles ont été
observées a la suite de prises prolongées.

Commercialisé sous forme de comprimés a 210mg, le Direxiode® s’administre
a raison de 6 a 8 comprimés par jour en 3 prises chez I’adulte, de 5 a 10
mg /kg/jour chez I’enfant, pendant 20 jours.

A noter que ce médicament iodé perturbe les tests d’exploration thyroidienne
pendant 6 mois.

11-1-2-2-Oxyquinolones non iodées (En France : Intetrix®) :

L’Intétrix® est présenté sous forme de gélules a 300mg.

La posologie chez I’adulte est de 4 gélules par jour pendant 10 jours.

Ce désinfectant polyvalent (il est également antibactérien et antimycosique)
donne de bons résultats. Ne pas utiliser de fagon prolongeée.

11-1-2-3-Sulfate de paromomycine :

C’est un antibiotique du groupe des aminosides, peu absorbé au niveau de
I’intestin. Il se pourrait qu’il n’agisse pas directement sur ’amibe mais par
modification de la flore intestinale associée.
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Les capsules d’Humatin® ou le sulfate de paromomycine n’est plus
commercialisé que sous forme de granulés pour suspension buvable
(Humagel®).

Dans I’amcebose les doses usuelles chez 1’adulte sont de 1,50g (50mg/kg chez
I’enfant) par jour en 3 prises durant 4 a 10 jours. La négativation des selles est
obtenue dans 83 a 95 % des cas. Les effets secondaires sont a type de troubles
gastro-intestinaux discrets chez 15 a 20% des sujets traités.

11-1-2-4-Autres amoebicides de contact :

Aux Etats-Unis, les dérivés de 1’acétanilide, notamment la furoate de diloxanide
(Furamide®) sont fréquemment prescrit et sont commercialises sous forme de
comprimes a 500mg.

La posologie usuelle pour un adulte est de 3 comprimés par jour durant 10 jours,
80% des patients traites se plaignent de flatulences et, plus rarement, de nausées
[40, 148].

11-2-Traitements des diverses formes cliniques :

11-2-1-Crise de dysenterie amibienne :

Le traitement d’attaque, qui doit €tre instauré le plus tot possible, on a recours
aux ameebicides tissulaires, c’est-a-dire actuellement aux 5-nitro-imidazoles.
Genéralement la guérison est rapide : les signes cliniques s’amendent en 2 a 3
semaines, I’examen des selles se négative en 3 a 4 jours, les l€sions se cicatrisent
en 2 a 3 semaines. Contrairement a ce qu’on croyait au début de leur utilisation,
les 5-nitro-imidazoles sont peu actifs sur les formes intraluminales, ce qui
impose, une fois la crise jugulée, le relais par les amcebicides de contact tel le
Direxiode® (cure de 3 semaines). La négativation des selles doit étre surveillée
tout au long des traitements et a distance.

En cas d’échec, certains auteurs préconisent encore le recours a la 2-
déehydroémetine (2mg/kg/j) bien que la commercialisation de formes injectables
de 5-nitro-imidazole ait considérablement diminuée I’intérét de ce produit.

Au traitement spécifique est souvent associé un traitement adjuvant :
antidiarrhéique (Imodium®), antibiotique (tétracyclines, Rovamycine® a raison
de 2g/j chez I’adulte), pansement intestinaux (kaolin), antispasmodique.
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11-2-2-Colite postamibienne :

Le traitement est essentiellement symptomatique : charbon, kaolin,
antispasmodique (Scopolamine ou Buscopan), éventuellement antidiarrhéique
(Lopramide ou Imodium) ou au contraire purgatif (huile de paraffine,
mucilages).

Des ¢épisodes intercurrents d’infections intestinales sont justifiables des
antibiotiques ou des antimycosiques en fonction de 1’agent en cause.

Le principal volet du traitement est ’observance d’un régime pauvre en résidus
(fruits et legumes verts a éviter) et excluant les aliments difficiles a digérer (lait,
graisses, sauces, plats epicés).

11-2-3-Ameebome :

Le traitement médical (5-nitro-imidazoles) de premiere intention peut donner
d’excellents résultats.

Dans le cas ou le diagnostic est préopératoire, ce qui de plus en plus rare en
raison de I'utilisation de 1I’endoscopie, le traitement doit étre mis en ceuvre apres
exerese.

11-2-4-Traitement des porteurs sains :

Du fait de I’existence pour certains de souches (ou especes) non pathogenes,
c'est-a-dire incapables de se transformer en formes histolytica, le traitement
systématique des porteurs de kystes et de formes minuta est actuellement
contesté [70].

Pour certains auteurs comme : P. Aubry, N. Leger et M. Danis [I’utilisation des
ameebicides de contact continue a s'imposer non seulement chez les malades en
période de remission mais également chez leurs proches [14,148].
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12-Prophylaxie :

Il est important de rappeler que la dysenterie amibienne se contracte par
ingestion de kystes de I'amibe dysentérique.

En zone d'endémie, la prévention de l'amcebose est aléatoire et difficile a
réaliser. Elle fait partie des régles générales appliquées contre le péril fécal et
contre le péril hydrique.

Il est important de savoir que toutes les affections microbiennes ou parasitaires
négligées de l'intestin font le lit de I'amcebose.

-La prophylaxie individuelle consiste donc a éviter d'ingérer ces kystes et a
maintenir l'organisme humain dans un bon état genéral, qui lui permettra de
lutter contre les germes qu'ils peuvent absorber.

Dans les pays chauds, ou la maladie est endémique, I'eau de boisson sera
bouillie, et les légumes consommeés crus seront soigneusement lavés a l'eau
bouillie ou avec une solution faible de permanganate de potasse.

Les aliments seront mis a l'abri des insectes, notamment des mouches qui
pourraient les souiller.

Il ne faut pas omettre de se laver les mains avant chaque repas et on doit éviter
tout contact direct ou indirect avec des malades ou des porteurs d'amibes.

Les conditions de bien-étre et une bonne alimentation permettraient d'éviter les
affections intestinales ou autres, qui affaiblissent l'organisme et prédisposent a
I'amcebose.

-La prophylaxie générale, etant donné qu'on sait que I'homme est pratiqguement
le seul réservoir du parasite, consiste, dans les pays ou la dysenterie amibienne
est endemique, a traiter les malades, les convalescents et les porteurs sains et a
désinfecter leurs selles.

En outre, les malades doivent étre isolés et tous les objets qui ont été en contact
avec eux doivent étre désinfectés.

Enfin il faut interdire aux porteurs d'amibes toutes les professions ou I'nomme
manipule des matieres alimentaires, surtout celles de cuisinier et de boulanger.

Il n'existe pas de chimio-prophylaxie de I'amaebose pour les sujets séjournant en
zone endémique. On pourra conseiller aux voyageurs de courte durée la prise
d'un amcebicide de contact.

L’amélioration des conditions socio-economiques contribue a diminuer
nettement la prévalence de la maladie [24, 150, 169].
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I11-RECTOCOLITE-ULCERO-HEMORRAGIQUE :

1-Introduction-définition :

La rectocolite hémorragique est une maladie inflammatoire chronique
intestinale (MICI), caractérisée par des poussées aigues et des périodes de
rémission [211].

Elle se manifeste essentiellement par une diarrhée hémorragique, associée
parfois a une fiévre et douleurs abdominales.

Son incidence reste stable avec des différences raciales et ethniques
[139,195,200,201].

Bien que I’étiologie exacte de cette affection reste obscure, les progres récents
réalisés dans le domaine de la génétique et de I’immunologie contribuent a une
meilleure compréhension de la physiopathologie de la RCUH et des MICI en
géneral [63].

Le diagnostic des MICI repose sur un faisceau d'arguments cliniques et
anatomo-pathologiques [207,209].

L’utilisation des corticoides dans le traitement des poussées et de la masalazine
dans la prévention des rechutes, a amélioré la qualité de vie des malades [111].
Le traitement chirurgical de la RCUH indiqué surtout dans les formes graves et
invalidantes, a été rendu possible grace a deux techniques, la colectomie totale
avec anastomose ileorectale et la proctocolectomie avec anastomose ileoanale
[5, 6, 63].

La prévalence de la RCUH est d'environ 50/100000 habitants en Europe et en
Amérique du Nord, elle est plus importante en Europe centrale et méridionale
ainsi qu'en Amérique du Nord, plus faible en Amérique du Sud, en Asie et en
Afrique. Certaines publications récentes ont rapporté des chiffres élevés en
moyen Orient et en Amérique Latine [22,57,83,86,114,116,139,173,176].

En Algérie, a ce jour, I'épidémiologie de la RCUH est mal connue.

Kermouni Serradj a rapporté les aspects épidémiologiques et anatomocliniques
des MICI au niveau de la région du grand Alger, de 1981 a 1985. Cette étude a
révélé que la prévalence de la RCUH est de 6,22/100000 habitants [101].
Balamine A., a I’occasion d’une journée d’étude sur les MICI (Alger 2013), a
ramene que I’incidence de la RCUH était de 1,38 cas pour 100000 habitants
(2003-2006) avec une prévalence de 20,7.10°.
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Dans une récente publication Hammada T. et all a révélé que 1’incidence globale
des MICI est de 2,79/100000 habitants au niveau de la wilaya de Constantine
avec un indice variant de 3,45 a 9,83 pour la RCUH [76].

En Tunisie, une étude similaire a révélé une l'incidence globale de la RCUH de
1,3a3,3[129].

2-Clinique :

La diarrhée est souvent le symptdme initial, elle peut étre modérée, matinale ou
postprandiale. Une alternance diarrhée constipation peut exister.

Le debut de la maladie peut étre insidieux avec quelques rectorragies et une
augmentation progressive du nombre de selles sans altération de 1’état général.
Le début peut étre également brutal avec fievre, diarrhées sanglante,
mucopurulente et douleurs abdominales.

Parfois, il peut s’agir d’une forme compliquée d’emblée avec hémorragie rectale
massive.

Des circonstances déclenchantes de la maladie comme une infection intestinale
aigue, amceebose ou une antibiothérapie, sont parfois retrouvées. Trés souvent, on
note un choc psychologique.

Le tableau clinique est variable selon I'étendue de I'atteinte recto colique et de la
gravite de la poussee [22, 28, 90,180, 217].

3-Formes cliniques :

3-1- Formes mineures:

Ce sont les formes les plus fréquentes, elles sont en relation avec une
localisation rectale, recto sigmoidienne et parfois pancolique, caractérisees par
des rectorragies constantes avec ou sans glaires, émises une fois par jour.

Les douleurs abdominales peuvent étre présentes.

L’examen clinique est fréquemment normal, bien que la majorité des patients
qui présente une proctite continuent a avoir une maladie localisée au rectum,
une extension de la maladie vers le cdlon proximal peut se rencontrer [74, 97].

3-2- Formes moderées:

Correspondent a des atteintes recto colique gauches, parfois plus étendues.

Les signes cliniques observées sont domineés par de nombreuses émissions glairo-
sanglantes quotidiennes avec des faux besoins parfois associées a un ténesme,
des epreintes ou de simples coliques soulagées par des émissions anales.
L’abdomen est parfois sensible a la palpation.

Une fébricule (39°) vespérale est souvent observée.
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Dans ces deux formes, le diagnostic différentiel se fait souvent avec les colites
infectieuses qu'il faut éliminer par la coproculture et la parasitologie des selles
[63, 218].

3-3- Les formes severes:

Dans ces formes, le tableau clinique regroupe, les signes suivantes: émission de
selles glairo-sanglantes qui sont trés fréquentes, de violentes coliques
abdominales, fievre, amaigrissement, paleur, tachycardie, hypotension
orthostatique et souvent des manifestations extradigestives. Le ténesme et
I’incontinence fécale sont fréquemment retrouves.

L'examen clinique retrouve un abdomen douloureux et une muqueuse labourée
d'ulcération au toucher rectal. Le doigtier rameéne du sang [10,21, 177].

3-4- Les manifestations extra-digestives:

Les manifestations ostéo-articulaires sont les plus fréquentes (25%),
représentées le plus souvent par le rhumatisme péripherique et rarement par le
rhumatisme axial (pelvispondylite) qui peut évoluer parfois indépendemment de
la maladie.

L'association avec 1’érytheme noueux est la manifestation cutanéo-muqueuse la
plus frequemment retrouvee. Les manifestations oculaires sont dominées par les
atteintes du segment antérieur de I’ceil (sclérite antérieure et €piscérite, uvéite
antérieure) alors que les atteintes postérieures (papillite, choroidite) sont plus
rares. Quelques cas de vascularite rétinienne ont été decrits.

Les lesions orbitaires avec éxophtalmie, myosite, cellulite, atteinte palpébrale et
lacrymales ont aussi été rapportees.

Les manifestations hépatiques sont représentées par la stéatose hépatique, la
cholangite sclérosante primitive et les hépatites granulomateuses [174].
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4-Diagnostic :

4-1-Diagnostic d’orientation :

Chez un malade, une RCUH est suspectée devant une diarrhée glairo-
sanguinolente rebelle a tout traitement anti-diarrhéique, évoluant depuis
plusieurs mois avec une copro-parasitologie négative éliminant une cause
bactérienne et/ou parasitaire.

L’examen clinique peut ramener parfois quelques signes cliniques rarement
associés : un abdomen douloureux a la palpation, amaigrissement et quelques
signes cutanes.

Une anémie peut aussi étre mise en évidence, sur laquelle peut se rajouter des
troubles hydro-électro-lytiques.

4-2-Diagnostic positif :
Il est basé en plus des données cliniques sur: les signes endoscopiques,
anatomo-pathologiques, radiologiques et biologiques.

4-2-1- L'anatomo-pathologie:

Il n’existe pas de critére anatomo-pathologique spécifique de la RCUH, certains
aspects macroscopiques et microscopiques sont évocateurs du diagnostic.

Quatre faits essentiels sont a souligner dans la RCUH

-la diffusion de la maladie qui ne laisse pas d’intervalle de muqueuse saine ;

-la constance de ’atteinte rectale ;

-I’évolution par poussées successives et I’extension rétrograde du rectum vers le
cecum ;

-la prépondérance des Iésions de la muqueuse et de la sous-muqueuse tandis que
les plans musculaires et la sous-séreuse sont peu ou pas intéressés [91,178].

4-2-1-1-Aspects macroscopiques:
L’examen macroscopique offre des renseignements intéressants a 1’examen des
piéces opératoires.

4-2-1-1-1- Etude des piéces fermeées :

Les raccourcissements du colon sont presque constants. Son calibre est variable,
souvent rétreci, donnant un aspect tubulé, avec une paroi épaissie mesurant 1 a 3
cm avec une lumiere colique réduite, le plus souvent inférieur a 2 cm.

En cas de colectasie, le colon est parfois tres dilaté avec une paroi tres fine.

La coexistence de ces deux aspects est possible [64, 142, 149].
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La séreuse est congestive sur un segment plus étendu que celui des lésions
mugueuses.

Les ganglions sont légerement modifiés ou normaux.

Les vaisseaux mésentériques sont intacts.

4-2-1-1-2- Etude des piéces ouvertes :

La répartition topographique est comme suit : rectum toujours atteint, pancolite
30%, rectocolite gauche étendue au transversel4%, rectocolite gauche 24%,
rectosigmoide 23%, proctite 9%.

Le caractére congestif et hémorragique est évident.

Le colon contient des caillots de sang et des debris nécrotiques.

La muqueuse est dépourvue de plissements rouges violacés avec des lésions
diffuses.

La limite des lésions n’est pas nette dans les formes limitées au colon gauche
avec une congestion de la muqueuse qui diminue progressivement.

Les ulcerations sont arrondies, superficielles et a bords décollés, disséminees sur
une muqueuse dont les plis transversaux ont disparu. Ces ulcérations peuvent
former des sillons longitudinaux.

L’aspect des ilots de la muqueuse entre ces ulcérations évoque un champ
fraichement laboure.

Les lésions peuvent étre confluentes et mettent & nu une sous muqueuse
recouverte de fausses membranes ne laissant persister que quelques reliquats
muqueux.

Les accidents de reliefs sont la conséquence des ulcérations et sont constitués
des restes de muqueuse oedématiée et hémorragique surélevée, constituant
parfois un aspect de pseudopolypes en pavés. D’autres sont plus importants,
formant des pseudopolypes digitiformes ou en pont de 1 a 4 cm de long [115,
118].

4-2-1-2- Aspects microscopiques :

La muqueuse est lésée la premiére et reste la membrane la plus atteinte au cours
de I’évolution de la maladie.

L’épithélium de surface est constamment atteint, il s’agit d’une altération du
cytoplasme cellulaire qui devient vacuolisé au pdle basal des cellules. L’ atteinte
de plusieurs cellules voisines dessine une bande claire sous-nucléaire qui
souleve I’épithélium.
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A un stade plus avancé, plusieurs cellules se détachent de la basale, réalisant un
décollement épithélial délimitant une petite cavité pleine d’hématies et de
polynucléaires.

Il peut y avoir une abrasion partielle ou totale intéressant tout un lambeau de
muqgueuse. La réépithélialisation des abrasions successives aboutit a la
régénération d’un épithélium anormal avec irrégularité de hauteur des cellules
qui sont dédifférenciées et basophiles.

Les glandes sont rarement indemnes, elles peuvent étre en hypersécrétion ou en
hyposécrétion ou perdent méme toute fonction sécrétante. Leur aspect
histologique est modifié : différenciation, nombreuses mitoses, basophilie.
Toutes ces altérations sont le résultat de remaniements successifs. La
régenération donne un aspect ramifié et irrégulier, en arborisation.

Les abces cryptiques fréquemment retrouvés, sont caractéristiques et comptent
parmi les premiers signes de la maladie.

Les cryptes atteintes sont remplies de débris nécrotiques et de polynucléaires
altérés avec des cellules en bordure modifiée.

La desquamation de certaines cellules dans la lumiére des glandes met en
contact I’abcés avec le chorion muqueux et aboutit a la formation des
ulcérations.

Le chorion est toujours altéré de facon majeure. Les troubles vasculaires sont
constants. La congestion est importante, avec parfois une simple dilatation des
capillaires sous épithéliaux et a un degré de plus, ils constituent de véritables
puits capillaires sous épithéliaux.

La fragilité vasculaire est représentée par des hémorragies interstitielles.
L’cedéme est souvent associé a la congestion vasculaire. L’infiltrat
inflammatoire souvent important est I’un des stigmates essentiels de la maladie.
C’est un infiltrat lymphoplasmocytaire et ¢osinophile étendu a toute la
muqueuse, souvent associé a une hyperplasie lymphoide.

L’existence d’amas de polynucléaires au niveau des Iésions traduit Ia
surinfection.

La musculaire muqueuse base sur laquelle repose la sous muqueuse, est toujours
dissoci¢e par I’cedéme et I’infiltrat inflammatoire. Elle peut disparaitre sous une
muqueuse pathologique qui recouvre d’anciennes ulcérations.

La sous mugueuse est trés inflammatoire avec quelques microabces [183].
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Elle constitue le fond des ulcérations. Elle est congestive, cedémateuse et
parsemée d’infiltrats inflammatoires superficiels et péri vasculaires.

Plus tard, elle devient fibreuse contenant des amas lymphoides et des altérations
nerveuses ou vasculaires.

Dans les formes les plus graves, la musculeuse peut contenir des infiltrats
inflammatoires ou exceptionnellement une dissociation fibreuse au contact
d’une ulcération cicatrisée.

La séreuse est généralement respectée, parfois elle est hypervascularisée.

Les plexus de Meissner et d’ Auerbach sont le plus souvent intacts.

Les lymphocytes sont hyperplasiques au niveau de la muqueuse et la sous
muqueuse surtout rectale avec une hypertrophie ganglionnaire rarement
importante [4, 38].

4-2-3- Radiologie:

Actuellement, la radiologie est devenue un complément de I'endoscopie
[184,185].

4-2-3-1- Abdomen sans préparation (ASP):

Il met en évidence un aspect épaissi et nodulaire de la paroi colique avec des
images aeriques dessinant un cOlon tubulé et raccourci avec perte des
haustrations et arrondissements des angles.

L'ASP peut réveler aussi une colectasie qui constitue avec la perforation une
contre-indication a l'opacification barytée et a I'endoscopie [74].

4-2-3-2- Lavement baryté :

Le lavement baryté est pratiqué apres une préparation par vidange colique et un
régime sans résidus.

Le lavement baryté permet de mettre en évidence des signes précoces pour
évaluer I'extension des lésions.

Au cours des formes graves, on peut proposer lutilisation d'un produit
hydrosoluble radio-opaque car la baryte pourrait aggraver la poussée et favorise
la colectasie [74].

4-2-3-2-1- Stade précoce de la maladie :

Est caractérisé par des anomalies du tonus: hypotonie, diminution de la longueur
du cblon, diminution d'expansibilit¢ avec des haustrations festonnées qui
peuvent disparaitre a un stade avanceé.

Des rebords irréguliers marqués par des images d'altération sous forme de fines
spicules, traduisant la présence d'ulcération plus ou moins profondes.
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Au décours des premiéres poussées, ces anomalies peuvent étre réversibles [74].

4-2-3-2-2- Stade intermédiaire :

Les ulcérations marginales sont plus profondes, mesurant plus de 2 cm.

La pénétration de la baryte au fond de l'ulcération donne un aspect en bouton de
chemise (signe commun avec I’amcebose).

Les ulcérations peuvent parfois étre confluentes réalisant une dissection intra
murale qui, au plan radiologique se traduit par une image de pneumatose colique
sur les clichés de I’ASP, et une image en double contours sur des clichés en
réplétion.

On peut obtenir des images en double contour apres une opacification.

En évacuation, l'eedéme de la muqueuse réalise des images en empreintes de
pousse.

L'ampoule rectale perd son aspect joufflu et devient fusiforme.

L'espace pré-sacré est alors élargi, mesurant plus de 15 cm.

4-2-3-2-3- Stade chronique de la maladie :

Les signes caracteéristiques sont le raccourcissement de l'intestin, I'effacement de
la courbure des anses, le rétrecissement de la lumiére intestinale et la rigidité de
la paroi.

L'intestin revét un aspect symétrique, dépourvu d'haustrations tubulaires avec
disparition du liseré muqueux.

Bien que les sténoses soient peu fréquentes, elles ont lorsqu'elles existent, une
lumiére circulaire et des extrémités fusiformes.

Une sténose excentrée doit faire suspecter une néoplasie associée [41, 175,
220].

4-2-3-3- Echographie et TDM abdominale:

Ces examens sont peu importants dans le diagnostic de RCUH car il existe
rarement une extension extramurale.

On peut observer lors des poussees aigues, une stratification pariétale
correspondant au rehaussement de la muqueuse, de la sous muqueuse et de la
musculeuse [218].

4-2-3-4- Imagerie par résonance magnetique (IRM):

L'entéro-IRM est une technique performante pour I’analyse de la paroi
intestinale, notamment dans le cadre des MICI.

Son intérét principal est de dresser une cartographie précise des Iésions avant un
geste interventionnel lors d’une poussée inflammatoire chez un patient connu
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porteur de la maladie, pour rechercher les complications et adapter la
thérapeutique [218].

4-2-3-5- Endoscopie:

4-2-3-5-1- Rectoscopie et coloscopie :

Une rectoscopie complétée par une coloscopie, doit étre effectuée lors de la
premiére consultation surtout lorsqu’il s’agit de la premiére poussée ou si la
symptomatologie clinigue suggere une aggravation.

La muqueuse se caractérise par une couleur rouge vif, avec disparition du
réseau vasculaire normal, avec un aspect granité des ulcérations superficielles,
dans les formes de gravité mineurs modérées [98].

Dans les formes graves, il existe des ulcérations étendues souvent profondes
avec un maximum de décollements muqueux [38, 63, 74].

Des coloscopies de surveillance tous les deux ans aprés dix ans d’évolution,
associées a des biopsies étagees du colon au rectum sont recommandées [178,
218].

4-2-3-5-2- Chromocoloscopie :

Est d’une grande valeur dans la détection des lésions pré-néoplasiques.

Il existe deux chromocoloscopies :

-La chromocoloscopie ciblée ou seules les lésions suspectes sont colorées et la
chromocoloscopie ou le colon est entierement exposé au colorant.

-L’intégration de la chromocoloscopie dans la surveillance de la dégénérescence
de la RCUH et la maladie de Crohn améliorera 1’efficacité du dépistage des
dysplasies et des cancers [85,185].

4-2-3-5-3- Endoscopie confocale :

Technique utilisant des coloscopes conventionnels a optique grossissante ou
zoom endoscopie permettant de deceler des anomalies tissulaires in vivo au sein
de la muqueuse colique [85].

4-2-4- Biologie :

La biologie peut mettre en évidence et apprécier le degré de I’anémie, de
I’hyperleucocytose, 1’hypoprotidémie et de 1’hypoalbuminémie ainsi que
détecter d’éventuels troubles hydro-électrolytiques [85].
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Un examen parasitologique des selles, un examen bactériologique et
virologique, permet d’éliminer une colite parasitaire ou infecticuse [149].

La présence dans le sérum des malades, des anticorps anti cytoplasme des

polynucléaires neutrophiles n’est ni constante ni spécifique pour le diagnostic
de la RCUH.

4-3-Diagnostic différentiel :

4-3-1-Maladie de CROHN (MC) :

Les symptdmes de la RCUH et de la Maladie CROHN (MC) peuvent étre
similaires. La diarrhée est le signe clinique dominant dans les deux maladies ;
cependant, elle est de nature hémorragique chez plus de 90% des cas de RCUH.
Les douleurs abdominales sont plus fréquentes dans la MC (95%) et de
localisation droite.

La fievre et ’altération de 1’état général avec perte de poids, I’atteinte du gréle et
les Iésions anales (75%) sont fréquentes dans la MC.

L’aspect endoscopique peut aider a faire la distinction entre ces deux
pathologies.

Dans la RCUH, il ya toujours une continuité lésionnelle et I’atteinte rectale est
quasi-constante. L’atteinte iléale est pratiquement absente et, si elle existe, elle
est sous forme d’une iléite par reflux, chez moins de 10% des cas, la muqueuse
est fragile, hémorragique et granitée, rarement boursouflée ; dans la MC colique,
il existe des fissurations et la muqueuse est fréeguemment boursouflée. Les
ulcérations aphtoides habituellement absentes dans la RCUH alors qu’elles sont
présentes dans la MC [63].

Les fistules anales et les lésions péri-anales sont tres importantes et fréquentes
dans la MC.

L’examen histologique permet aussi de faire le diagnostic différenciel entre les
deux maladies : dans la RCUH, I’inflammation est localisée a la muqueuse et a
la sous-muqueuse ; elle n’est transmurale que dans la colite fulminante.

Dans la MC, [Iinflammation est transmurale alors dans la RCUH
I’hypervascularisation est intense et I’cedéme est modéré. Les abces cryptiques
sont tres fréquents dans la RCUH et la sécrétion de mucus tres altérée.

La présence d’un granulome pseudo-sarcoidosique confirme le diagnostic [63].
(Voir Tableau n° 2)
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Tableau n° 2 : Diagnostic différentiel entre Maladie de Crohn et RCUH

Maladie de CROHN RCUH
Incidence (/an) 3/100 000 habitants - 3/100 000 habitants
Sexe ratio F/H 0.9 0.5

Prédisposition

Chromosome 16 +++

Terrain génétique +

génétique
Tabac : facteur délétére. Maladie de | Tabac : facteur bénéfique
Facteurs .
N Crohn augmentées
d’environnements

Infectieux : non prouveé

Topographie

1- anus, rectum, colon

2- gréle, duodénum, estomac
3- duodénum

atteinte discontinue

1- Rectum toujours
atteint
2- Colon
Atteinte continue

Macroscopie

1- Intervalles de muqueuse
saine

2- Asymétrie (bord
mésentérique de I’intestin
+++)

3- Hétérogenéite lésionnelle

4- Erytheme en plaque ou en

Pas d’intervalle de
mugueuse saine

Homogénéité des lésions :

1- Aspects granite,
fragile (sang en

Type : bande nappe)
5- Ulcération 2- Pus, glaires
Aphtoide. Superficielle. 3- Ulcération
Profonde
6- Fistules / Sténoses /
sclérolipomatose
Infiltrat Infiltrat de PN=>
Lymphoplasmocytaire cryptites
Microscopie Granulome tuberculoide ? Congestion (pulits
10 % capillaires)
Conservation de la Diminution de la
mucosécrétion mucosécrétion
Age 27 ans (6-83 ans) 36 ans (4-83 ans)

Entre I’age de 10 et 40 ans les
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femmes sont plus touchées

Symptomes

En fonction de la localisation.

1- Douleurs coliques (colon)
2- Koenig (intestin gréle)

3- Ano-périnéales

4- Diarrhée (parfois sanglante)

5- Fievre

6- Anorexie, amaigrissements
7- Signes systémiques :

— Articulation, os

— (Eil, peau, foie

Signes cliniques :
1- Faux besoins

2- Emission de glaires
sanglante

3- Fievre

4- Tachycardie, paleur

Cancérisation

Cancer (gréle, colon) : risque peu
important. Ne nécessitant pas de
surveillance spécifique)

Risque relatif important
Dépend de I’age de
survenue et de I’étendue
Surveillance des formes
anciennes plus de 15 ans
Etendue par coloscopie
systématique

Evolutions

Profil évolutif plus sévéere

Profil évolutif moins sévere

Complications

fistules :

1- Ano-périneales

2- Recto-vaginales

3- Entéro-entérales

4- Entéro-cutanées

5- Entéro-veésicales

Abces (anus, abdominal)
Perforation (en péritoine libre)
Sténose (iléale)

Hémorragie (rare)
Délabrement sphinctérien anal
incontinence

Dénutrition

Retard staturo-pondéral
Retard pubertaire (enfant)

Gréle court (résections étendues)

Colectasie
(dilatation/paralysie)
Perforation

Hémorragie profuse

Source : Hammada T. et al [76].
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4-3-2- Autres maladies coliques :

4-3-2-1- Colites infectieuses :

Les colites infectieuses a Shigella, Salmonella, Entamoeba, Giardia peuvent se
présenter selon le méme tableau qu’une RCUH, mais n’ont généralement pas
d’évolution chronique.

La rectoscopie permet 1’écouvillonnage rectal et des biopsies a visée
histologique, bactériologique et parasitaire dans ces cas, elles ne montrent
jamais de distorsion de I’architecture glandulaire ou d’infiltrat inflammatoire
lymphoplasmocytaire.

En revanche, la présence d’un infiltrat riche en polynucléaires et parfois I’abces
cryptique, est tres evocatrice de colite infectieuse.

La coloscopie peut donner en cas d’infection avec Shigelle ou Campylobacter
les mémes aspects lésionnels que ceux de la RCUH.

En cas d’amaebose, il existe en coloscopie des ulcérations en coup d’ongle sur
une muqueuse saine de 5 a 15 mm de diametre, recouvertes d’un exsudat
jaunatre. Elles sont localisées le plus souvent dans le caecum et le cOlon
ascendant et dans les biopsies en retrouve toujours des amibes hematophages [1,
22, 73].

4-3-2-2- Colite ischémique :

Elle survient dans la majorité des cas chez les sujets agés de plus de 60 ans.

La cause exacte n’est pas décelée chez plus de 75% des patients mais un terrain
ischémique peut étre présent.

En endoscopie, I’atteinte est segmentaire et les Iésions sont fréquemment
localisées a gauche (35%), au colon ascendant, au sigmoide, au colon droit, au
transverse et au rectum (5%).

L’aspect endoscopique précoce est celui d’une muqueuse de couleur bleu foncé,
violacée, cedémateuse et hémorragique.

La biopsie révele des lésions de nécrose de coagulation avec disparition des
glandes. [1, 22].

4-3-2-3- Les hémorroides et les fissures anales :

La présence de rectorragies peut préter a confusion. Dans ce cas 1’anuscopie est
utile [1, 22, 132].
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4-3-2-4- Le cancer rectocolique :
Doit étre bien sir ¢liminé devant la présence d’une diarrhée et de rectorragies
chez un patient agé de plus de 45 ans [1, 22, 61].

4-3-2-5- L’ulcére solitaire du rectum :

Il se présente comme une ulcération tres creusante, hémorragique et totalement
isolée, et dans le rectum : a cet endroit, cette lésion est parfois secondaire a des
traumatismes ou a des troubles majeurs de la défécation [1, 22].

4-3-2-6- La schistosomose colique :
Est caractérisée par la présence de pseudopolypes identiques a ceux retrouvés
dans les MICI [1, 22].

4-3-2-7- Autres pathologies iatrogenes :

Comme la rectite radique, ou secondaire au glutaraldéhyde aprés coloscopie, les
rectites médicamenteuses (Di-Antalvic) peuvent également se présenter avec
une diarrhée ou une rectorragie, mais dans ce cas, I’histoire clinique de la
maladie rend le diagnostic aisé [1, 22].

5-Physiopathologie :

Les MICI se caracterisent par des anomalies de la régulation de la réponse
immunitaire au sein de la muqueuse intestinale dont la conséquence est une
inflammation de la muqueuse, résultat d'une cascade d'évenements cellulaires.

De nombreux arguments, d'ordre clinique, épidemiologique et expérimentaux
suggerent, lI'intervention des facteurs entre autres microbiens, dans la genése ou
la pérennisation des lésions.

L'implication de ces facteurs peut s'envisager selon trois modalités; un agent
pathogene spécifique persistant serait a l'origine des MICI, mais cette hypothése
est peu probable ; des agents infectieux non spécifiques bactériens ou viraux
pourraient initier lI'inflammation intestinale qui serait ensuite entretenue par des
meécanismes d'auto-immunite.

Les MICI pourraient enfin étre liées a une rupture de tolérance du systéme
immunitaire intestinal vis-a-vis de tout ou une partie de la propre flore
intestinale saprophyte [22, 43].
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5-1- Fonction de la barriere epithéliale:

Les cellules intestinales forment une barriére aux antigénes par jonctions
intercellulaires trés serrées et par la production des peptides antimicrobiens pour
I'élimination des bactéries et pour la sécrétion des interleukines 8(IL8) pour le
recrutement des polynucléaires neutrophiles aux sites des infections.

Depuis la découverte de Toll Like Receptor (TLR), I'immunité intestinale innée
est devenue un important sujet de recherche dans I'immunité intestinale.

La destruction des jonctions intercellulaires peut causer une augmentation de la
perméabilité intestinale et la translocation bacterienne.

Wehkamp et al ont rapporté que l'activité anti-microbienne est basse dans les
MICI associées en particulier a des lésions iléales. Cela pourrait étre en rapport
avec la baisse de production des défensines par les cellules de Paneth [76].

5-2- Agents infectieux:

Pendant longtemps, le déséquilibre de la flore bactérienne a été évoqué dans les
MICI. Des recherches récentes ont révélé une prévalence élevee de I'Escherichia
Coli adhérente-invasive (ECAI) appartenant au groupe phylogénique 132+D,
dans les biopsies des muqueuses normales et pathologiques, chez les malades
atteints de MICI [99].

Takaishi et al ont rapportée un deséquilibre de la microflore saprophyte du tube
digestif des patients présentant une MICI [76].

Des etudes suggerent que des espéces commensales induisent et perpétuent les
divers états inflammatoires de la muqueuse intestinale chez des souris
génetiquement prédisposes [76].

5-3- La réponse immunitaire:

Les patients prédisposés genétiguement a avoir une MICI, présentent une
dysrégulation de la réponse immunitaire de la muqueuse colique dirigée contre
des constituants de la flore intestinale.

Ce phénomeéne de dysrégulation est caractérisé par des anomalies de la réponse
immunitaire innée et spécifique [22, 43].

-Pour la réponse innée, il ya d'abord une activation des voies de transduction
(voies NFKB et des kinases de stress) qui activera la production des médiateurs
inflammatoires (cytokines et chimiokines), ces derniers seront impliqués dans le
recrutement de nouvelles cellules inflammatoires sanguines dans la paroi
intestinale, cela par la surexpression des molécules d'adhérence, provoquant la
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formation, dans la paroi intestinale, d'un infiltrat de cellules inflammatoires
activées [63,74].

Un autre mécanisme caractérisé par une inhibition de l'apoptose, entrainera
l'augmentation de la survie de ces cellules pro-inflammatoires dans la muqueuse
intestinale, ce qui va assurer donc la chronicité de I'inflammation.

-Dans la réponse immunitaire spécifique, il existe dans la muqueuse intestinale,
des lymphocytes T particuliers appelés lymphocytes T régulateur dont
I'activation entrainera une rupture de la tolérance de cette muqueuse vis-a-vis de
sa propre flore intestinale.

5-3-1- Activation des voies de transduction:

Les deux principales voies de transduction du signal impliqué dans les
phénomenes inflammatoires sont les voies de NFkB et des Kinases de stress
activées par des protéines mitogenes appelees MAPK (Mitogen-activated
Protein Kinase).

Aprés activation de la cellule intestinale, une cascade de phosphorylation
entraine la translocation du NFkB du cytoplasme vers le noyau de la cellule ou il
se fixe sur I'ADN et induit I'expression de nombreux genes impliques dans la
production de cytokines inflammatoires, des chimiokines et des molécules
d’adhésion.

Ce facteur est considéré comme un élément clef dans I’initiation d’une réaction
inflammatoire systémique, mais pourrait avoir également un réle protecteur en
fonction des stades évolutifs de la maladie.

L'activation des MAPK par des facteurs de stress sera a l'origine de trois
facteurs: extracellular-activated Protein Kinase (ERK), P35 et jun Kinase
(junk); qui vont pouvoir passer dans le noyau de la cellule et activer des genes
impliqués dans la réaction inflammatoire.

Dans les MICI plusieurs travaux ont mis en évidence une augmentation de
I'activation des voies de NFkB et des MAPK dans la muqueuse intestinale et
plusieurs essais thérapeutiques inhibant ces voies ont été réalisés, chez des
malades atteints de MC et de RCUH. Cependant, les resultats sont décevants,
surtout pour le BIRB 796 (inhibiteur de MAPK) chez cette population de
malades. Cette absence d'efficacité peut s'expliquer par la dualité fonctionnelle
de l'activation de la voie NFkB par les cellules épithéliales intestinales, capables
d'induire une inflammation systémique mais de protéger également l'intestin des
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phénomenes apoptotiques provoqués par des facteurs physiques, chimiques ou
infectieux.

5-3-2 - Production des cytokines et des chimiokines:

5-3-2-1- Classification des chimiokines et des cytokines:

Les cytokines sont des protéines de faibles poids moléculaire impliguées dans la
communication entre les cellules et qui sont exprimées a I'état physiologique
dans les cellules intestinales.

Trois grands groupes ont été caractérisés: les cytokines inflammatoires et anti-
inflammatoires et les cytokines immunorégulatrices.

La balance entre les cytokines inflammatoires (IL-1, IL-6, 1L-8, TNFa) et anti-
inflammatoires (IL-1 RA, IL-10, T6Ff3) gere localement l'intensité et la durée
de la réaction inflammatoire.

Récemment Hue et al et Kulberg et al ont attribué I'hyperproduction des
cytokines inflammatoires chez des modéles de colite expérimentale, a
I'activation des cellules Th17 par l'interleukine 23 (I L23).

Les cytokines immunorégulatrices interviennent dans la susceptibilite et la
résistance aux agents infectieux, dans les mecanismes allergiques et dans la
régulation des cytokines inflammatoires.

Les chimiokines définissent un sous groupe d'une cinquantaine de médiateurs,
impliqué dans le recrutement et l'activation des polynucleaires neutrophiles et
éosinophiles dans les tissus.

Les cytokines agissent sur les cellules cibles en se fixant sur les récepteurs
spécifiques TLR (Toll Like Receptor) qui vont activer une cascade d'évenements
intracellulaires (NFkB et MAPK) [63, 74].

5-3-2-2- Cytokines, chimiokines et MICI:

Les cytokines inflammatoires TNFa, 1L6 et IL1B sont impliquées dans les
Iésions intestinales au cours des MICI.

La principale source de TNFa sont les macrophages localisés dans la lamina
propria de l’intestin, les granulomes, les centres germinatifs, les follicules
lymphoides ainsi que dans la graisse mésentérique des patients atteints de MICI.

5-3-3- Augmentation de I’expression des molécules d’adhésion :
Au cours des MICI, les lesions intestinales sont caractérisées par une infiltration
de la muqueuse par des polynucléaires neutrophiles et des lymphocytes qui vont
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adhérer aux cellules endothéliales intestinales via différents récepteurs de
surface appelés molécules d'adhésion.

5-3-4 - Inhibition des mécanismes d'apoptose:

Dans la RCUH, il existe une diminution de l'apoptose de certains lymphocytes
présents dans la lamina propria responsables des mécanismes inflammatoires,
cette diminution de lI'apoptose est multi factorielle mettant en jeu I'lL6 produite
essentiellement par les macrophages et les lymphocytes.

Récemment une nouvelle étude a mis en évidence une nouvelle fonction de
I'azathioprine qui a un effet anti NFkB sur les lymphocytes et une activité
apoptotique en transformant au niveau cellulaire un signal essentiel a I'induction
de la réponse immunitaire en une mort cellulaire par apoptose, cette nouvelle
propriété de l'azathioprine pourrait expliquer l'efficacité de ce traitement au
cours des MICI [63, 74].

5-3-5 - L'autophagie et les MICI:

Les progrés récents a travers les études génetiques ont révélé des nouveaux
génes de susceptibilite pour les MICI appelés : AutophagyRelated Genel6-Likel
(ATGI6GLI) et IRGM (Immunity-related GTPase family M) qui sont associés a
I'autophagie : mécanisme de stabilisation de I'hnoméostasie cellulaire.

La difféerence entre autophagie et apoptose est que cette derniere élimine les
cellules mortes alors que l'autophagie detruit les cellules vivantes.

L'association entre ces genes d'autophagie et les MICI, conforte I'nypothése
gu'une réponse immunitaire innée anormale en réponse a des agents pathogenes
intracellulaires contribue dans la pathogenie des MICI [11, 83].

5-3-6 - Rupture de tolérance:

Des mécanismes faisant intervenir I'immunité spécifique (adaptative) ou innée
(naturelle), peuvent participer a une rupture de la tolérance vis-a-vis des
antigénes luminaux (alimentaires ou bactériens).

Des anomalies de I'immunité spécifique faisant intervenir des lymphocytes
régulateurs T sont décrites au cours des MICI et sont a l'origine d'une réponse
immunitaire active dirigée contre des antigenes de sa propre flore bactérienne
[11, 83].
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6- Etiopathogénie :

L’étiopathogénie exacte de la RCUH reste obscure. Cependant, beaucoup de
facteurs pourraient intervenir d’une fagon directe ou indirecte dans la
pathogenese de la maladie [161].

6-1- Facteurs infectieux :

6-1-1- Les bactéries :

Les cultures en milieu aérobie et anaérobie du contenu colique ont montré que la
flore intestinale est trouvée parfois normale avec parfois, une augmentation du
debit fécal de streptocoque du groupe D ou d'Escherichia coli [11, 83, 202].

Les agglutines dirigées contre les antigenes d'Escherichia sont plus fréequemment
retrouvées chez les malades atteints de RCUH que les sujets sains avec absence
de corrélation entre le taux de ces Anticorps et I'évolution de la RCUH [90,180].

6-1-2- Les virus :

De nombreuses études ont montré que le role des virus dans la pathogénie de la
RCUH est prépondérant.

Chez les sujets atteints de RCUH, les anticorps anti-cytomeégalovirus sont notés
avec une tres grande fréquence que chez les sujets témoins.

Kruiningen et al rapportent le réle des virus dans la pathogénie des MICI par la
mise en évidence par PCR des DNA et RNA viraux dans l'intestin des malades
atteints de RCUH.

Au cours du traitement immunosuppresseur, Il a été noté que le cytomégalovirus
peut compliquer une MICI préexistante [86,165].

6-1-3- Les levures :

Le developpement des maladies inflammatoires du co6lon est associé a
I’apparition dans le sérum des patients, des anticorps antisaccharomyces
cerivciae (ASCA) qui ont été objectivés chez 50% a 60% des malades atteints de
MICI [90, 165, 196].

Des études cliniques et expérimentales ont démontré que 1’oligo-mannose qui
supporte la formation des ASCA peut étre libéré par le Candida albicans (CA)
dans le tissu humain, suggérant I’'immunogénécité du Candida albicans pour les
ASCA [90, 163, 197].
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6-1-4-Les helminthes:

Actuellement, 1’hypothese communément admise pour expliquer le
développement des maladies inflammatoires chroniques intestinales est une
dysrégulation de la réponse immunitaire muqueuse dirigée contre des éléments
de la flore intestinale, survenant chez des patients génétiquement prédisposes.
La maladie de Crohn est fréguente dans les pays industrialisés ou la prévalence
des helminthiases est faible et réputée rare dans les pays en voie de
développement ou la majorité des individus sont exposés a ce parasite. De ces
constatations agrandi I’hypothése de I’hygiéne : une moindre exposition aux
agents infectieux ne permettrait pas un bon développement de notre systeme
immunitaire dans I’enfance. Les helminthes, dont Trichuris suis, atténuent
I’intensité de la réponse immunitaire chez ’homme et dans des modeles de
colites inflammatoires expérimentales. La maladie de Crohn est classiquement
associée a une réponse immunitaire de type T-helper (thl) excessive. Les
helminthes empéchent le développement d’une réeponse Thl, induisent un profil
cytokinique de type Th2 et stimulent les lymphocytes T régulateurs. Sur ces
arguments immunologiques, les helminthes ont été proposés dans le traitement
de la maladie de Crohn.

Quelques essais cliniques ont suggéré I’efficacité et la bonne tolérance d’une
exposition aux helminthes dans les maladies inflammatoires chroniques
intestinales. Sa tolérance a long terme reste inconnue [104].

6-2- Facteurs environnementaux :

Les examens histologiques ont montré la présence des éosinophiles, mastocytes
dégranulés dans le chorion et ascension du taux d'histamine dans la muqueuse
rectale qui font évoquer I'existence d'une allergie alimentaire.

Les émulsifiants et les stabilisateurs entrant dans l'industrie alimentaire et le
sucre fin, sont aussi incriminés mais aucune étude epidémiologique n'a pu établir
de relation entres ces additifs alimentaires et la RCUH.

Il est admis actuellement que l'intolérance au lait de vache observée au cours de
certaines poussées de RCUH ne dépend pas du déficit transitoire ou permanent
en lactase intestinale [21,63].

Le role du tabac comme agent protecteur au cours de la RCUH a été demontré
[74].

Une étude cas témoins a montré que l'exposition passive au tabac chez des
jeunes de moins de 15 ans et dont le pere ou la mere fumait, diminuait de 50% le
risque ultérieur de développer une RCUH [50, 83, 196].
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6-3- Facteurs medicamenteux :

-Les contraceptifs oraux : une étude cas témoins portant sur 406 femmes
atteintes de MICI a montre un risque relatif de 1,1 pour la RCUH [22].

-Une antibiothérapie prolongée a été souvent incriminée comme facteur
déclenchant d’une crise de RCUH.

6-4- Autres facteurs:

-Le role des prostaglandines dans la pathogénie de la RCUH, a retenu I’attention
de plusieurs auteurs depuis la mise en évidence d’une augmentation du taux de
prostaglandines dans les selles, les urines et le sang veineux drainant le célon
chez les patients porteurs de RCUH.

Il a ét¢ aussi démontré une augmentation de I’activité de la prostaglandine-
synthétase a partir des biopsies rectales, faites au cours des poussées de RCUH,
comparée au résultat obtenu chez des sujets ayant un syndrome du cbélon
irritable.

-Le réle pathogénique des facteurs psychiques est controversé [25,48].

7- Evolution :

la RCUH évolue souvent par poussee entrecoupées de remissions.

Lors de ces poussees, des complications peuvent survenir a savoir la colectasie,
la perforation colique et les hémorragies digestives profuses qui constituent des
urgences chirurgicales.

L’évolution de la RCUH peut augmenter le risque d’adénocarcinome
rectal [2]. Elle reste imprévisible, ces dernieres années, certaines études ont pu
apporter aux patients des informations rassurantes y compris dans les formes
étendues de la maladie [63, 198].
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8-Traitement :

8-1- Traitement médical :

Dans [Dincertitude étiologique, le traitement médical est essentiellement
symptomatique.

Dans I'immédiat le traitement médical a pour but de restaurer un équilibre
nutritionnel, d’interrompre 1’hémorragie, la diarrhée, I’infection, de corriger
I’anémie, I’hypoprotéinémie et le déséquilibre hydro électrolytique [47, 212].

A long terme, son but est de diminuer la fréquence des poussées évolutives [11,
219].

8-1-1-Les salicylés :

La sulfasalazine (salazopyrine) est composée de deux molécules, le 5-
aminosalicylate (5-ASA) qui est responsable de l'activité thérapeutique, et la
sulfapirydine responsable de la majorité des effets secondaires.

Un (1) g de sulfasalazine contient 400 mg de 5-ASA et a une action directe sur
les Iésions.

Le 5-ASA a une action anti-inflammatoire par plusieurs mecanismes ;
stimulation de la production des prostaglandines, une action antiradicaux libres,
une réduction de la libération de I’interleukine -1 et une inhibition de la réponse
chimiotactique aux leucotriénes.

La mésalazine commercialisée sous le nom (Pentasa) existe en comprimes de
250 mg et 500 mg, sous forme de suspension rectale de 19 et de suppositoires de
1g et aussi sous le nom de (Rowasa) qui existe en comprimés de 250mg et
500mg et aussi en suppositoires de 0,5g.

Le Pantasa libére le 5-ASA dans le duodénum et le colon et Rowasa libere le
5-ASA dans I’iléon terminal.

L’alsalazine (Dipentum) analogue de la sulfasalazine couplant le 5-ASA a un
vehicule autre que la sulfapyridine pour accroitre la tolérance.

C’est des gélules de 250mg, libérant le 5-ASA dans le c6lon et permettant a plus
de 98% de 5-ASA d’arriver dans le cblon apres la prise orale.

Les salicylés sont indiqués dans le traitement des poussées de RCUH ainsi que
dans le maintien de la rémission [12, 45, 47].

Dans la RCUH distale en poussee, la mésalazine est donnée par voie rectale sous
forme de suppositoires, de lavements ou de mousses.

Le 5-ASA est aussi trés efficace sous forme de lavements dans la RCUH distale.
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Dans les formes plus étendues de RCUH, la Sulfasalazine : 4 a 6g /j par voie
orale donne une amélioration clinique en 4 a 6 semaines.

L’association 5-ASA oral a 1,6 g/ | et en lavement (4g, 2 fois/ semaine) donne
un taux de maintient en rémission a 12 mois de 72% contre 39% pour le seul
5-ASA oral [63].

8-1-2-Les corticoides:

Sont plus efficaces dans le traitement des poussées de RCUH qu’elle que soit sa
localisation anatomique.

Les corticoides inhibent la production des parametres de la réaction
inflammatoire.

L’hydrocortisone et le prédnisolone par voie générale et rectale a la dose de 40
a 60 mg sont efficaces dans le traitement des poussees de RCUH.

Le metasulfobenzoate de prédonisolone (Solupred) est peu absorbé lors
d’administration rectale, de ce fait, il est prescrit en lavement comme suit : 40
mg dissous dans 60 a 100 ml d’eau. Une forme de budesonide a raison de
10mg/j per os a donné une amelioration symptomatique et endoscopique voisine
de celle observée avec le prednisolone et surtout une meilleure tolérance [66,
95, 72].

Les corticoides, par voie orale (1mg /kg/j de prednisolone) ou locale restent le
traitement de base des poussees de RCUH.

8-1-3-Les immunosuppresseurs :
L’usage de ces médicaments reste marginal dans le traitement de la RCUH.

8-1-3-1-L’azathiopurine (AZA) et 6-mercaptopurine :

C’est deux molécules provoquent une diminution progressive du taux de
leucocytes, une macrocytose et inhibent les différents mécanismes
iImmunologiques. La posologie est de 2,5 mg/kg/j pour L’AZA et de 1,5mg/kg/j
pour la 6-MP.

Leur indication se limite & une RCUH rebelle au traitement, pour laquelle une
proctocolectomie totale apparait comme un geste excessif [102, 153, 190, 191].

8-1-3-2-Ciclosporine :

Leur indication se limite au traitement des formes séveres de RCUH résistant
aux corticoides. Sa posologie est de 4mg/ kg/j [74,170].
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Dans les formes réfractaires de RCUH est utilisé le Métasulfobenzoate de
prednisolone (Solupred) en application topique, a la dose de 40 mg dissous dans
60 @ 100 ml d’eau/j. L’association de 5-ASA (2g) et du butyrate (100 ml,
80 mmol/L en solution) en lavements, 2 fois/j, peut également étre utilisée
[212].

8-2-Traitement chirurgical :

La proctocolectomie totale avec confection d’un réservoir iléal anastomosé a
I’anus, est I’intervention la plus fréquemment utilisée en cas d’échec du
traitement meédical des poussées graves de RCUH ainsi de celui de ses formes
chroniques invalidantes.

Ce geste chirurgical peut étre pratiqué au cours des hémorragies profuses et des
perforations ainsi que dans le traitement des dysplasies séveres.

La proctocolectomie permet a la fois la guérison définitive de la maladie et la
conservation d’un anus artificiel [78, 153, 162, 199].
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PARTIE PRATIQUE
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1- Problématique et Objectifs de notre travail :

La RCUH est une maladie inflammatoire du colon dont les étiologies ne sont
pas tres bien recensées. Plusieurs études ont permis de soupgonner I’amoebose
d’étre a ’origine du processus inflammatoire de la maladie ou du moins des
complications et rechutes de la RCUH.

Jusqu’a aujourd’hui, plusieurs questions restent posées auxquelles nous allons
essayer de trouver des réponses et solutions.

L’amcebose est-elle a I’origine d’un processus inflammatoire déclenchant ou
favorisant une RCUH ?

L’amcebose serait-elle une complication ou du moins une pathologie associée a
la RCUH ?

En Algérie, la pathologie colique d’origine parasitaire ou inflammatoire
constitue le motif le plus fréquent de consultation medicale.

Notre étude prospective a pour objectifs de :

- Déterminer dans quelle proportion I’amcebose est a I’origine de 1a RCUH ou
de ses poussees.

-Evaluer par des tests statistiques 1’association de ces deux pathologies en
calculant 1’0Odds ratio.

-Définir les critéres de guérison de ’amceebose chez des malades atteints de
RCUH.

De ce fait, une equipe pluridisciplinaire a éte sensibilisée pour atteindre les
différents buts. Par ailleurs plusieurs techniques biologiques ont été mises au
point pour confirmer les diagnostics a savoir : les cultures de selles sur le milieu
de Dobell et Laidlaw et le Test ELISA corp-Antigene.
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2-Patients et Méthodes :

2-1-Population étudiée :

L’échantillon de notre étude est représenté par I’ensemble des malades adressés
parles différentes consultations d’hépato-gastro-entérologie, médecine interne,
maladies infectieuses ainsi que celles des établissements privés apres avoir
sensibilisé nos confreres a propos des objectifs de ce travail, durant la période
allant de janvier 2007 au 31 Décembre 2011.

2-2-Population source :
Une population de 500 patients présentant des diarrhées glairo-sanguinolantes a
¢té recrutée durant la période d’étude.

2-3-Criteres d’inclusion :

Le seul critére d’inclusion dans notre étude est : tout malade presentant une
diarrhée glairo-sanguinolente avec ou sans antécédent de Recto-Colite Ulcéro-
Hémorragique (RCUH) dont I’age était supérieur a 16 ans quelque soit le sexe.

2-4-Critéres d’exclusion :

Ont été exclu de notre étude les malades aux antécédents de :
-Colite radique.

-Colite ischémique.

-Ulcere solitaire du rectum.

-Lymphome ou cancer intestinal.

-Maladie cceliaque.

-Tuberculose intestinale.

-Maladie de Crohn.

2-5-Collecte des données :

Une fiche de renseignements a été pré établie et remplie pour chaque malade se
présentant au laboratoire sur laguelle sont mentionnés :

-Nom et prénoms, age, adresse, numéro du téléphone et profession du malade
ainsi que ses antécédents medico-chirurgicaux.

-L’observation clinique.

-Les résultats des examens biologiques (bilan biochimique, coproculture et
parasitologie des selles).

82



-Résumé de comptes rendus des examens radiologiques : abdomen sans
préparation (ASP), rectoscopie, coloscopie, fibroscopie digestive haute ainsi
qu’un transit baryte.

-Conclusions de I’examen anatomopathologique des pi¢ces biopsiées.

-Résultats des cultures de selles.

-Recherche des copro-Ag par la technique ELISA copro-Ag.

Cette fiche de renseignements (questionnaire) a été validée aprés une enquéte
pilote.

(Voir annexe n°12).
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2-6-Méthodes :

2-6-1-Collecte des échantillons :
Les selles sont recueillies au laboratoire dans des récipients secs et propres et
observées immediatement apres leurs émissions.

2-6-2-Examen direct :

-Un examen macroscopique consistant a rechercher des éléments anormaux
visibles a I’ceil nu présents dans la selle a savoir : la présence du mucus, glaire,
sang, éléments parasitaires et autre. On note aussi la consistance et la couleur de
la selle.

-Un examen microscopiquecomportant :

e Un examen direct a 1’état frais de selles glairo-sanguinolentes dans une
goutte d’eau physiologique : permettant d’observervivants les parasites
et leur mobilité principalement les formes végétatives des
protozoaires.

e Un examen au lugol a 5% : permettant de colorer la chromatine des
noyaux des kystes de certains parasites et les organites cellulaires
iodophiles (Voir annexe n°1).

Pour cela on dépose a chacune des extrémités d’une lame porte-objet une goutte
d’eau physiologique et une goutte de lugol, dans lesquelles on délaye un petit
fragment de la selle (glairo-sanguinolente) prélevée a 1’aide d’une anse de
platine ou d’une pipette Pasteur suivant la consistance du prélévement.On
recouvre chaque préparation d’une lamelle.

Dans certains cas, on a utilisé la coloration de Bailenger extemporanée qui
consiste a remplacer le lugol par un colorant faisant ressortir le cytoplasme des
amibes en rouge et les structures nucléaires en noir (Voir annexe n°5). Cette
technique a été utilisée pour les selles comprenant des formes suspectes.

Les étalements ne doivent pas étre ni trop chargés ni pauvres en matiéres fécales
pour une meilleure observation.
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La lecture se fait en zig-zag, de gauche a droite et de haut en bas a I’objectif
X10 puis X40 si le grossissement de I’objet est insuffisant pourvisualiser les
caractéres morphologiques.

Photo n° 3 :Forme végétative d’Entamoeba hsitolytica hématophage.
Grossissement X 40
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Source : photo prise au laboratoire de parasitologie du CHU de Constantine

2-6-3-Methodes de concentration :

Quelque soit le résultat de ’examen direct on a pratiqué a tous les
prélevementsune concentration. Elle a pour but de diminuer les débris des
matiéres fécales et réunir dans un faible volume les éléments parasitaires.

Les méthodes de concentration utilisees sont les techniques

diphasiques :Bailenger pour les selles fraiches et Ritchie modifiée pour les selles
formolées.

Le principe de base de ces techniques est de séparer les parasites des autres
particules suivant la balance hydrophile-lipophile de chaque élément. Apres
centrifugationles debris fecaux lipophiles vont se retrouver au niveau de la phase
organique représentée par de 1’éther et les parasites vontse déposer au niveau du
culot de centrifugation.

Parmi les nombreuses techniques diphasiques c¢’est celle de Bailenger qui a été
utilisée dans notre étude, utilisant le tampon acéto-acétique a pH 5 comme
solvant aqueux et I’éther (Voir annexe n°2).

Pour les selles formolées, cette technique a été remplacée par celle de Ritchie
simplifiee dans laquelle le tampon acéto-acétique est remplacé par de 1’eau
formolée a 10%(Voir annexe n°3).

En cas de selles positives nous avons opté pour latechnique de concentration au
cop-color qui met en évidence les kystes d’amibes en les colorant en
jaune,jaune-orange sur fond bleu (Voir annexe n°13).
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2-6-4-Techniques de coloration :

Les colorations ont concernées toutes les selles positives. Elles permettent de
faire ressortir certaines structures parasitaires invisibles a frais afin de faire le
diagnostic différenciel entre les amibes du tube digestif.

Nous avons pratiqué deux colorations :

La coloration au MIF (Merthiolate lode Formol) qui colorele
cytoplasmedes formes végétatives et kystiques des amibes en rouge
clair alors que la chromatine des noyaux apparaiten brun.(\Voir
Annexe n° 14).

La coloration de Kohn (Noir Chlorazol) : elle colore le cytoplasme
des amibes en gris clair sur fond grisatre et les structures nucléaires
en noir (Voir annexe n°5).

Photo n° 2 :Forme végétative
d’Entamoebahistolytica/Entamoebadispar  (colorée  au  MIF).
Grossissement X100




Source : Photo prise au laboratoire de parasitologie du CHU de Constantine

2-6-5-Les cultures :

La mise en culture des selles nous a paru une étape essentielle pour le diagnostic
de I'amcebose mais qui n'a jamais été pratiquée dans notre laboratoire.Le milieu
utilisé a été celui de Dobell-Laidlaw(Voir annexe n° 09-10).

Les selles négatives a I’examen direct et aprés concentration, ont étaient toutes
cultivées systématiquement sur milieu de Dobell-Laidlaw.

Avant cette étape, chaque préléevement de selles a été scindé en deux pots. Un
pour une éventuelle culture et ’autre destiné aétre congelé et qui serait testé au
réactif ELISA pour mettre en évidence les Ag d’Entamoeba histolytica si le
premier echantillon est revenu en faveur une amibe histolytica apres mise en
culture.

La préparation des milieux de culture est faite de la maniere suivante :
Préparation de la phase solide: nous avons procédé nous méme aux
prélevements de sang sur des chevaux et parfois méme en cas d’absence sur des
anes (absence de sérum de cheval dans le commerce).
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Phase liquide constituée parle sérum de cheval dilué dans une solution de
Ringer.

L'amidon de riz a été rajouté au moment de I'ensemencement.

Avant I’ensemencement, il faut stériliser les instruments méme s’il s’agit de
cultures de selles contenant de la flore bactérienne intestinale. Les bactéries
présentes dans le milieu sont pour la plupart du temps utiles. Cependant, il serait
tout a fait néfaste a la culture d’introduire de nouveaux germes, qui rapidement
submerge la culture et entraine la perte des amibes.

Ensemencement : les milieux de cultures sont tout d’abord réchauffés au
voisinage de 37°C avant leur utilisation.

On préleve, en plusieurs points, a I’aide d’une spatule rigide, une parcelle de
selle a examiner a 1’aide d’une pipette (a laisser refroidir aprés stérilisation a la
flamme).

On porte le prélévement au fond du tube, sans remettre tout I’amidon en
mouvement.
Une fois ensemencés, les tubes sont placés dans 1’étuve a 37°C.

Lecture : une premiere lecture est faite au bout de 24 heures puis une seconde
lecture 48 plus tard. En préleve un peu de liquide au contact du sediment
d’amidon de riz et du plan de sérum coagulé.

L’identification des parasites est faite par I’examen direct et I’emploi des
techniques de colorations.

2-6-6-Recherche des copro-antigenes :

Cette recherche d'antigene est destinée aux selles présentant des formes
d’Entamoeba histolyticaet/ou dispar et ne présentant pas d’hématies intra-
cytoplasmiques.

La technique ELISA copro-antigene (E. HISTOLYTICAII) utilise pour la
détection rapide de 1’adhésine d’Entamoeba histolytica contenue dans les
spécimens fécaux (Galactose/N acetyl Galactosamine : hétéromeére de 260 KDa
constitué d’une sous-unité lourde de 170 KDa et d’une autre 1égere de 31 — 35
KDa, associées de fagcon non covalente a une sous-unité intermédiaire de 150
KDa). D’aprés Merens A. et al, lasensibilité de cette technique est égale a celle
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de la PCR et a en plus I’avantage d’utiliser un matériel peu couteux (Voir
annexe n°11).

Dans notre travail, nous avons respecté les consignes du fabriquant (Voir annexe
n° 11) et travaillé sur des selles fraichement émises et d’autres congelées.

La technique a été réalisée en plusieurs étapes :

-M¢élanger au vortex 1’échantillon de selles a tester (laisser décongeler les
spécimens qui ont été congelés).

-Préparer un tube pour la dilution de chaque échantillon de selles et y attribuer
un numéro.

-Ajouter 400 ml de diluant a chaque tube.

-Mélanger les échantillons au vortex (pour les selles liquidiennes, transférer 400
ul de spécimen de selles au tube apres I’avoir bien mélanger au vortex).
-Mélanger les spécimens une 2° fois pendant 10 secondes avant de les transférer
au puits de microtitration.

-Pour chaque analyse, ont été réserves deux puits de contrdle I’un positif et
I’autre négatif.

-Rajouter une goutte (50 ul) de conjugué (chapeau rouge) au deux puits de
contrdle ainsi qu’aux puits pour les échantillons de patients.

-Ajouter une goutte (50 ul) de réactif pour contrdle positif (chapeau noir) au
puits pour controle positif et 100l de contrdle négatif au puits pour contréle
négatif.

-Transférer 200 pul de chaque spécimen dilué au puits d’analyse.

-Couvrir les puits (la plaque) d’une feuille d’adhésine et I’incuber a la
température du laboratoire pendant deux heures.

-Aprés I’étape de nettoyage, ajouter deux gouttes (100 pl) de substrat (chapeau
bleu) a chaque puits, puis tapoter doucement les puits au départ puis cing
minutes plus tard.

-Incuber les puits a température ambiante pendant 10 minutes.

-Ajouter une goutte (50 ul) de solution d’arrét (chapeau jaune) a chaque puits.
-Tapoter les puits (plaque) doucement puis attendre deux minutes avant la
lecture.

L’addition de la solution d’arrét convertit la couleur bleue en une couleur jaune
qui peut étre dosée en mesurant la densité optique a 450 nm par un lecteur
microplaque ELISA (Voir : Photo n° 5).

Photo n° 5 : Résultats du test ELISA copro-Ag (les échantillons positifs sont
représentés en jaune.
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Source : Photo prise au laboratoire de parasitologie du CHU de Constantine

Le test été validé quand la densité optique entre témoin positif et ttémoin négatif
était supérieure a 0,5 et était considérée comme positif tout échantillon dont la
densité optique était supérieur a 0,05.
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2-6-7- Etude bactériologique des selles :

Pour éliminer les diarrhées bactériennes chez les malades aux antécédents de
RCUH qui ont présenté des diarrhées glairo-sanguinolentes, un examen
bacteriologique a éte réalisé sur les échantillons de selles de ces patients.

Au laboratoire de microbiologie, les selles de ces malades sont incubées a 37°
sur milieu HECTOEN. Aprés 24 heures, les germes sont identifiés par examen
macroscopique et microscopique (coloration de Gram) des cultures.

2-6-8-Rectosigmoidoscopie :
La rectosigmoidoscopie a été utilisée pour confirmer le diagnostic de RCUH
chez des patients :

e Aux antécédents de RCUH associée a une amoebose présentant
encore des diarrhées glairo-sanguinolentes apres avoir été traites
par du métronidazoles.

e Présentant une amcebose isolée et ayant gardé la méme
symptomatologie apres le traitement.

e Ceux dont la parasitologie des selles était négative.

L’examen endoscopique a utiliséun endoscope souple afin :
-d’explorer tout le colon pour apprécier la topographie des Iésions et juger de

leur sévérité.

- de prélever des fragments de tissus pour un éventuel examen
anatomopathologique.

- de suivre I’évolution de la cicatrisation des muqueuses surtout apres
traitement.

Une endoscopie interventionnelle peut étre aussi indiquee dans certaines RCUH
sténosantes.

En cas de biopsies, ces derni¢res sont adressées au laboratoire d’anatomo-
pathologie pour confirmer ou infirmer une éventuelle RCUH.
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2-6-9-Anatomo-pathologie :

L’examen anatomo-pathologique a été utilisé pour renforcer le diagnostic de
RCUH soupgonné lors de I’examen endoscopique.

Parvenu en anatomo-pathologie, les prélevements sont mis dans un flacon
contenant du formol a 10% pendant quelques heures puis mises en cassettes
numérotées.

Comme deuxiéme étape, on fait passer pendant 16 heures les prélevements dans
un appareil constitué¢ de bacs contenant des solvants a savoir, I’éthanol
(déshydratation),

le xylene (éclaircissement) et la paraffine (imprégnation).

Apres, mise des prélevements dans un moule sur lequel est mentionné un
nUMero.

La coupe des biopsies pratiquée grace a un microtome, puis le produit est étalé
sur lame. Les lames sont colorées au HES (hématoxyline éosine safran).

Le montage des lames consiste a fixer lame et lamelle par une résine.
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Syndrome
Dysentérique

!

Recherche d’Amibes Mobiles
Hématophages sur Selles Dysentériques
ou sur Echantillonnage Rectal

Présence d’amibes Présence de Kystes RCUH avec examen
hématophages ou de Formes Végétatives parasitologique
(cytoplasme+hématies) (sans présence d’hématies) négatif

[ Recherche de Copro-Antigénes ]

Y
Amoebose Colique ](—[ Copro-Antigenes Positifs ] [ Copro-Antigénes Négatifs ]

Faible Probabilité
d’amoebose Colique :
Rechercher une Rechercher une Autre
éventuelle RCUH Cause de Colite

\ 4

Coprocultures
Rectosigmoidoscopie :
-Prélevement du Mucus
- Bioosie

Figure n° 3 : Algorithme diagnostique devant une suspicion clinique d’amcebose

Colique SOURCE : Merens A. INTERET ET LIMITES DU DIAGNOSTIC AU LABORATOIRE DE
L’ AMIBIASE. Med Trop 2005 : 65 :167-175
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2-6-10- Suivi thérapeutique :

Tous les malades présentant une ameebose confirmée ont €té traité par le
métronidazole a raison de 30 a 40 mg/Kg/j pendant 10 jours par voie orale. La
voie intraveineuse a €t¢ préconisée aux malades qui n’ont pas pu supporter les
effets secondaires du traitement oral.

Des parasitologies des selles de contrble ont été pratiquées a un et sept jours
apres ’arrét du traitement.

Tous les malades dont lescontrdles sont négatifs et qui présentent encore des
signes cliniques (diarrhées glairo-sanguinolentes) ont été adressés au service de
gastro-entérologie pour recto-coloscopie avec biopsies.

Parmi ces malades, certains aux antécedents de RCUH ont développéune
poussée de leur maladie inflammatoire associée donc a une ameebose.

Les autres patients, leur amaebose été inaugurale de leur RCUH.

Les malades dont les examens parasitologiques des selles étaient négatifsont éte
diriges vers le service de gastro-entérologie pour les méme examens cités ci-
dessus. C’est ainsi que des malades connus pour leur antécédents de RCUH
étaient en fin de compte en poussée, d'autres ont decouvert leur recto-colite. Les
autres malades restant ont presentés d'autres étiologies diverses (maladie de
Crohn, tuberculose, maladie ceeliaque, cancers digestifs etc..).

2-6-11-Méthodes statistiques :
I1 sagit d’une étude epidémiologique transversale ayant un double objectif :
descriptive et analytique.

Pour notre étude statistique, a été utilisé I’Exel 2007 comme classeur des
données et analyse ainsi que le logiciel Epi info3 et Epi info7.

Les résultats ont eté presentés sous forme de tableaux et de diagrammes avec
I’étude de la distribution des fréquences selon les caractéristiques
épidémiologiques des personnes, de temps et du lieu selon les antécédents , les
caractéristiques cliniques, biologiques, radiologiques, anatomopathologiques et
parasitologiques. Des indicateurs de morbidité étaient calculés telle que la
prévalence de ’amibiase et de la RCUH a Constantine.

Nous avons calculé le test statistique comme le Chi 2, le petit (p) et 1’odds ratio
pour analyser la relation de I’amibiase et de la RCUH.

-X% (Khi carré) ou Chi carré :Test de liaison permettant de vérifier s’il existe une
relation entre le risque d’exposition et la maladie.
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Si > 3,84 : Liaison statistiquement significative entre la maladie et le risque
d’exposition et il y a moins de 5 chances sur 100 que la distribution résulte du
hasard, c'est-a-dire alpha (ou la probabilité pour le X2) est égale ou inférieur a
0,05 pour un nombre de degrés de liberté (dd) égal a (1) ce qui est le cas pour
cet outil de calcul statistique de (deux lignes et deux colonnes).

Selon la table du X avec ddl = 1 :
-X?>0,0158 , la probabilité alpha (ou degré de signification p) < 0,90
-X?>0,445 , la probabilité alpha (ou degré de signification p) < 0,50
-X?>1,074 , la probabilité alpha (ou degré de signification p) < 0,30
-X?>1,642 , la probabilité alpha (ou degré de signification p) < 0,20
-X?>2,706 , la probabilité alpha (ou degré de signification p) < 0,10
-X?>3,841, la probabilité alpha (ou degré de signification p) < 0,05
-X?>5,412 , la probabilité alpha (ou degré de signification p) < 0,02
-X?>6,635 , la probabilité alpha (ou degré de signification p) < 0,01
-X?>10,827 , la probabilité alpha (ou degré de signification p) < 0,001
La formule utilisée dans cet outil pour calculer X est une formule personnelle :
X2 = {[A"T-(A+B)*(A+C)]* / T} * [1/(A+C)+1/(B+D)]*[1/(A+B)+1(C+D)]
Il existe d’autres formules comme :
X% = [(A*D — B*C)**T] / [(A+B)*(C+D)*(A+C)*(B+D)]

-Odds Ratio (Rapport des cotes) :

OR (ou RC) = A"D/B’C)

Utilisé dans les enquétes de cohorte et dans les enquétes de type (cas/témoins)
marquées par I’impossibilité de mesurer les risques de la maladie chez les sujets
exposés et les non-exposés ; dans ces situations, 1’Odds Ratio va permettre
d’estimer le risque relatif.

L’Odds Ratio (OR) est toujours supérieur au risque relatif (RR), sauf'si la
maladie est rare et le risque relatif (RR) n’est pas trés élevé, dans ces cas-Ia,
I’(OR) et le (RR) sont tres voisins.

-Prévalence d’une maladie (P) :
A un moment donné, la prévalence d’une maladie, c¢’est la proportion des
individus atteints de la maladie étudiée par rapport au nombre total d’individus
(malades et non malades) dans la population étudiée.
Elle est calculée par la formule suivante :

P = (A+C)/(A+B+C+D)=(A-C) /T
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L’intervalle de confiance (IC) & 95 % pour (P) = P +{[P(1-P)] / T}
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-L’incidence d’une maladie (1) :

Pendant un intervalle de temps donné, I’'incidence d’une maladie, c’est la
proportion des individus nouvellement atteints par la maladie étudiée par rapport
au total d’individus présents dans la population étudiée (qui peut €tre un an, une
décennie...).
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3- Résultats :

Au cours des cing années, cing cents malades présentant des diarrhées glairo-
sanguinolente sont été colligés. Une démarche diagnostique a été adoptée afin de
prendre en charge correctement les patients. Parmi eux 85 avaient des
antécédents de RCUH (étaient connus d’étre atteints de RCUH).

Tableau n° 3 : Répartition des malades suivant leurs antécédents

Patients Nombre de cas Taux
Avec Antécédents de
RCUH 85 17,0%

Sans antécedents de
RCUH (sans diagnostic
précis) 415 83,0%
Total 500 100%

p<10°
3-1-Resultats des examens directs des selles (a I’état frais et aprés coloration):

Tableau n° 4 : Résultats des examens directs des selles

Nombre de
Technique cas Taux
Examen direct
(+) 197 39,4%
Examen direct
(-) 303 60,6%
Total 500 100%

p<4x10°
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Examen direct

Examen direct (+)
(_) 197

303 39,4%

60,6%

Graphe n°1 : Résultats des examens directs des selles

Sur les 500 echantillons de selles glairo-sanguinolentes acheminées vers notre
laboratoire, 197 se sont avérees positives aprés examen direct avec un taux de
39,4%.
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3-2-Répartition des résultats selon le parasite isolé a ’examen direct:

Tableaun® 5 : Reépartition des résultats selon le parasite isolé a I’examen direct

Nombres de
Parasites isolés cas Taux
E.histolytica/E.dispar 62 31,5%
Endolimax nanus 45 22,9%
E.histolytica histolytica 33 16,7%
Blastocystis.sp 28 14,2%
Entamoeba coli 20 10,2%
Giardia intestinalis 5 2,5%
Chilomastix mesnilii 2 1,0%
E.hartmanni 2 1,0%
Total 197 100%
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Graphe n° 2 : Répartition des résultats selon le parasite isolé a I’examen direct.

Sur un total de 197 selles positives a I’examen direct (a 1’état frais et apres
coloration), le complexe Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar a été isole

chez 62 malades.
Le diagnostic d’amaebose intestinale a ét€ posé a I’examen direct chez 33

patients par la mise en eévidence de formes hématophages.
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3-3- Résultats apres concentration des selles :

Tableau n° 6: Résultats aprés concentration des selles

Technique |Nombredecas| Taux

Concentration(+) 37 12,2%
Concentration(-) 266 87,8%
Total 303 100%

p<10°

m Concentration(+)
m Concentration(-)

Graphe n° 3 : Résultats aprés concentration des selles

La concentration des selles négatives a I’examen direct, a permis de retrouver
des formes parasitaireset redresser le diagnostic dans 37 selles, soit donc 12,2%.
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3-4-Répartition des parasites retrouvés apres concentration:

Tableau n °7 : Répartition des parasites retrouvés apres concentration

Parasites _|soles apres |\ ombre de cas | Taux

concentration des selles
Endolimax nanus 22 59,5%
Entamoeba coli 10 27,0%
E.histolytica/E.dispar 5 13,5%
Total 37 100%

o
1
[HEN
1SN

B Endolimax n  nanus
m EFntamoeba coli
m £ histolytica

Graphe n°4 : Répartition des parasites retrouvées apres concentration

Les parasites isolés aprés 1’emploi des techniques de concentration étaient
répartis de la maniere suivante :

» Endolimax nanus dans 22 échantillons soit 59,5%.

> Entamoeba coli dans (10) dix échantillons

> Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar dans 5 échantillons de selles

soit 13,5%.
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Tous les parasites retrouvés aprés concentration étaient des amibes sous leurs
formes kystiques.
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3-5-Résultats des cultures des selles négatives a I’examen direct :

Tableau n° 8 : Résultats des cultures des selles négatives a 1’examen direct

Technique Nombre de cas | Taux
Cultures (+) 109 36,0%
Cultures (-) 194 64,0%

Total 303 100%

p=2x10°

m Cultures (+)
m Cultures (-)

Graphe n° 5 : Résultats des cultures des selles négatives a I’examen direct

Parmi les 303 selles négatives a I’examen direct, 109 d’entre elles étaient
positives apres cultures sur milieu de Dobell et Laidlaw, représentant un taux

non négligeable de 36%.
3-6-Reépartition des parasites retrouvés apres cultures :

Tableau n° 9 : Répartition des parasites retrouvés apres cultures

Parasites isolés aprés cultures des | Nombre de

selles cas Taux
Blastocystis.sp 48 44,0%
E.histolytica ou dispar 30 27,5%
Endolimax nanus 15 13,8%
Entamoeba coli 13 11,9%
Giardia intestinalis 3 2,8%
Total 109 100%
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Giardia intestinalis
2,0%
Entamoeba coli

Endolimax nanus

E.histolytica ou E.dispar

Blastocystis.sp

Graphe n° 6 : Répartition des parasites retrouvés apres cultures

Le Blastocystis.sp a été le parasite le plus retrouve dans les cultures avec un taux

de 44%.
Le nombre d’Entamoeba histolytica ou dispar aprés cultures était de 30 selles.

Tableau n° 10 : Nombre d’amibes appartenant au complexe Entamoeba
histolytica/Entamoeba dispar selon les techniques de diagnostic utilisees :

Complexe Entamoeba histolytica/Entamoeba
) e dispar
Technique utilisee Nombrg de cas Taux
Examen direct 62 63,9%
Concentration 5 5%
Cultures 30 31%
Total 97 100%
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Au total, toutes techniques confondues, nous avons récolté 97 complexe
Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar.
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3-7-Répartition des malades aux antécédents de RCUH (connus d’étre atteints
de RCUH) associée ou non a une amcebose :

Tableau n° 11 : Répartition des malades aux antécédents de RCUH (connus
d’étre atteints de RCUH) associée ou non a une amcebose:

Nombre de
Patients cas Taux
RCUH Amaebose(+) 39 45,9%
RCUH Amaebose(-) 46 54,1%
Total 85 100%

p=45

Parmi les patients aux antécédents de RCUH (85cas), 39 ont developpé une
amcebose, représentant un taux de 45,9%.

3-8-Repartition des malades sans antécédents de RCUH (sans diagnostic
precis) :

Tableau n°12 : Répartition des malades sans antécedents de RCUH (sans
diagnostic précis) présentant ou non une amecebose

Nombre de
Patients sans ATCD de RCUH cas Taux
présentant une Amaebose 36 8,7%
Ne présentant pas d’ Amaebose 379 91,3%
Total 415 100%

p<10°

Les malades sans antécédents (sans diagnostic précis) de RCUH ayant présenté
une ameebose €taient au nombre de 36 cas.

Les patients presentant des selles glairo-sanguinolentes et n’ayant aucun rapport
avec ’amaebose ou la RCUH étaient de 379 cas.

Apres traitement des 36 malades présentant une amcebose et sans antécédents de
RCUH (mais non connus atteints de RCUH), seuls six (6) patients n’ont pas
répondu au traitement ; ces derniers ont bénéficié alors d’une rectoscopie de
contréle qui a objectivé une RCUH évolutive.

Ce qui a augmenté le nombre de patients atteints de RCUH a 91 (85+6) cas.
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3-9-Techniques utilisées ayant contribué au diagnostic positif de la RCUH :

Tableau n° 13 : Techniques utilisées ayant contribué au diagnostic positif de la

RCUH
Nombre de
Examen cas Taux
Anatomopathologie 6 6,6%
Rectoscopie 36 39,5%
les deuz< techniques en 49 53.9%
meme temps
Total 91 100%
p=33
les deux techniques en méme 10
temps 53.9%
Rectoscopie ¢ m Nombre de cas
0
Anatomopathologie 6
6,6%
0 50

Graphe n° 7 : Techniques utilisées ayant contribué au diagnostic positif de la
RCUH

Le diagnostic de la RCUH a été confirmé par :
-La rectoscopie chez 36 patients (poussées inflammatoires) chez qui les lésions

étaient typiques.
-L’anatomopathologique pour 6 malades.
-L’utilisation des deux techniques associées pour 49 cas soit 57,64%.
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3-10-Recrutement des cas de RCUH :

Tableau n°® 14 : Total des cas de RCUH recrutés

Nombre de
Patients cas Taux
RCUH AMEBOSE (+) 39 42,8%
RCUH AMEBOSE (-) 46 50,5%
RCUH NOUVEAUX CAS 6 6,7%
TOTAL 91 100%
p=6
50 -~
40 -
30 $ 40
20 A
10 A 5
0 . . ]
RCUH RCUH RCUH
AMIBIASE (+) AMIBIASE (-) NOUVEAUX
CAS

Graphe n° 8 : Total des cas de RCUH recrutés

Parmi la population totale étudiée (500), nous avons recensé 91 patients
présentant une RCUH soit 18,2%, dont 45 cas étaient associés a une amceebose,
représentant un taux de 49,5% (42,8% anciens cas de RCUH versus 6,7%
nouveaux cas).
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3-11-Répartition des cas de RCUH associés ou non a une amcebose selon le

Sexe .

Tableau n° 15 : Répartition des cas de RCUH associés ou non a une ameebose

selon le sexe
Patients Nombre Taux
Féminin 63 69,2%
Masculin 28 30,8%
Total 91 100%

p=7x10"

Graphe n° 9 : Répartition des cas de RCUH associés ou non a une ameebose

selon le sexe

Dans notre étude, chez les malades présentant une RCUH, le pourcentage de

patients de sexe féminin était de 69,2 %.
Il est nettement éleve par rapport a celui des malades de sexe masculin, avec un

sexe ratio H:F de 0,44.
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3-12-Répartition des cas de RCUH associé€s ou non a une amcebose selon les
tranches 1’age :

Tableau n° 16 : Répartition des cas de RCUH associés ou non a une ameebose
selon les tranches d’age

Nombre de
Ages patients Taux
<20 9 9,9%
[20-25] 6 6,6%
[25-30[ 11 12,0%
[30-35] 15 16,5%
[35-40[ 9 9,9%
[40-45] 8 8,8%
[45-50[ 6 6,6%
[50-55] 9 9,9%
[55-60][ 5 5,5%
[60-65] 5 5,5%
65 et 5 5,5%
plus
Non 3 3,3%
spécifiés
Total 91 100%

16

14
12
10

o N B OO @

Graphe n° 10 : Répartition des cas de RCUH associ€s ou non a une ameebose
selon les tranches d’age

L’age de notre cohorte de malades atteints de RCUH était compris entre 17 et 72
ans.
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La prédominance de la RCUH a été notée chez 1’adulte jeune, sachant que
28,5% des patients sont entre 25 et 34 ans.

L’age moyen ¢tait de 38,9+16,32.

3-13-Répartition des cas de RCUH associé€s ou non a une amcebose selon leurs
origines :

Tableau n° 17 : Répartition des cas de RCUH associés ou non a une amcebose
selon leurs origines :

Adresse N doenlgge Taux
CONSTANTINE 74 81,3%
MILA 4 4,4%
JUEL 3 3,3%
OUM-BOUAGHI 2 2,2%
SKIKDA 2 2,2%
BATNA 1 1,1%
M'SILA 1 1,1%
GUELMA 1 1,1%
ADRESSE INDETERMINEE 3 3,3%
Total 91 100%
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La majeure partie de nos malades atteints de RCUH habitaient la wilaya de
Constantine avec 74 cas soit 81,3%. Ce qui était prévisible vu la proximité du
lieu du CHU.
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3-14-Répartition des cas de RCUH associé€s ou non a une amcebose selon les

années d’étude :

Tableau n° 18 : Répartition des cas de RCUH associés ou non a une ameebose
selon les années d’étude :

Nombre de
g‘,g?jgz patients Taux
2007 17 18,7%
2008 29 31,9%
2009 15 16,5%
2010 17 18,7%
2011 13 14,2%
Total 91 100%
p=59

30 A

25

20 A

AS)

15 A m Nombre de patients
31,99

10 A

| 0
51 |
0
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Graphe n° 11 : Répartition des cas de RCUH associ¢s ou non a une ameebose
selon les années d’étude

Un taux de recrutement de nos échantillons était plus important durant ’année
2008 avec 31,9%, le plus faible a été observé en 2011 avec 14,2%.
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3-15-Répartition des cas de RCUH associé€s ou non a une amcebose selon les

signes cliniques :

Tableau n° 19 : Répartition des cas de RCUH associés ou non a une ameebose
selon les signes cliniques

Diarrhées glairo-sanguinolentes associée a : Nombre| Taux
isolées 47 51,6%

Douleurs abdominales 23 25,3%
Réctorragies 12 13,2%

Fievre 5 5,5%

Anémie 3 3,3%

Urticaire 1 1,1%

Total 91 100%

(3)
(5)5,5% 3,3% (1) 1,1%

(12)
13,2%

u Isolées

®m Douleurs abdominales
m Rectorragies

m Figvre

= Anemie

m Urticaire

Graphe n° 12 : Répartition des cas de RCUH associés ou non a une amecebose
p
selon les SigneS Cliniques

Les diarrhees glairo-sanguinolentes étaient I’un des critéres d’inclusions de
notre population d’étudeisolées chez 47 patients. Chez les 48,4% des malades

Nous avons rencontré une association avec principalement les douleurs
abdominales. D’autres signes ¢taient aussi retrouvés a savoir les rectorragies, la
fievre, ’anémie et un cas d’urticaire orientait du service de dermatologie.

La diarrhée glairo-sanglante était le critére d’inclusion principal de nos patients
dans (51,6%). Ce signe était isolé. A signaler qu’a coté des signes digestifs qui
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¢taient dans la majorité des cas intriqués, on a noté€ un cas d’urticaire qui fut
orienté du service de dermatologie.

3-16-Les malades atteints d’amcebose :

Tableau n ° 20 : Répartition des patients présentant une amcebose colique :

Nombre de
Patients cas Taux
Amaoebose (+) 75 15,0%
Amcebose (-) 425 85,0%
Total 500 100%
p<10°
450 -
400 -
350 -
300 - y
250 - B Nombre de cas
200 - 35 0%
150 -
100 -
>0 7 0%
0 .
Amibiase (+) Amibiase (-)

Graphe n° 13 : Répartition des patients présentant une ameebose colique :

Parmi la population totale de notre étude, 75 patients (15%) ont présenté une
amcebose colique.
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3-17-Répartition des cas d’amoebose selon la méthode de diagnostic :

Tableau n° 21 : Répartition des cas d’amcebose selon la méthode de diagnostic

Nombre de
selles infestées
Technique-Confirmation d’amibes Taux
pathogénes
Examen direct : Présence
d'hématies intra- 33 44%

cytoplasmiques
ELISA : apres concentration | 2(sur 5 selles+) 2,7%
18(sur 30 selles

+) 24%
22(sur 62 selles

ELISA : sur selles congelées
positives sur milieu de culture

ELISA : sur les complexes

(E.histolytica/E.dispar) mis en +) 29,3%
évidence a I’examen direct
Total 75 100%

=]
1
[HEN
w

Les 75 cas d’amcaebose ont été diagnostiqués par :

-I’examen direct (a 1’état frais et aprés coloration) a pu confirmer une amcebose
chez 33 patients par mise en évidence de globules rouges dans le cytoplasme des
formes végétatives d’Entamoeba histolytica histolytica.

-la mise en évidence des copro-antigénes par ELISA a permis d’affirmer ou
d’infirmer le diagnostic d’amaebose. Elle a décelée des copro-Antigenes dans
deux selles positives aprés concentration (2 cas/5).

Sur les selles congelées et qui étaient positives apres cultures sur milieu de
Dobell-Laidlaw 18/30 malades ont été positifs au test. Enfin dans les
prélevements contenant des formes végétatives du complexe d’Entamoeba
histolytica/Entamoeba dispar, cette technique nous a permis de confirmer le
diagnostic d’ameebose chez 22 malades sur 62.

Gréace a la technique ELISA on a pu authentifier donc 55 amibes Entamoeba
dispar (3 selles positives aprés concentration, 12 selles positives aprés mise en
culture et 40 selles appartenant au complexe Entamoeba histolytica/Entamoeba
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dispar) dans 97 selles (5 selles positives aprés concentration, 30 selles positives
aprés mise en culture et 62 selles appartenant au complexe Entamoeba
histolytica/Entamoeba dispar).

3-18-Répartition des cas d’ameebose en fonction de leurs associations ou non a
la RCUH :

Tableau n° 22 : Répartition des cas d’amcebose en fonction de leurs
associations ou non a la RCUH

Nombre de
Patients cas Taux
Amaeebose avec 0
RCUH 39 52,0%
Amcebose sans 0
RCUH 36 48,0%
Total 75 100%

B Amibiase avec RCUH
m Amibiase sans RCUH

Graphe n° 14 : Répartition des cas d’amaebose en fonction de leurs associations
ou non a la RCUH

Sur un total de 75 patients présentant une amcebose colique, 39 malades avaient
une RCUH associée. Le reste présentait une amaebose intestinale isolée.
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3-19-Répartition des cas d’amcebose selon le sexe :

Tableau n° 23 : Répartition des cas d’amcebose selon le sexe :

Nombre de
Patients cas Taux
Féminin 55 73,3%
Masculin 20 26,7%
Total 75 100%

p=10"

mF
mH

Graphe n°15: Répartition des cas d’amcebose selon le sexe :

Le sexe ratio (H:F) était de 1’ordre de 0,36.

3-20-Répartition des cas d’amceebose selon les tranches d’age:

Tableaun©24 : Répartition des cas d’amaebose selon les tranches d’age

Nombre

Age de patients Taux
<20 9 12%
[20-25] 6 8,0%
[25-30[ 6 8,0%

[30-35] 15 20,0%
[35-40] 15 20,0%

[40-45] 4 5,3%
[45-50] 2 2,8%
[50-55] 6 8,0%
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[55-60[ 4 5,3%
[60-65[ 4 5,3%
65 et 4
plus 5,3%
Total 75 100%
16 - 15 15
14 ~
12 +
10 9
&1 6 6 6 _
6 - m Nombre de patients
4 4 4 4
4 2
2 -
0 T
Loy Ly 2° - u? o od o~ \\&%
DR T A oS S S SN W
&

Graphe n° 16 : Répartition des cas d’amcebose selon les tranches d’age

La limite d’age des patients infestés par Entmoeba histolytica histolytica 16 et
73 ans, avec prédominance des sujets jeunes (30 — 39).

L’age moyen : 34+15,54

3-21-Répartition des cas d’amaebose selon leur lieu de résidence :

Tableaun® 25 : Répartition des cas d’amcebose selon leur lieu de résidence :

Adresse Nombre de cas Taux
CONSTANTINE 62 82,7%
MILA 4 5,3%
SKIKDA 3 4,0%
OUM-BOUAGHI 2 2, 7%
M'SILA 1 1,3%
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TOUGOURT 1 1,3%

ADRESSES .
INDETERMINEES 2 2%
Total 75 100%

La plus part des patients présentant une amaebose intestinale résidaient dans la
wilaya de Constantine avec 62 cas soit 82,7%.

3-22-Répartition des cas d’ameebose selon les années d’étude :

Tableau n° 26 : Répartition des cas d’amcebose selon les années d’étude

Années | Nombre

d'étude |de patients| Taux
2007 16 21,3%
2008 21 28,0%
2009 17 22,7%
2010 12 16,0%
2011 9 12,0%
Total 75 100%

25 1

20 A

15
m Nombre de patients

Graphe n° 17 : Répartition des cas d’amaebose selon les années d’étude
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En 2008, on a recruté le nombre le plus important de malade (21 cas).
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3-23-Répartition des cas d’amoebose selon les services d’origine :

Tableau n° 27 : Répartition des cas d’amaebose selon les services d’origine :

Nombre de
Service d'orientation cas Taux
CONSULTATION EN
AMBULATOIRE 39 52,0%
HEPATO-GASTRO-
ENTEROLOGIE 20 26,7%
MALADIES INFECTIEUSES 10 13,3%
MEDECINE INTERNE 5 6,7%
DERMATOLOGIE 1 1,3%
Total 75 100%
DERMATOLOGIE 1,3%
MEDECINE INTERNE 0, [
MALADIES INFECTIEUSES 0 %
HEPATO-GASTRO-ENTEROLOGIE 0; 26,7%
CONSULTATION EN AMBULATOIRE 9 0%
0 5 1|o 1|5 2|o 2|5 3lo 3|5 4|o

Graphe n° 18 : Répartition des cas d’amcaebose selon les services d’origine

La majorité des malades présentant une amaebose nous ont été adressés par des
praticiens hors CHU suivie par le service d’hépato-gastro-entérologieet celui des

maladies infectieuses.

3-24-Répartition des cas de diarrhees glairo-sanguinolentes suivant leur
étiologie :
Tableau n° 28 : Répartition des cas de diarrhées glairo-sanguinolentes suivant
leur étiologie
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Nombre de
Patients cas Taux
RCUH (+) associée ou non a
une AMEBOSE 85 17,0%
AMEBOSE ISOLEE 36 1,2%
RCUH (-) et AMEBOSE (-) 379 75,8%
Total 500 100%
p<10°
400
350 -
300 -
250 -
200 1 ; m Nombre de cas
150 -~
100 A
50 - :
0 .
RCUH (+) associée AMIBIASE RCUH (-) et
ou non a une ISOLEE AMIBIASE (-)

AMIBIASE

Graphe n° 19 : Répartition des cas de diarrhées glairo-sanguinolentes suivant

leur étiologie

Parmi nos 500 patients, présentant une diarrhée glairo-sanglante, 379 cas

n’avaient ni amaebose ni RCUH. En effet, ces patients ont été orientés au service

d’hépato-gastro-entérologie ou seulement 167 patients ont adhéré aux
explorations endoscopiques.

Les explorations endoscopiques ont mis en évidence 30 cas de maladie de Crohn

(43%), 23 cas de cancers colorectaux (33%), 10 cas de tuberculose intestinale
(14%) et 7 cas de maladie cceliaque (10%).
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= Maladie de CROHN
m Cancers colorectaux

Tuberculose intestinale
m Maladie coeliaque

Graphe n° 20 : Répartition des cas de diarrhées glairo-sanguinolentes en
absence d’antécédents de RCUH et d’amaoebose

3-25-Statistique analytique :
3-25-1-Calcul de I’Odds ratio chez la population de malades atteints de RCUH:

Tableau n° 29 : Calcul de ’Odds ratio chez la population de malades atteints de

RCUH:
MALADIE
EXPOSITION RCUH (+) | RCUH (5 TOTAL
AMEBOSE (+) 39 36 75 (15%)
AMEBOSE (-) 46 379 425 (85%)
TOTAL 85 (17%) | 415 (83%) 500 (100%)

Odds ratio (OR) = 8,93 (IC : 5,17 - 15,42)
X%?=76,6
p< 10°®

3-25-2-Calcul de I’Odds ratio chez la population de malades atteints
d’amcebose:
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Tableau n° 30 : Calcul de ’Odds ratio chez la population de malades atteints

d’amoebose:
MALADIE
EXPOSITION AMEBOSE (+) | AMEBOSE (-) TOTAL
RCUH (+) 39 46 85 (17%)
RCUH (-) 36 379 415 (83%)
TOTAL 75 (15%) 425 (85%) 500 (100%)

Odds ratio (OR) = 8,93 (IC : 5,17 - 15,42)
X*=76,6
p< 10°®
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[ PATIENTS — SELLES GLAIRO-SANGUINOLENTES

500 CAS }

ANTECEDENTS DE

RCUH
85 CAS (17%)

/ N

AMGEBOSE (+) AMCEBOSE (-)
39 CAS (45,9%) 46 CAS
(54,1%)

TRAITEMENT (+)
30 CAS
(77%)

AN

SANS ANTECEDENTS DE

RCUH
415 CAS (83%)

AMCEBOSE (+) AMEBOSE (-)
36 CAS 379 CAS
(8,7%) (91,3%)

MALADES

TRAITEMENT(+)
22 CAS

PERDUS DE

VUE

TRAITEMENT (-)
9 CAS
(23%)

N S —

v

/ TRAITEMENT (-) \

6 CAS (16,7%)

{

MALADES

ORIENTESHEPATO-
GASTRO-ENTEROLOGIE

K 6 NOUVEAUXCAS /
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(22.2%)

A\ 4

MALADES ORIENTES
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\ 4

[ (61.1%) 212 CAS (56%)
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-TUBERCULOSE INTESTINALE :10 CAS

Q\/IALADIE COELIAQUE :7 CAS

Figure n°4 : RESUME : prise en charge des malades
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4-Discussion :

L’objectif principal de notre étude était de déterminer dans quelle proportion ces
deux maladies peuvent s’associer rendant plus complexe le diagnostic et la prise
en charge de la RCUH qui sert de lit pour une greffe amibienne.

L'association amcebose intestinale et recto-colite ulcero-hémorragique (RCUH)
a fait I'objet de plusieurs travaux a I’échelle internationale [7, 29, 42, 101, 167,
194, 222]. En Algérie aucune étude ne s’est vraiment intéressée a la relation de
ces deux pathologies.

La persistance de troubles coliques importants apres traitement de 1'amceebose
était regroupée sous le syndrome de colite post-dysentérique ou post-amibienne
englobant plusieurs pathologies sous jacentes parmi lesquelles figure la RCUH.

En effet, plusieurs cas de RCUH ont été observes dans les suites immédiates ou
lointaines d'une ameebose intestinale et vis versa. Il se pourrait que 'amoebose
joue un role d'allergéne local, apres une cytotoxicité des cellules épithéliales
coliques [30, 31]. Cette situation implique une corticothérapie dans le traitement
de la RCUH pouvant étre responsable de véritables flambées de I'amceebose. Ce
qui revient a dire que méme s’il y a association des deux pathologies, la
chronologie des prescriptions est tres importante [222].
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Nous avons colligé au cours de notre étude 500 malades présentant une diarrhée
glairo-sanglante sur une période de cing années, ce qui correspond a un malade
tous les quatre jours. Pour atteindre notre objectif, nous avons sensibilisé
plusieurs collégues dans différents services dont les principaux sont ceux de
1’hépato-gastro-entérologie et des maladies infectieuses.

En plus des praticiens de notre CHU, nous avons contacté plusieurs médecins
exercant dans des secteurs sanitaires ainsi qu’une grande partie de praticiens
privés.

Afin d’améliorer le diagnostic, tous les prélevements ont été effectués au niveau
du laboratoire a I’exception des patients incapables de se déplacer. Les selles
fraichement emises ont été observées immédiatement apres leur éemission. Cette
mesure nous a permis de retrouver des formes végetatives hématophages qui ne
résistent pas dans le milieu extérieur. Nous avons remarqueé que leur durée de
vie en dehors du colon est trés courte (moins de cing minutes), apres quoi elles
finissent par éclater et disparaitre du prélévement.

L’examen direct des selles, a mis en évidence plusieurs parasites. Nous avons
dénombré 197 selles positives correspondant a plus du 1/3 des selles observées
(39,4%) (Tableau 5). En cas de présence d’amibes on a eu recours aux
colorations

qui nous ont permis de mettre en évidence certaines structures cellulaires et
surtout dans certains cas des hématies plus ou moins digerées dans le
cytoplasme.

Les travaux ayant les mémes critéres d’inclusions que les ndtres sont rares voir
exceptionnels. Les seuls travaux maghrébins ont concerné la coprologie
parasitaire d’une maniere générale. Des travaux effectué¢s au Maghreb se sont
intéressés a des populations cibles bien définies dont les critéres d’inclusion sont
completement différents de ceux de notre échantillon mais qui nous permettent
d’avoir une idée sur les prévalences des parasites intestinaux dans la région.
C’est ainsi qu’une enquéte effectuée a ’hopital de Kenitra de 1999 a 2005
(Maroc), par ’auteur ELGAMRI Y. et al a déterminé un taux de selles positives
de 14,15% sur 4285 examens de selles de personnes avec ou sans
symptomatologie clinique [62].

Par ailleurs, a I’institut Pasteur de Tunis, une étude sur une période de dix
annees a permis de retrouver un taux de 13,5% de selles positives de sujets
travaillant dans le domaine de la restauration donc cliniqguement sains [192].
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Toujours, sur une population de malades tout azimut se présentant au
laboratoire, 18,6% ont présenté des selles positives dans la région d’Orang Asli
en Malaisie [204].

Notre résultat se rapproche de celui retrouvé par Windell.L et al (en 2006), qui
ont retrouvé un taux de selles positives de 38,40% lors d’une étude réalisée aux
philippines dans I’état de Manille dans un Hopital Psychiatrique chez des
patients présentant des troubles du transit [223]. La correspondance du taux est
due aux criteres d’inclusions qui sont proches de ceux de notre échantillon.

Récemment, dans la région d’ Ankara en Turquie, une étude réalisée par
NazmiyeUIKu TUZEMEN et al, sur un échantillon de 1049 demandes de
parasitologie de selles un taux de 33,74% de positivité a été constaté [208].

Lors d’une enquéte réalisée par Alver O. et al toujours en Turquie durant ’année
2009-2010 sur 2686 prélévements de selles, le taux de selles positives a été de
7,3%.

Nous constatons donc que dans un méme pays, la prévalence différe d’une
région a une autre sous I’influence des conditions socio-économiques et
climatiques [208].

A ces 197 selles positives a I’examen direct on doit rajouter les 37 selles qui se
sont positivées apres concentration, ce qui nous ramene a un taux de 46,8% du
total des 500 malades (Tableau 6).

Dans ce cadre, il nous a eté impossible de comparer notre resultat relatif aux

techniques de concentrations avec d’autres travaux car dans la majorité des
¢tudes, les auteurs assimilent les concentrations avec 1’examen direct.

Endolimax nanus est le parasite le plus fréqguemment retrouvé apres
concentration. Seuls 5 prélévements se sont positivés par la découverte d’amibes
appartenant au complexe Entamoeba histolytica/ Entamoeba dispar apres
concentration (Graphe 4).

Les cultures ont redressé le diagnostic pour 109 préléevements initialement
négatifs (303) correspondant a un taux de 36,0% (Tableau 8). Le Blastocystis a
été majoritairement retrouvé dans les milieux de culture avec un taux de 44,0%
(Tableau 9). Le complexe Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar ne
représente que 27,5% des cultures positives (Tableau 9).

Ce qui nous montre bien que les cultures sont un moyen de diagnostic trés

important en coprologie parasitaire. D’autant plus que les milieux de Dobell et
Laidlaw peuvent étre préparés aisément au niveau des laboratoires en routine.

132



Lors de I’étude citée ci-dessus réalisée en Turquie par Tuzemen, les cultures
positives n’ont représenté que 12,9% du total de 1’échantillon [208].

Parmi tous les prélevements positifs a I’examen direct 62 malades sur 197
¢taient porteur d’amibes appartenant au complexe Entamoeba histolytica/
Entamoeba dispar représentant un taux de 31,5% (Tableau 5).

Au total 97/500 malades ont hébergé dans leur colon ce complexe cité ci-dessus

équivalent a un taux global de 19,4% (Tableau 10).

Notre résultat est beaucoup plus éleve par rapport a celui retrouvé au laboratoire
de parasitologie du CHU Mustapha Bacha d’Alger, lors d’une étude faite par
Paugam A. et Hamrioui B., qui sur 108 patients ont mis en évidence 54
protozoaires dont neuf (9) appartenaient au complexe E.hitolytica/E.dispar
[156].

Selon une étude faite a I’institut de Jawahrlal en Inde (Bhattacharya et al),
I’examen parasitologique des selles (examen direct, coloration, concentration et
cultures) ramene pour la coinfection E.hsitolyitca/E.dispar un resultat de
17,80%. Un taux sensiblement proche du ndtre [24].

L’étude faite aux Phillipines par Windell L. et al a retrouvé un taux de 38,05%
de ce complexe. Ce pourcentage par contre nous semble exagéré [223].

Parmi tous les parasites isolés, Entamoeba histolytica a été mise en évidence
(par les différentes techniques réunies) dans 15% de notre échantillon
correspondant a 75 cas de tout notre recrutement (Tableau 20).

La recherche des copro-antigénes par I’ELISA nous a permis de faire le
diagnostic différentiel entre Entamoeba histolytica et Entamoeba dispar. Cette
technique a été utilisée sur des selles fraiches et congelées (positives apres
culture). L’ELISA a différencié parmi les 97 complexes des deux amibes : 42
Entamoeba histolytica et 55 Entamoeba dispar (Tableau 21).

Compar¢ a d’autres études le nombre d’Entamoeba dispar a toujours été plus
élevé que celui d 'Entamoeba histolytica mais a des taux se rapprochant plus ou
moins de celui de notre étude, confirmant ainsi nos résultats.

L’organisation mondiale de la santé (OMS) a montré en 1997 que la plupart des
cas humains a infection avec Entamoeba histolyitca/Entamoeba dispar sont
réellement des Entamoeba dispar (Petri et al. 2002) [157].

L’¢étude réalisée au CHU Mustapha Bacha d’ Alger a montré que sur les 9
complexes seulement 2 étaient identifiees comme des Entamoeba histolyitca les
sept autres étaient des Entamoeba dispar soit donc 64,81% [156].
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Toujours, avec la methode ELISA copro-Ag, I’étude iranienne réalisée

par Hooshyar H. en 2004 a identifie des taux tres éloignés d’Entamoeba
histolytica et Entamoeba dispar respectivement 7 ,9% et 92,1%, Iran [79].

Au cours de I’année 2013, au Brésil, Rafael vital dos SANTOS et al sur un
échantillon de selles de 82 patients habitant Ariguemes avait isolé le complexe
Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar a un taux de 61% (50/82) et le test
ELISA a mis en évidence les Ag d’Entamoeba histolytica chez 30 malades soit
donc 36,6% [164].

Méme la PCR confirme cette constatation. En effet, apres I’emploi de la PCR,
les amibes isolées étaient identifiées comme Entamoeba histolytica histolytica
dans 30,20% du complexe lors d’une étude faite a I’institut de Jawahrlal en Inde
[24].

En Tunisie, I’équipe du laboratoire de parasitologie de I’institut Pasteur, a
réalisé une étude portant sur le parasitisme intestinal (Guidam.R et al). Sur 48
cas, la PCR a pu mettre en évidence Entamoeba dispar chez 31 sujets soit donc
64,54% et Entamoeba histolyitca chez 17 patients soit 35,41% [75].

Par ailleurs, parmi les 500 patients, nous avons recruté 85 cas de sujets réputés

d’étre atteints de RCUH représentant 17% de tout 1’échantillon (Tableau 3). Le
diagnostic de leur maladie inflammatoire a eté posé par des examens anatomo-
pathologiques effectués sur des biopsies guidées par des rectoscopies a un taux

de 53,9% (Tableau 13).

Plusieurs études ont rapporté que le diagnostic de la RCUH est facilité par
I’examen anatomopathologique dans environ 40% des cas voire méme 77% si
I’examen est réalisé par un anatomopathologiste expérimenté [106, 218].

L’association : antécédent de RCUH et amcaebose a été observée dans 39 cas.
Elle représente un taux de 45,9% qui sans ce travail de recherche systematique
de parasites auraient été étiquetés comme des poussees de leur maladie
inflammatoire résistantes au traitement (Tableaull).

Dans notre pays, nous n’avons pas pu comparer nos chiffres avec ceux d’autres
régions par I’inexistence d’étude similaire.

En Turquie, dans les régions dites de haut niveau socio-économique, la
prévalence de ’amcebose chez une population de malades atteints de RCUH
était de 32,20% [7], contre 58,60% chez les patients habitants des régions a bas
niveau socio-économique ; sachant qu’il pourrait exister une amaebose
asymptomatique chez les sujets atteints de RCUH [7].
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Une ¢étude de la prévalence de I’amcebose chez les sujets atteints de maladies
inflammatoires chroniques de I’intestin (Benabdellah Rym et al) [20], ou les
auteurs ont pu objectiver a I’examen microscopique couplé a la PCR que la
fréquence de ’amcebose chez 88 patients de la population étudiée, était de
I’ordre de 14,80%.

Le nombre tres réduit de travaux sur 1’association de ces deux pathologies, a
poussé beaucoup d’auteurs a considérer ces malades comme étant des amibiens
jusqu’a preuve anatomopathologique prouvant leur maladie inflammatoire
intestinale (Aliye.S) [7].

En Suede, cette prévalence amceebose-RCUH ne dépassait pas les 6,17% [7].
En Turquie, en 2003, dans 1’étude d’Ustun et al, cette prévalence a été estimée
de 10% [7].

Cette différence de prévalence des deux pathologies montre que la surinfection
parasitaire au cours des MICI reste faible dans les pays froids ou le parasite
(Entamoeba histolytica) ne retrouve pas toutes les conditions pour son
développement. En plus du fait que les populations sont d’un niveau socio-
économique plus éleve que celle des pays tempérés et tropicaux.

Etant donne que les deux pathologies provoquent la méme symptomatologie,
des examens complémentaires sont nécessaires pour le diagnostic différentiel.
En effet, les diarrhées glairo-sanglantes critére d’inclusion de notre population
d’étude ont été retrouvées isolement chez 47 patients représentant un taux de
51,6% des malades atteints de RCUH. Si on associe les douleurs abdominales
qui font partie de la sémiologie des deux maladies, notre taux s’¢lévera a 76,9%.
Ce qui prouve bien que le diagnostic différentiel clinique est pratiquement
impossible a faire.

Il est a souligné que lors de notre étude, 6 cas d’ameebose résistante au
traitement antiamibien ont révélé une RCUH ignoreée et diagnostiquée apres
biopsie et étude anatomo-pathologique ramenant notre taux d’association entre
les deux pathologies a 49,5% (Tableau 13) et (Tableau 14). L’amcebose peut
donc étre inaugurale d’une RCUH. Cette constatation nous interpelle sur le fait
que toute amoebose ne répondant pas a un traitement aux imidazolés doit étre
contrblée par un examen rectoscopique pour eliminer une RCUH sous-jacente.
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L’étude en fonction du sexe a déterminé un sexe ratio de 0,36. Le sexe féeminin
semble plus exposé a I’amcebose puisqu’il représente plus de 73% probablement
cette différence est due au fait que les femmes manipulent plus souvent les
crudités pouvant étre infestées par des kystes. Il est a noté que selon une étude
récente portant sur les indicateurs épidémiologiques des MICI dans la région de
Constantine, la RCUH est tres fréquente chez le sexe féminin [76]. Dans notre
¢étude, le sexe féminin est plus exposé a la RCUH puisqu’il représente plus de
69% des malades présentant une maladie inflammatoire de 1’intestin,
augmentant ainsi le risque de surinfection parasitaire.

Dans la plus majorité des études portant sur I’amceebose les résultats montrent
une prédominance de la population féminine chez les amibiens. Nous citerons
comme exemple : Aliye S. en Turquie ou le sexe ratio H:F était de 0,72 [7].
ELGAMRI Y. au Maroc ramene presque les mémes chiffres (H:F de 0,89) en
faveur d’une prédominance féminine [62].

En IRAN, 2004, Hooshyar H. et al, a aboutit a la remarque avec un sexe ratio de
0,63 [79].

L’4ge des patients de notre population d’étude varie entre 16 et 73 ans.

L’age de la majorité des malades atteints d’amcebose est compris entre 30 et 39
représentants 40% du total. C’est surtout 1’adulte jeune qui est expos¢ de méme
pour nos patients atteints de RCUH puisque la classe modale suivant I’age se
situe entre 30 et 34 ans (taux de 16,5%). C’est ainsi que les ages des deux
pathologies se recoupent. Selon les données de la littérature la RCUH est tres
fréquente chez les sujets dont 1’age est situé entre 20 et 30 ans pour les deux
sexes avec un pic entre 35 et 39 ans [35, 60, 67, 101, 129, 201].

La méme constatation a été faite par I’étude de Ngui et al, Malaisie [147].

Pour Valadores Perieraau, Bresil, la prédominance de I’amoebose est infantile
[210].

Les sujets de moins de 18 ans étaient les plus concernés par I’amceebose d’apres
les résultats de ELGAMRI Y. (Kenitra 2013) [62].

Naoyoshi Nogata au Japana publié en 2012, que la tranche la plus atteinte était
entre 35 et 55 ans avec un age moyen de 43 ans [145].

L’année 2008 est celle ou nous avons diagnostiqué le plus de malades atteints
d’amaebose, car c’est aussi celle ou le recrutement était le plus important. Seule
explication qui nous parait plausible.
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Le lieu de résidence le plus dominant est celui de Constantine car la majorité des
patients ont été orientés surtout par les consultations en ambulatoire privées et
publiques de la méme ville.

Le service d’hépato-gastro-entérologie et celui des maladies infectieuses
viennent respectivement en 2° et 3° position.

Une tranche importante de malades présentant une diarrhée et n’ayant pas
d’antécédent de RCUH et chez lesquels nous n’avons pas retrouvé d’amibes ont
été adresseés au service d’hépato-gastro-entérologie pour une recherche
étiologique de leur diarrhée. Ces patients représentent plus des trois quart de
notre échantillon (75,8%). Malheureusement, ceux qui se sont rendus au service
sus cité étaient au nombre de 167 tous les autres (212 cas) ont été perdus de vue
ou bien ont refusé de se soumettre a un examen endoscopique. Plusieurs
pathologies ont été¢ diagnostiquées lors d’examens endoscopiques chez ces
malades (Figure 4).

La premiere cause de ces diarrhées est une autre maladie inflammatoire a savoir
la maladie de Crohn avec un taux de 43%, suivi des cancers colorectaux avec
33%, les 24% restant des 167 malades présentaient une maladie ceeliaque,
tuberculose intestinale (Figure 4).

Tous les malades atteints d’autres pathologies intestinales n’ont pas développé
une ameebose au cours de I’évolution de leur maladie. En effet, nous avons
remarqué que méme les malades présentant une maladie de Crohn ne sont pas
exposes au méme risque de complication parasitaire que ceux aux antecédents
de RCUH.

Nous avons remarqué que 39 sur les 85 patients présentant une RCUH ont greffé
sur leur intestin des Entamoeba histolytica. Certains patients ont vu le diagnostic
étiologique de leur maladie inflammatoire orienté par la découverte du parasite
au niveau de leurs selles. Avant notre étude toute modification du transit était
considérée comme reprise évolutive de leur maladie inflammatoire intestinale.
De ce fait, des traitements spécifiques de RCUH étaient institués a tord et sans
résultat, aboutissant a des conclusions hatives de poussées resistantes au
traitement.

Un simple examen parasitologique des selles peut déja orienter le clinicien sur
I’évolution de la RCUH. Suivant les résultats parasitologiques, le choix du
traitement peut étre aisément décidé : soit traiter la surinfection parasitaire, soit
il s’agit d’une authentique poussée inflammatoire et le traitement sera donc dans
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ce cas la approprié et documenté. Par ailleurs, tout amibien aprés traitement de
la parasitose doit étre contr6lé par un examen rectoscopique surtout s’il ne
répond pas aux antiamibiens.

Compte tenu de ce qui précéde, les malades se plaignant de diarrhée glairo-
sanguinolente doivent suivre un circuit bien défini afin d’établir un diagnostic
étiologique précis de cette symptomatologie en commengant par I’examen le
plus simple la parasitologie des selles.

Par ailleurs, le nombre important de protozoaires n’appartenant pas au complexe
Entamoeba histolytica et Entamoeba dispar retrouvés dans notre étude (68,5%
de toutes les parasitologies de selles positives) nous interpelle sur le fait que ces
parasites pourraient étre aussi a I’origine d’une poussée de RCUH en
déeclenchant des processus immunologiques ce qui reste a démontrer par des
études ultérieures.

L’¢étude statistique nous a confirmé, 1’association ou la relation entre I’amcebose
et la RCUH c’est ainsi que : un patient présentant une RCUH a un risque relatif
multiplié par 8 de faire une amaebose. Le calcul de ’Odds ratio a été estimé a
8.93 (IC 5,17-15,42 indicateur indirect du Risque Relatif dans les études
rétrospectives).

Le test de khi2 (76,6) nous a confirmé la liaison et I’interdépendance des deux
entités cliniques.

Cette association a double sens, interpelle le praticien a soupconner une RCUH
devant toute amcebose biologiquement détectable surtout aprés un échec
thérapeutique et inversement, tout diagnostic de RCUH doit étre complété par
un examen parasitologique a la recherche de I’amibe pathogéne éliminant ou
confirmant une éventuelle association des deux maladies.
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5-Conclusion :

Notre étude a contribué d’une part a la recherche des amibes appartenant au
complexe Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar ainsi qu’a I’identification
des parasites histolytica par différentes méthodes diagnostiques et de rechercher
des signes de poussées effectives chez des malades atteints de RCUH ou d’en
faire son diagnostic et ce chez une population de 500 patients présentant des
diarrhées glairo-sanguinolentes.

Les résultats ont pu montrer que la prévalence de I’amcebose a été estimée a
15% et que celle des RCUH était de 17%.

L'association amcebose intestinale et recto-colite ulcéro-hémorragique (RCUH)
a fait I'objet de plusieurs travaux a I’échelle internationale.

En Algérie aucune étude ne s’est vraiment intéressée a la relation de ces deux
pathologies.

La persistance de troubles digestifs apres traitement de 1'amaoebose était
regroupée sous le syndrome de colite post-dysentérique ou post-amibienne ainsi
que plusieurs pathologies sous jacente parmi lesquelles figure la RCUH.

Par ailleurs, plusieurs cas de RCUH ont été observés dans les suites immeédiates
ou lointaines d'une amaebose intestinale et vis versa. Il se pourrait que I'amibe
joue un role d'allergéne local, apres une cytotoxicité des cellules épithéliales
coliques.

Entamoeba histolytica a eté mise en évidence par les différentes techniques
réunies 75 fois correspondant a 15% de tous les cas de diarrhées glairo-
sanguinolentes.

Parmi les 85 patients étudiés (17%) présentant une RCUH, dont le diagnostic
positif a été posé par la présence conjointe d’un faisceau d’arguments
anamnestiques, cliniques et morphologiques (radiologie, endoscopie, anatomo-
pathologie), I’association RCUH et amaebose a été observée chez 39 cas
(45,9%).

Sans la recherche systématique de parasites, tous ces patients auraient éte
étiquetés comme résistants au traitement conventionnel ; d’autant plus que le
diagnostic différentiel clinique est pratiguement impossible a faire.

Le suivi des malades a permis de rechercher d’autres pathologies en particulier
des RCUH méconnues chez des malades qui présentaient une amcebose
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inaugurale compliguant une RCUH. Ce diagnostic a été soupconné suite a la
persistance des signes cliniques apres traitement antiamibien.

Cette constatation nous interpelle sur le fait que toute amoebose ne répondant pas
aux imidazolés ; doit étre systématiquement orienté vers la consultation
d’hépato-gastro-entérologie.

Ces maladies sont intriquées tant sur le plan clinique qu’évolutif ; puisque I’une
peut aisément compliquer I’autre. La similitude des deux pathologies s’étend
aussi sur le plan épidémiologique pour les deux maladies principalement pour le
sexe et I’age.

En effet, dans les deux cas le sexe féminin est plus exposé. De méme pour 1’age,
c’est toujours 1’adulte jeune qui est le plus atteint. Les malades dont I’age est
compris entre 30 et 39 ans représentent 40% des amibiens et 26,4% des cas de
RCUH.

La majorité de nos patients a été orienté par les consultations en ambulatoire
privés par rapport a celles du publiques. Cela nous pousse a sensibiliser les
collegues des différents services a commencer par orienter les malades vers le
laboratoire de parasitologie avant d’entamer tout traitement (antiamibien, ou
anti-inflammatoire et immuno-suppresseur).

Plusieurs malades ont vu étiqueter 1’étiologie de leur symptomatologie gréace au
circuit du malade qu’on a imposé aux praticiens. C’est ainsi que la premicre
cause des diarrhées glairo-sanguinolentes est une autre maladie inflammatoire a
savoir la maladie de Crohn (43%), suivi des cancers colorectaux (33%), la
tuberculose intestinale (14%) et la maladie cceliaque (10%).

La constatation qui a immédiatement attiré notre attention, est que tous les
patients atteints de ces dernieres pathologies intestinales n’ont & aucun moment
développé une ameebose au cours de 1’évolution de leur maladie y compris ceux
chez qui on a découvert une maladie de Crohn.

Par conséquent, les causes d’une surinfection amibienne ne dépendent pas des
Iésions intestinales et les sujets présentant d’autres maladies inflammatoires ne
sont pas exposes au méme risque de complication parasitaire que ceux aux
antécédents de RCUH. D’autres phénoménes immunologiques pourraient donc
intervenir dans la greffe parasitaires et non les lésions histopathologiques in situ.

Les résultats de I’é¢tude analytique statistique (I’Odds ratio a été estimé 8,93 IC
5,17-15,42) ont pu évaluer la relation entre I’amaebose et la RCUH. Un patient
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présentant une RCUH a un risque relatif multiplié par 8 de faire une amcebose et
de la méme maniére qu’un amibien a de chance de développer une RCUH.

Par ailleurs, le nombre important de protozoaires autres qu 'Entamoeba
histolytica histolytica retrouvés dans notre étude (68,5%) nous interpelle sur le
fait que ces parasites pourraient avoir aussi une relation avec I’émergence ou
I’entretien des poussées de RCUH, d’ailleurs certaines études sur le
Blastocystis.sp ont montré que ce parasite était pathogéne chez "les malades a
colon sensible”.

Au terme de notre étude nous avons pu faire ressortir qu’il existe une relation
étroite entre la RCUH et I’amceebose comme 1’ont prouvé les tests statistiques.
Cette derniére pourrait étre inaugurale de la maladie inflammatoire intestinale
dans certains cas. Grace a la contribution d’une équipe pluridisciplinaire nous
avons défini le circuit ou prise en charge de ces malades ainsi que les criteres de
guérison de I’amaebose chez les patients atteints de RCUH.

Il serait judicieux que les médecins intervenant dans la prise en charge de la
RCUH de demander un examen parasitologique a chaque consultation des
malades présentant des signes de poussees.

Pour ameliorer le diagnostic parasitologique il est impératif de développer toutes
les techniques et les moyens qui vont nous permettre de mettre en évidence les
parasites intestinaux ainsi que la mise au point des réactions qui vont faciliter le
diagnostic différentiel entre les deux amibes appartenant au complexe
Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar.

A I’issu de notre modeste travail, plusieurs questions se sont posées :

Quels sont les phénomenes physiopathologiques qui sont a 1’origine de
I’association de ces deux maladies ?

Quel est le role des autres parasites dans 1’évolution de la RCUH ?

Des études immunologiques, parasitologiques et méme génetiques
(principalement la détermination par PCR des génomes responsables des
surinfections) pourraient faire la lumiére sur toutes ces interrogations et seraient
d’un apport certain dans la prévention et la prise en charge effective de ces
pathologies.
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ANNEXE N°2

METHODE DE CONCENTRATION DE BAILENGER

Réactif :

-Liquide de dilution : un tampon Acéto-acétique a pH 5

-Acétate de sodium cristallisé...................... 15gr
-Acide acétique cristallisable....................... 3,6 ml
-Eaudistillée.................o QSP 1000ml
Technique :

1-Ajuster le pH a 5 avec de I’acide acétique.

2-Triturer dans un verre a pied conique une noix de selles dans dix fois son
volume de tampon acéto-acétique a pH =5,5.

3-Laisser sédimenter 40 a 50 secondes.

4-Tamiser et recueillir le filtrat dans le tube a centrifuger.

5-Ajouter 1’éther sulfurique (1/3 du volume total du liquide) en prenant soin de
laisser au moins 1cm de hauteur vide.

6-Agiter jusqu’a émulsion compléte.

7-Centrifuger immédiatement pendant 1mn entre 1500 et 2000 tours/mn.
8-On obtient alors 4 couches de haut en bas : éther plus graisses, puis résidus
lipophiles épais adhérant au verre ; puis solution aqueuse de dilution, puis culot
avec parasites.

O-jeter le surnageant d’un seul coup et prélever le culot par capillarité¢ avec une
pipette pasteur

Cette méthode reste une bonne technique de routine.

Elle concentre les kystes de Giardia, d’Entamoeba, les ceufs de tricocéphale et

d’ankylostomes mais elle ne concentre pas les ceufs des schistosomes.
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ANNEXE N°8
COLORATION DE BAILENGER

Réactifs :

Cristal violet.........coooiiiii 2g
Fuchsine basique..........ccooviiiiiiiii e 0,05¢g
Alcool A 050, 20 ml
Phénol cristallisé............ccooii i 10 ml
Laisser ces produits en contact pendant une nuit puis ajouter :
Eaudistillé. ... ... 100 ml

Conservation illimitée dans un flacon brun hermetiquement bouché et gardé a
I’abri de la lumiére. Prélever le colorant dans les couches supérieures et non au
fond ou il se forme souvent un dépot.

Technique de coloration :

Déposer une goutte de la suspension de selles sur une lame. Mélanger avec le
coin d’une lamelle une trés petite quantité de réactif prélevé avec une pipette de
Pasteur tres finement étirée. Mettre la lamelle. Examiner au besoin a
I’immersion (il faut donc qu’il ait trés peu de liquide sous la lamelle).

Reésultats :

La coloration est immediate. La rapidité avec laquelle atteint son optimum
dépond de la quantité de réactif qu’on a utilisé. Avec une trés petite quantité, on
obtient une coloration progressive de meilleure qualité.

L’identification des amibes colorées reste possible au bout de plusieurs jours
dans les préparations lutées avec du vernis a ongles (ou une colle cellulosique).
Les kystes se colorent aussi bien que les formes végétatives. Les cytoplasmes et
les cristalloides se colorent en rouge, les structures nucléaires ressortent en noir.
Les détails cytoplasmiques apparaissent avec une finesse comparable a celle
qu’on obtient avec les techniques plus compliquées.
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ANNEXE N°11
ELISA COPRO-ANTIGENES

ENTAMOEBA HISTOLYTICAII est une analyse immuno-enzymatique pour la
détection rapide de I’adhésine de Entamoeba histolytica dans les spécimens
fécaux. Cette analyse est indiquée pour [’utilisation avec des spécimens
provenant de patients avec diarrhée ou dysenterie pour déterminer la présence
d’une infection gastro-intestinale par Entamoeba histolytica. L’analyse peut étre
utilisée pour des spécimens fécaux soumis a des analyses cliniques de routines
pour adultes ou enfants. La microscopie conventionnelle n’est pas nécessaire
dans le cadre de I'utilisation de cette analyse. Pour ’usage diagnostique in vitro.

PRINCIPE DE L’ANALYSE

L’analyse d’E. HISTOLYTICA II utilise des anticorps dirigés contre 1’adhésine
d’Entamoeba histolytica. Les puits de micro-titres sont recouverts de 1’anticorps
polyclonal qui fixent 1’adhésine d’Entamoeba histolytica. Le conjugué est un
anticorps monoclonal peroxydase de 1’adhésine d’Entamoeba histolytica. Si
I’échantillon émulsifié dans le Diluant et déposé dans les puits de micro-titre
contenant de I’dhésine d’Entamoeba histolytica, il se forme un complexe
adhesine-conjugé. Ce complexe est immobilisé par 1’anticorps polyclonal
pendant la phase d’incubation. Le matériel non li¢ est enlevé pendant les étapes
de nettoyage. L’addition du substrat révéle par une réaction colorée la présence
des complexes antigene-anticorps-enzyme.

MATERIAUX FOURNIS

Diluant, 40ml (solution tampon 0,02% thimerosal). Le Diluant est aussi utilisé
comme solution pour le contréle négatif (voir procédure d’analyse).

Conjugué : 7,0ml (anticorps de souris monoclonal spécifique pour 1’dhésine de
d’Entamoeba histolytica, attaché a la peroxydase de raifort dans une solution de
protéine tampon avec 0,02% thimerosal)

Substrat : 14,0ml (solution contenant tétramethylbenzidine et péroxyde)

Réactif pour Contréle Positif: 3,5ml (adhésine purifiée provenant de
Entamoeba histolytica dans une solution de protéine tampon contenant 0,02%
thimérosal)
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Tampon de lavage a la concentration 20X : 50ml (concentré 20X contenant du
tampon salin aux phosphates, du détergent, et 0,2% thimérosal).

Solution d’Arrét: 7 ml, 0,6N d’acide sulfurique. ATTENTION : éviter tout
contact avec la peau ; rincer immédiatement en cas de contact.

12 Bandes de Puits d’Analyses, chacune consiste de 8 puits recouverts avec
des anticorps polyclonaux spécifiques pour I’adhésine d’E. histolytica (préserver
avec matériel déshydratant)

1sac rescellable en plastique

Feuille adhesive en plastique

MATERIAUX NECESSAIRES MAIS NON FOURNIS

Bouteille pour Solution de Nettoyage

Mélangeur de vortex réfrigérateur pour stockage (2° et 8°C)

Cotton tiges jetables Tubes en plastique pour dilution des selles

Pipettes en plastiques Récipient pour déchets/papier absorbant
Lecteur Elisa avec filtre a 450 nm ou 450/620 nm

Bouteille de 1-L pour diluer la Solution de Lavage

950ml d’eau distillée ou dés ionisée pour diluer la Solution Tampon de
Nettoyage

PRECAUTIONS D’EMPLOI

1. Ne pas utiliser des réactifs provenant de kits difféerents. Ne pas dépasser la
date de péremption indiquée sur le Kit.

2. Les réeactifs doivent étre a température ambiante avant utilisation.

3. Les chapeaux et les bouts de pipettes sont codés par couleur : ne les
mélanger pas !

4. Quand vous manipulez les puits d’analyses, évitez d’égratigner le fond
des puits parce que les mesures élevées d’absorbance peuvent résulter.

5. La bouteille de compte-gouttes doit étre maintenue verticalement pour
assurer une goutte de taille appropriée.
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6. Manipuler les spécimens et utiliser les puits de micro-titre en faisant
attention de considérer qu’ils peuvent transmettre des maladies
infectieuses. Utiliser des gants pendant les analyses.

7. Les réactifs contiennent 0,02% de thimérosal comme préservatif et
doivent étre manipulés par des procédures [attentives] normales de
laboratoire.

8. La Solution d’Arrét contient 0,6N d’acid sulfurique. Rincer avec de I’eau
immédiatement si un contact se produit.

9. Les micro-puits inutilisés doivent étre placés a I’intérieur de la poche avec
le déshydratant pour les protéger de I’humidité.

10.Exécuter la procédure de nettoyage tel qu’il a été décrit pour éviter des
réactions non-spécifiques élevees.

11.Utiliser les spécimens de matiere fecale durant les premiéres 24heures
suivant la collection des spécimens afin d’obtenir des résultats optimaux.
Les spécimens qui ont été congelés (20°C ou moins) peuvent perdre leur
activé a cause de la congelation et du degel.

12.1’analyse Entamoeba histolytica est prévue pour I’usage par des
professionnels pour la diagnostique in vitro.

DUREE DE CONSERVATION ET STOCKAGE

La date d’échéance du kit est indiquée sur I’étiquette. La date d’échéance
pour chaque composant est enumérée sur les individuellement. Le kit
contenant les réactifs avec durées de conservation indiquees doit étre stocké
entre 2° et 8°C et doit étre retourné au réfrigérateur aussitdt que possible
apres utilisation.

COLLECTION ET MANIPULATION DES SPECIMENS

NOTER : Les procédures standard internes de collection et manipulation
utilisées pour les spécimens de selles sont appropriees. Les spécimens qui ont
été préservé dans du formol a 10%, dans du formol d’acétate de sodium ou
de I’alcool polyvinylique ne peuvent pas étre utilisés. Les spécimens doivent
étre transportés aussitdt que possible et stockés entre 2°et 8°C. Quand cela
est possible, analyser les échantillons qui ont moins de 24heures. Stocker les
spécimens a -20°C ou a des températures moindres si I’analyse ne peut pas
étre exécutée suivant les 48 heures apres la collection de 1’échantillon. La
congélation et le dégel du spécimen, surtout si cela est répété plusieurs fois,
peut produite une perte d’activité causée par la dégradation de I’adhésine.
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Assurez-vous que le spécimen ait été completement mélangé (avec le
mélangeur vortex) avant d’entreprendre une analyse. Cela inclue le mélange
complet du spécimen avant le transfert au Diluant ainsi que le mélange
complet du spécimen dilué avant le transfert au micropuits. Le Diluant a été
formulé afin de stabiliser I’adhérine dans les spécimens fécaux et pour
réduire au minimum leur dégradation.

. Préparer un tube pour la dilution de chaque spécimen analysé. Ajouter 400uL
de Diluant a chaque tube. Marquer tube directement sur le coté.

. Mélanger complétement (vortex) le spécimen fécal pour garantir un
échantillonnage adéquat.

. Pour les selles formées, utiliser une coton tige pour transférer le spécimen
fecal au tube. Couvrir la coton tige completement avant de faire le transfert
du spécimen. Mélanger la coton tige dans le Diluant pour enlever autant
d’échantillon que possible et presser la coton tige contre le c6té du tube pour
extraire le liquide résiduel. Cette procédure produit le transfert
d’approximativement 0,15 a 0,20g de spécimen (environ de la taille d’un petit
pois) au Diluant. Pour les selles liquides, transférer 400pL de spécimen au
tube. Assurez-vous que les spécimens liquides présentent une suspension
uniforme (apres le vortex) avant le transfert.

. Utiliser le vortex pour melanger les tubes pendant 10 secondes et stocker
entre 2° et 8°C jusqu’a ce que 'ELISA soit performée. Faire le vortex encore
une fois avant le transfert du spécimen au puits micro-titre. Cela garantie le
mélange complet du spécimen.

PROCEDURE DE L’ANALYSE

1. Deux puits de contr6le doivent étre utilisés a chaque fois analyse est
performée. Ces puits qui sont utilisés comme contréle additionnels ne
sont pas nécessaires pour chaque échantillon de patients. Des contréles
additionnels ne sont nécessaires pour performer I’analyse d’un plus grand
nombre d’échantillons. Ajouter une goutte (50uL) de conjugué (chapeau
rouge) a puits pour le contrdle positif, a puits pour le contrdle négatif, et a
puits pour I’échantillon du patient. Maintenir la bouteille de conjugué
verticalement en ajoutant les gouttes. Des marques d’identification
peuvent étre écrites directement sur le coté des puits.

2. Ajouter 1 goutte (50uL) du réactif pour contréle positif (chapeau noire)
au puits pour contréle positif et 100 puL du contrdle négatif (c.a.d. le
Diluant) au puits pour le contrdle négatif. Transférer 200l du spécimen
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dilué au puits d’analyse. Couper une feuille d’adhésive en plastique d’une
taille suffisante pour couvrir les puits. Couvrir les puits et incuber les a
température ambiante pendant 2heures.

. Agiter le contenu hors des puits d’analyse dans le récipient pour déchets.
Nettoyer chaque puits en utilisant la Solution de Nettoyage dilué dans une
bouteille d’¢jection a ouverture réduite, en dirigeant la Solution de
Nettoyage au fond du puits vigoureusement. Remplisser les puits, puis
secouer la solution de lavage hors des puits dans un récipient pour
dechets. Rabattre la plaque inversée sur une serviette en papier seche et
refaites I’étape de nettoyage 4fois en utilisant une serviette en papier
seche a chaque fois. NOTER : La Solution de Nettoyage est fournie
comme concentré 20X (un précipité peut étre observé). Elle doit étre
diluée pour obtenir un volume total de 1000mL en ajoutant 50mL du
concentré a 950mL d’eau distillée. Marquer la bouteille. La Solution de
Nettoyage non utilisé doit étre stockée entre 2° et 8° C.

. Aprés le nettoyage, enlever completement n’importe quel liquide résiduel
dans les puits en rabattant la plague, une fois encore, sur une serviette en
papier séche jusqu’a ce que tout liquide ait €té enlevé. Disposer des
serviettes en papier et des récipients des spécimens d’une manicre
adéquate.

Ajouter 2 gouttes (100uL) de Substrat (chapeau bleu) a chaque puits.
Doucement tapoter les puits au départ puis tapoter encore une fois
5minutes plus tard pour bien mélanger le substrat. Incuber les puits a
température ambiante pour 10minutes.

. Ajouter 1 goutte (50uL) de Solution d’Arrét (chapeau jaune) a chaque
puits. Doucement tapoter les puits et attendez 2 minutes avant la mesurer.
L’addition de la Solution d’Arrét convertit la couleur bleu a une couleur
jaune qui peut étre dosée en mesurant la densité optique a 450nm ou en
utilisant un lecteur microplaque ELISA. L’instrument doit étre calibré a
son zéro a 1’aide d’air. Essuyer le dessous de chaque puits avant de
mesurer la densité optique. Si un lecteur de longueur d’onde duel est
utilisé, démarquer le zéro vis-a-vis de I’air a 620nm et mesurer a 450nm.
La mesure doit étre obtenue pas plus de 10minutes apres 1’addition de la
Solution d’Arrét.
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CONTROLE DE QUALITE :

Un controle positif et négatif doit étre fait avec chaque série d’analyses de
spécimens. Les résultats doivent étre enregistrés pendant les 10 premiéeres
minutes apreés I’addition de la Solution d’Arrét. Chaque puits de control
positif doit avoir une couleur jaune visible et doit produire une absorbance de
0,500 ou plus apres que la valeur de I’absorbance du contrdle négatif ait été
soustraite (voir interprétation des résultats). Les puits du contrdle négatifs
doivent avoir une absorbance de moins de <0,150. Les résultats ne sont pas
valides a moins que les caractéristiques de performances du contréle positif
et négatif soient atteintes. Si ces resultats ne sont pas obtenus, appeler les
services techniques. N’importe quel puits qui est claire visuellement mais qui
produit une réaction positive (voir interprétation des resultats) doit étre
essayée en dessous et I’absorbance doit étre mesurée une fois de plus.
Chaqgue composant du kit doit étre inspecté pour s’assurer qu’il n’y ait pas eu
de fuite. Apres que le kit soit arrivé, le kit doit €tre inspecté pour s’assurer
que les composants ne sont pas congelés ou chauds au touché a cause des
conditions de transports inadequates. Les résultats des analyses, ainsi que les
valeurs de I’absorbance des résultats des contréles, doivent étre enregistres et
rapportés selon les procédures internes et doivent étre stockés selon les
procédures internes pour référence future.

INTERPRETATION DES RESULTATS

Le puits de contrdle négatif ne doit présenter aucune couleur ou seulement
une couleur jaune tres faible. Le puits de contr6le positif doit produire une
couleur jaune positif évidente. Si ces résultats ne se produisent pas, appeler
les Services Techniques. Un échantillon d’analyse est considéré positif s’il y
a une couleur jaune évidente en comparaison avec le puits de control positif.
Un échantillon est considéré négatif si la réaction est sans couleur ou d’une
couleur moins jaune que le puits de contréle négatif.

Interprétation des résultats de spéctrophometrie

1. Preparer le lecteur microplague ELISA pour mesurer a 450nm. Si un
lecteur a longueur d’onde duel est utilisé, préparer le lecteur ELISA
pour mesurer a 450nm et référencé 620nm.

2. Determiner la valeur de I’absorbance pour le contrble négatif. Le
controle négatif doit étre de 0,150 ou moins. Sinon, I’analyse n’est pas
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valide et doit étre répétée en faisant bien attention a la procédure de
nettoyage.

3. Soustraire la mesure du puits de contrdle négatif a celle du puits de
control positif et analyser les puits avant d’interpréter les résultats (le
lecteur microplaque ELISA peut étre calibré a son zéro en utilisant le
puits de contrble négatif afin que cette étape soit accomplie
automatiquement).

4. Le mesurérent pour le contrdle positif doit étre 0,500 ou plus aprés que
le control négatif ait été soustrait. Si cette valeur n’est pas obtenue
I’analyse doit étre répétée.

5. Un spécimen est considéré positif pour la présence d’adhésine si le
mesurerent est 0,050 ou plus apres que le contréle négatif ait été
soustrait. Un spécimen est considéré négatif pour la présence
d’adhésine si le mesurérent <0,050.

6. Un résultat d’analyse positif indique que 1’adhésine d’Entamoeba
histolytica est présente dans le spécimen fécal. Un résultat négatif
indique que I’adhésine d’Entamoeba histolytica n’est pas présente
dans le spécimen fécal.

LES VALEURS ANTICIPEES

Il est estimé qu’Entamoeba histolytica infecte environ 500 million
d’individus a travers le monde. A peu pres 90% de ces individus demeurent
asymptomatique, alors qu’a peu pres 10% développent des symptomes
cliniques qui s’étendent des maladies gastro-intestinales aux abces de foie.
En moyenne, environ 3500 cas d’amoebose par an sont reportés au Centers
for Disease Control (Centre pour Contrdle des maladies) aux Etats-Unis. Les
groupes a haut risques incluent les individus qui ont voyagé a I’étranger, les
immigrés, les individus immuno-compromis, les travailleurs migrants, et les
hommes activement homosexuels. Les especes non pathogéniques
(Entamoeba dispar) sont prédominantes parmi les hommes homosexuels. La
maladie est souvent transmise par des porteurs asymptotiques d’Entamoeba
histolytica.
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ANNEXE N°6

COLORATION A
L’HEMATOXYLINE FERRIQUE

Elle donne d’excellents résultats si elle est parfaitement exécutée, mais elle est
longue, délicate et les réactifs qu’elle utilise se conservent mal.

Cependant en conservant la solution d’alun de fer au réfrigérateur et en opérant
a 37° C, on a une excellente technique qui ne s’avere pas plus complexe que la
multitude de celles apparemment plus simple qui en dérivent.

1. confection d’un frottis fécal

2. fixation

3. coloration

Cette méthode met a profit 1’affinité des constituants nucléaires pour le fer
secondairement, on amene I’hématoxyline a se combiner avec le fer fixé sur le
noyau pour former une laque ferrique noire qui ressort sur le fond incolore de la
préparation.

REACTIFS

Mordant :
e Alun de

e FEau
AISTIILEE. oot e e 100ml

Les cristaux d’alun de fer, fraichement préparés, sont violets. Avec le temps, ils
se recouvrent d’une couche poussiéreuse jaunatre.

Seuls les cristaux violets sont utilisables. On peut, cependant, récuperer les
cristaux altérés en les raclant pour éliminer entierement la couche jaunatre
périphérique plus ou moins épaisse.

La solution doit étre faite a froid. Elle est jaune et se conserve mal. Cependant,
en la mettant au réfrigérateur, sa conservation est excellente.
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Colorant:

Hématoxyline

Cristallisee. ... 10g

Solution mére:

Alcool a
L 100ml

Cette solution doit étre préparée quelque temps avant ’emploi, en ’exposant a
la lumiere diffuse pendant 15j a 3 semaines au minimum. La solution devient de
plus en plus foncée.sa conservation est excellente.

Solution

Solution extemporanee
Eau
AiStIILEE. ...t 90ml

Différentiateur :
e Alun de

e FEau
AISTIILEE. . oot 100ml

Cette solution se prépare par dilution, au demi, du mordant.

TECHNIQUE

1-Mordant et colorant on verse chacun dans un récipient, tube de borrel par
exemple, et portés a 37°C.

2-Mordancage: Le frottis fixé et lavé est plongé dans la solution a 3% d’alun de
fer a 37° C, pendant 30 minutes. Rincer rapidement a 1’eau distillée.
3-Coloration: Plonger la lame dans la solution hydroalcoolique d’hématoxyline
a 37°C, y maintenir pendant 30 minutes. Lavage a 1’eau distillée.
4-Différenciation: Eliminer la majeure partie du colorant noir (laque ferrique)

qui imprégne le frottis, par I’emploi de la solution de mordangage: Alun de fer a
3%.
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5-Le frottis humide est alors disposé sur la platine du microscope, afin de suivre
avec précision la différenciation pour éviter de salir le microscope, on enleve le
chariot et on pose sur la platine, le fond d’une boite de pétri contenant une tige
de verre coudée en U.

6-La lame est placée, frottis en dessus, sur cette tige de verre recouverte de
quelques gouttes de la solution de mordancage diluée au demi: Alun de fer a 1,5
%.

7-On suit la différenciation avec 1’objectif de faible grossissement, en
renouvelant la couche du différenciateur qui recouvre le frottis et s’écoule dans
la boite de petri, sans crainte de salir.

8-L’¢épaisseur du frottis n’étant généralement pas uniforme, la différenciation
n’est pas homogene. Il est donc nécessaire de repérer une zone riche en
protozoaires, dont on suit la différenciation sans tenir compte du reste du frottis.

9-Quand les structures nucléaires ressortent clairement, on lave la lame a 1’eau
courante.

10-Montage
11-Examen

12-Les structures nucléaires ressortent en noir sur le fond grisatre de la
préparation.
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ANNEXE N° 11

METHODE DE CONCENTRATION D’ELEMENTS PARASITAIRES PAR
COLORATION PAR LE COP-COLOR FUMOUZE

PRINCIPE :

Méthode de concentration diphasique utilisant 1’éther comme solvant organique
et la solution tampon acéto-acétique pH 5 comme phase aqueuse. L’examen du
culot est réalisé apres coloration par le KOP-COLOR FUMOUSE, permettant
une détection plus facile des éléments parasitaires qui apparaissent en jaune,

jaune-orange ou jaune brun sur fond bleu lus ou moins fonce.

MODE OPERATOIRE :

1-dans un tube conique de 30ml, verser 20ml de tampon acéto-acétique.
2-homogenéiser les selles.

3-prélever une noix de selles (3 - 49 ou 3 — 4 ml si les selles sont liquides) et la

déposer le tampon aceéto-acétique.

4-triturer a 1’aide d’une spatule et agiter vigoureusement jusqu’a obtention

d’une suspension homogene (agitateur de type Vortex).

5-Laisser reposer 2 a 3 minutes pour la sédimentation des gros débris.
6-Verser 5ml du surnageant dans un tube comique de 10ml.
7-Ajouter 2,5 a 3 ml d’éther.

8-Boucher le tube et agiter vigoureusement pour obtenir une émulsion

(agitation manuelle ou avec agitateur type Vortex).

9-Déboucher le tube et centrifuger a 150-200g pendant 5 minutes pour casser

I’émulsion.
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10-En cas de gélification de la phase supérieure (résidus lipophiles), la décoller

de la paroi du tube a I’aide d’une pipette pasteur.
11-Eliminer le surnageant par retournement du tube.

12-Remettre le culot en suspension avec 1 ou 2 gouttes d’eau physiologique (ne

pas laisser dessécher le culot).

13-A I’aide d’une micropipette, déposer sur une lame 10ul de KOP-COLOR
FUMOUZE.

14- A T’aide d’une pipette pasteur, ajouter 1 goutte (ou 25 pl avec une

micropipette) de la suspension a examiner.
15- bien mélanger

16-recouvrir d’une lamelle et observer au microscope avec une lumiére blanche

(filtre bleu).

INERPRETATION DES RESULTATS :

Les éléments parasitaires apparaissent colorés en jaune, jaune-orange sur fond

bleu ou moins foncé.
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ANNEXE N°5

METHODE DE KOHN (NOIR CHLORAZOL)

REACTIFES :

1. Solution de base :

Alcool éthylique 90°.........coiiiiii e, 170 ml
Alcool méthylique.............ooeiiiiiiiii 160 ml
Acide acétique glacial K., 20ml
Phénol liquide (fondu).............cooeiiiiiiiii 20ml
Acide phosphotungstique (solution aqueuse 1%) .............2ml
Eau distillee qsp......ccovviiiiiiii e, 1000ml

2. Préparation du Noir Chlorazol :

1. Mettre 5g de noir chlorazol dans un mortier

2. Broyer pendant au moins 5 minutes

3. Ajouter un peu de solution de base et broyer de nouveau de maniere a former
une pate lisse

4. Ajouter encore du liquide et broyer 5minutes

5. Laisser sédimenter et recueillir le surnageantdans une bouteille d’un litre

6. Recommencer avec le sédiment comme pécédemment, autant de fois qu’il
sera nécéssaire, jusqu’ dissolution complete du colorant

7. Apres 4a 6 semaines de repos, le liquide obtenu, de teinte noir cerise,
nécessite une simple filtration pour étre employé pur ou dilué aux 2/3 dans la

solution de base.

MODE OPRERATOIRE:

e Confection du frottis:
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Utiliser des lames dégraissées sur lesquelles on dépose vers une extrémité un
fragment de selle ou de mucus.

. Etaler le prélevement sur la lame avec une lamelle, lentement et
uniformément de facon a obtenir un frottis mince

Soumettre, aussitot cet étalement encore humide a la fixation coloration.

Fixation et coloration

Elles sont pratiquees simultanement par immersion des frottis encore humides
dans la solution de colorant placée dans un récipient de borrel

Maintenir en contact 8 a 10 heures

Laver les préparations a I’eau courante, puis les déshydratations par passages
successifs dans de 1’alcool éthylique de titre croissant (60, 70, 80, 95, absolu)

et, enfin dans du xyléne.

NB:
Une préparation convenablement déshydratée ne présente pas de voile
blanchéatre quand elle est au contact du xyléne .si ce voile est observé, traiter a

nouveau par de ’alcool absolu, puis par du xyléne.

Déposer une goutte de baume du Canada sur le frottis et recouvrir d’une lamelle

de surface voulue, en appuyant pour obtenir un étalement suffisant.

RESULTATS:

Les détails cytologiques mis en évidence sont les mémes que ceux qui
apparaissent apres traitement a I’hématoxyline ferrique.
Les trophozoites et kystes sont colorés, avec un cytoplasme tés clair

sur fond grisatre et les structures cellulaires se détachent en noir.

INDICATION: Mise en évidence des protozoaires
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ANNEXE N°14

Merthiolate lode Formol (MIF) COLORATION

VERRERIE :

e Fiole 2L/ Tubes graduées
e Pipette 10 ml

e Pipette 2ml

e Lame et lamelle

e Pipette PASTEUR

e Balance /papier/spatule

e Flacon brun/papier aluminium
REACTIFES:

e Eau distillée
¢ lode/iodure de potassium

e Teinture de Merthiolate

e Vaseline
FORMULE :
Lugol : -5g iode
- 10g iodure de potassium
-100ml d’eau distillée
MIF : -Teinture de Mertiholate ......................7,75ml
- Solution de Lugol 55% fraiche.............. Iml
-Formol......ccoooiii 1, 25ml
MIF (vieillit):- Lugol ............cooiiiii . 15ml
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-Teinture de Mertiholate................... 72, 5ml
-Formol.....ooooooi 12,5 ml

TECHNIQUE:

e Sur une lame, mettre de réactif et une goute de suspension fécale
e Recouvrir d’une lamelle

e Lutter a la vaseline

e Attendre 20-30minutes

e Examiner au microscope a I’objectif x 40

RESULTATS:

e La forme végetative et la forme kystique apparaissent en vert jaunatre
—brun fonceé

e Mb nucléaire en rouge foncé a noir

e Chromatine refringente

e Cytoplasme rouge

e Hématies rouge

Indication :

Selle glaireuse (accés dysentérique)
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ANNEXE N° 09 - 10

CULTURE POLYXENIQUE D’Entamoeba histolytica

PRINCIPE :

La croissance de I’amibe dysentérique nécessite la présence de germes
microbiens associes et de grains d’amidon.

A/ Milieu de Dobell :

COMPOSITION:
1/ Phase solide:
Sérum de cheval stérile par filtration 1ml par tubes ; coaguler au four Pasteur
pendant 1 heure a 50 c.les tubes couches pour obtenir une pente de sérum
d’environ 3-4 cm de longueur.
2/Phase liquide:

Solution de Ringer-locke:

Nacl.ooooiii 9,0g

Keloo 0,42¢
CaCly..ouviniiiiiiiii, 0, 24¢g
NaHCO3z. ..o, 0,2g
Glucose.....ccovvvviviiiiiiiiinann, 1,0g
Eau distillée.................... 1000,0ml

Ajouter I’albumine d’ceuf.

PREPARATION :

-Ajouter stérilement 1 blanc d’ceuf par 250ml de Ringer aprés désinfection d’un
pole de la coquille, découper une petite fenétre a I’aide de ciseau pointus
stérilises et laisser s’écouler le blanc.
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-Homogénéiser dans un ballon contenant des billes de verre, stériliser par

filtration sur Seitz.

-La phase solide est ajoutée au sérum coagule de maniére a couvrir entiérement

la pente d’environ 5 cm de hauteur.

-Tester la stérilité des tubes ainsi complétés, a I’étuve pendant 24heures, puis

conserver a +4c.

-L’amidon de riz stérilise a [Dautoclave est ajoute au moment de

I’ensemencement (une anse de platine ou une pointe de couteau).
B/Milieu de Jones:
Solution stock pour preparer un tampon phosphate.

Sel alcalin (phosphate disodique):

SOit :Na2H POy, 9,48¢
Soit : Na,HPO,4 2H,0. .o 11,88¢
Soit: Na2H PO, 12H,0........cee..... 23,99
Eaudistillée.................oooiin, 1000mi

Sel acide (phosphate monopotassique):

Préparation du milieu (pH 7,2 pour Entamoeba histolytica)

Mélange tampon:

Eaudistillée..........ccovvveeeiiiii. 1125,0ml
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NaCl (9p1000)...........eveeeeeeeeeen, 0.13g

Sol:Naz HPOy4..e 187,5ml

Sol: KHaPOg.eovvvveieee, 62,5ml
Milieu complet:

Mélange tampon...................... 950, Oml

Extraitde levure............coooviiiioi... 1,09

Sérumdecheval........cccooiii..l. 50,0ml

Vérifier le PH, filtrer sur Seitz (stérilisation).

Stocker a + 4c.

Pour I’emploi, repartir en tubes sur une hauteur de Scm au moins et ajouter de
I’amidon de riz (autoclave) pour la culture d’amibes.

Entretien des cultures:

L’isolement a partir des selles est fait en mettant un gramme d’environ de selles

dans deux tubes de milieu.

Controler la croissance tous les jours, des que des amibes sont observées,
repiquer dans un tube de milieu neuf pour I’entretien, le rythme des repiquages
de Entamoeba histolytica est deux fois par semaines.

Culture axénique de Entamoeba histolytica :

Principe et utilité:

Le but est de multiplier les trophozoites en I’absence de tout germes associes et

de composant panticullaire (amidon) qui génent la récolte et 1’étude des amibes.

La récolte des amibes a I’état pur est nécessaire pour la préparation des
antigénes solubles et figures, pour I’analyse des isoenzymes, pour 1’étude du

pouvoir pathogene intrinséque des amibes etc.
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Au moment de I’isolement d’une souche la difficulté est de se débarrasser de la
flore intestinale forcement associée .on suivra les indications données par
Diamond(1968).

Milieu TY-S-33 complet (Diamond)

Bouillon..............ocoooiii . 87ml
Mélange vitamine-TWEEN 80............ 3ml
Sérumbovin............ooiiiiii 16mi
Antibiotiques

Bouillon TYI

-dissoudre les ingrédients suivants dans 50ml d’cau bidistillée puis ajuster a un

volume final de 87ml.

Digestre de castine.................... 2000mg
Extrait de levure....................... 1000mg
Glucose......covvviviiiiiiiiii, 1000mg
NaCl. .o 200mg
KeHPOu 100mg

KH2POsy 60mg
Chlorhydrate de L.cystéine............ 100mg
Acide L-ascorbique...................... 20mg
Citrate ferrique d’ammonium.........2,28mg
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-Ajuster a un pH de 6,8 avec NaOH 1N
-Clarifier par passage a travers un filtre WHATMAN N1
-Autoclaver puis laisser refroidir jusqu'a température ambiante.

Mélange vitamines TWEEN 80

Solution A: mélange vitamines < 107 >

188



ANNEXE N°1

PREPARATION DU LUGOL

PREPARATION DU LUGOL A 5%:

LOde. o S5g
Todure de potassium........c..vviiiiiiii i e e e 10g
Eaudistillée.........ooooiii g.s.p. 100 ml

Peser I’iode dans un creuset en porcelaine ou un verre de montre. Piler 1’1ode et
I’iodure de potassium secs dans un mortier. Ajouter de 1’eau, a raison de
quelques millilitres a la fois, et piler soigneusement aprés chaque addition
jusqu’a ce que I’iode et I’iodure se dissolvent. Verser la solution obtenue dans
une bouteille de verre graduée et compléter a 100 ml avec de I’cau.

PREPARATION DU LUGOL A 1%:

La solution-mere de Lugol est trop forte pour le montage des selles fraiches.
Elle provoque I’agrégation des matiéres fécales, pi¢geant ainsi les parasites qui
deviennent alors invisibles. Par consequent, il faut la diluer.

Lugol (Solution-mere @ 5%) ......oviriiriiii e S5ml
Solution physiologique. .........evvuiiiiiii i 20ml

Verser le soluté physiologique dans un flacon compte-gouttes.

Ajouter la solution-mere de Lugol a 5%.

Mélanger soigneusement.

On obtient ainsi une solution d’iode a 1% qui permette de colorer les kystes de
facon satisfaisante.

Etiqueter le flacon : Lugol & 1% et inscrire la date. La solution a 1% doit étre
renouvelée tous les 15 jours.
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ANNEXE N°3

METHODE DE CONCENTRATION DE RITCHIE SIMPLIFIEE

Les selles sont diluées directement dans 1’eau formolée a 10%.
-Tamisées sur un chinois.

-Ajouter un volume égal d’éther.

-Emulsionner par agitation vigoureuse.

-Centrifuger a 1500tr/minute.

Cette méthode permet la concentration des éléments parasitaires dans les selles
prélevées hors du laboratoire sur solution formolée.

Son inconvenant majeur est de donner un culot souvent abondant.
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ANNEXE N° 07
TECHNIQUE DE CONCENTRATION DE RITCHIE

Liquide de dilution:
- Solution aqueuse isotonique (9 p.1000) de chlorure de sodium.
-Délayer une partie de selles dans 10 parties de solution salée.

-Tamiser sur un chinois métallique et recueillir dans un tube a centrifuger le
filtrat.

-Centrifuger une minute a 1500 tr/minute.

-Eliminer le surnageant et remettre le culot en suspension dans la solution salée.
-Centrifuger a nouveaux pendant le méme temps et a la méme vitesse.
-Recommencer ces opérations jusqu’a ce que le surnageant soit limpide.
-Mettre alors le culot en suspension dans une solution de formol du commerce a
10p.100 dans de I’eau distillée.

-Laisser reposer Sminutes.

-Ajouter 3 ml d’éther sulfurique et émulsionner par agitation vigoureuse.
-Centrifuger 2 minutes a 1500 tr/minutes.

-Rejeter le surnageant.

-Prélever et examiner le culot avec les précautions habituelles.

-Cette méthode met bien en évidence les ceufs d’helminthes et les kystes de
protozoaires.

-Son inconvénient majeur est d’étre fort longue a réaliser.
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ANNEXE N°7

FIXATION ET COLORATION PERMANANTE DES

AMIBES PAR L’AVP-TRICHROME

REACTIFS :

L’alcool polyvinylique

Le sublimé (chlorure mercurique) :HgCI2

PREPARATION DE LA SOLUTION D’APV:

Préparer d’abord une solution aqueuse saturée a froid de HgCl2.pour cela on dissout a chaud
10% de se sel et on laisse refroidir, il se forme alors des cristaux, on décante le liquide clair

surnageant au fur et a mesure des besoins

Solution de Schaudinn :

2 volumes de solution aqueuse de HgCl, a saturation......................... 93,5 ml
Ivolume d’alcool éthylique a:..........coiiiiii e, 95% }
GIYCBIOL: ... e 1,5ml
Acide acétique glacial:...........cooiiiiiriiii e 5mi

Le mélange des 3 réactifs précédents est a préparé a température de laboratoire

Préparation des frottis :

Les frottis doivent étre assez minces.
Préparation directe: Sur une lame porte-objet mettre une petite goute de selle et trois fois ce
volume de solution d’APV. Mélanger avec un petit agitateur, étaler en couche mince sur

environ le tiers de la lame.
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En tube d’hémolyse: Mélanger un volume de selle a trois volumes de solution d’APV.
La préparation du mélange selle-APV doit toujours étre faite sur des selles trés
fraiches.
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