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INTRODUCTION

Le SIDA (Syndrome de 1’Immunodéficience Acquise) est défini par
la survenue d’une ou de plusieurs affections témoignant d’une
immunodépression majeure [1].

En Afrique 11 s’'agit essentiellement d’infections digestives
opportunistes parmi lesquelles la cryptosporidiose occupe une

place importante.

La cryptosporidiose est wune parasitose due a un protozoaire
intracellulaire du genre Cryptosporidium, infectant
1’épithélium digestif de 1’homme et de nombreuses especes
animales. Chez les sujets immunocompétents le Cryptosporidium
est responsable de diarrhées bénignes spontanément résolutives.
En revanche, chez 1’immunodéprimé, i1 est responsable de
diarrhées séveres et incoercibles, menagant gravement le
pronostic vital.

A cb6té de la symptomatologie diarrhéique chez 1’immunodéprimé,
le Cryptosporidium est responsable d’infections respiratoires a
type de trachéite, de bronchite, de déciliation et de
métaplasie de 1’épithélium respiratoire ; de cholécystites

aigues voire de gastrite chronique.

L'épidémie de Milwaukee (Wisconsin, USA) de 1993 témoigne de
1l’importance de ce parasite puisqu’il y avait eu plus de 400000
malades, pas moins de 54 déces et les frais d’hospitalisation
de 4000 personnes s’éleverent a environ 54 millions de

dollars[2].
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Des organismes tels que le CDC (Center for Diseases Control aux
USA) et 1'OMS définissent désormais la cryptosporidiose comme
une zoonose émergente posant un réel probleme de santé
publique, aussi bien pour 1l’homme que pour l’animal, avec des

conséquences économiques et zootechnigques non négligeables.

En France, de janvier 2006 a décembre 2007 sur 36 laboratoires
hospitaliers de parasitologie répartis sur tout le territoire
national, 179 cas de cryptosporidiose ont été notifiés (96 en
2006 et 83 en 2007) dont 60 % des cas sont survenus chez des

patients immunodéprimés (principalement par le VIH, 48%) [3].

En Afrique chez les personnes vivant avec le VIH, la prévalence

de la maladie varie entre 8,7% et 48% [4].

A Bamako au Mali avant 1la trithérapie, la prévalence de la
cryptosporidiose était de 38,3% en 1989 [5] et tous les malades
en sont décédés dans les deux semaines d’hospitalisation. A
l’avénement de la trithérapie, une étude effectuée entre
janvier 2002 et décembre 2002 trouvait une prévalence de 25,71%
[6]. La plus récente étude était concomitante de la période de
début de la gratuité de la trithérapie au Mali (juillet 2004)
et a lieu entre Jjanvier 2004 et décembre 2005 avec une
prévalence de 13,3% [7].

Cette baisse chronologique de la prévalence sous la trithérapie
nous laisse entrevoir son impact sur 1l’incidence de la maladie.
I1 nous apparait donc important de savoir le profil
épidémiologique de la cryptosporidiose intestinale a Bamako

aprés la mise a échelle de la trithérapie.
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Ce travail a été rendu possible grdce a la mise en place d’un
laboratoire de diagnostic des infections opportunistes, qui a
bénéficié de 1’appui financier et technique du programme
Ensemble pour une Solidarité Thérapeutique Hospitaliére En

Réseau (ESTHER).
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I. OBJECTIFS

Les objectifs de cette étude sont

A. Objectif général
Evaluer la place de la cryptosporidiose chez les patients VIH
diarrhéiques dans les sites de prise en charge du VIH a Bamako.
B. Objectifs spécifiques

» Déterminer le taux moyen de CD4 des patients atteints de la

cryptosporidiose intestinale ;

» Déterminer la frégquence globale et par site de prise en
charge de la cryptosporidiose intestinale au cours du VIH-

SIDA a Bamako ;

» Déterminer la fréquence de la cryptosporidiose intestinale

des patients sous traitement ARV.
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ITI. GENERALITES

A. Historique

Ce parasite a d'abord été une découverte vétérinaire. C'est
Tyzzer qui en a rapporté le premier cas en 1907 chez 1la
souris[8]. Il décrivit alors Cryptosporidium muris dont il
étudia le développement dans les glandes gastriques de souris
de laboratoire. Par 1la suite, de nombreuses publications ont
fait état d'infections chez plusieurs especes animales [9-11].
En 1955 Slavin découvre 1l’importance pathogénique de
Cryptosporidium sp en décrivant Cryptosporidium meleagridis
dans les intestins de dindes gui présentaient une diarrhée
aigué [12].

Le parasite est cependant resté ignoré ou considéré comme un
organisme commensal jusqu'a sa reconnaissance par les
vétérinaires dans les années 70 ou i1l fGt tenu pour responsable
d'épidémies de diarrhées parfois mortelles dans les élevages
des jeunes veaux [13].

Chez 1'Homme, son dépistage est d'acquisition récente puisque
le premier cas n'a été diagnostiqué, par biopsie intestinale,
qu'en 1976 chez un enfant de trois ans présentant une gastro-
entérite [14].

Ce n'est qu'au début des années 80 que la cryptosporidiose a
fait une Dbruyante émergence en pathologie humaine apres
l'"apparition du syndrome d'immunodéficience acquise (SIDA) qui

lui a conféré un regain d'intérét.
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B. Morphologie

- Oocystes: Parmi les coccidies, les oocystes du
Cryptosporidium sont les plus petits, 1ls sont sphériques a
ovoides et contiennent quatre sporozoites libres agencés autour
d'un corps résiduel mesurant un micron de diametre. Le
micropyle et les granules polaires qui caractérisent les autres
coccidies n'ont pas été retrouvés. La paroil est lisse, composée
de deux membranes séparées par un espace clair et contient une

suture qui se dissout durant 1l'excystation [8].

Figure I : Schéma d’un oocyste (Fayer, et coll., 1986)
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- Sporozoites : Ils sont en forme de croissant avec une partie

antérieure gréle et une partie postérieure arrondie et renferme
un noyau proéminent au niveau du tiers postérieur. Douze

microtubules sub-pelliculaires sont observées sur des sections

transversales [15,16]. Leur taille varie selon 1l'espece.
- Trophozoites : Ils sont caractérisés par un grand noyau (1-
1,3 u) contenant un gros nucléole, par la présence d'un

organite de nutrition bien développé et par 1'absence du
complexe apical qui caractérise les sporozolites et les
mérozoites [15,16].

- Mérontes I et II : Les deux types de mérontes mesurent entre

4 et 5 p de diaméetre. Le type I se développe a partir du
trophozoite ou des mérozoites de premiere génération. Il
renferme six a huit mérozoites contrairement au méronte de type
IT qui ne renferme que quatre mérozoites [15,16].

- Mérozoites I et II : Ils sont morphologiquement identiques

et recouverts par une pellicule caractéristique. Leurs
extrémités antérieure et postérieure sont arrondies, leur noyau
est dépourvu de nucléole et contiennent une variété de granules
denses non identifiés. Chaque mérozoite contient 28
microtubules sub-pelliculaires[15].

— Macrogamontes : Ils sont caractérisés par la présence de

granules d'amylopectine qui les différencient des trophozoites
et par la présence d'une vacuole et d'un grand noyau
excentrique [15].

- Microgamontes : Ils sont rarement observés a cause

probablement de leur vie breve. 1Ils renferment 14 a 16

microgametes aflagellés et un corps résiduel [17].

C. Classification

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

FEimeriorina et “la famille des Cryptosporidiidae.
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Tableau I:

Taxonomie de Cryptosporidium sp[l12]

Classification Nom Caractéristiques
Reégne Protiste Eucaryote unicellulaire
- Présence d’un complexe apical
Phylum Apicomplexa (intervenant dans la pénétration du
parasite).
- Parasite intracellulaire obligatoire
- Multiplication asexuée et
Classe Sporozoasida reproduction sexuée.
- Formation d’oocystes
- Cycle de développement comprenant
des stades de schizogonie,
gamétogonie et sporogonie.
Sous-Classe Coccidiasina  Gamonte de petite taille.
Ordre Eucoccidiorida Meérogonie toujours présente
- Développements indépendants des
Sous-Ordre Eimeriorina MICTO et MACrogametes.
- Zygote non mobile
- Quatre sporozoites nus (sans
sporocystes contrairement aux autres
Eimeriidae) dans chaque oocyste.
- stade endogene de développement
Famille Cryptosporidiidae | comportant un  organelle  de

d’attachement.
- Cycle homoxene (contrairement au
Sarcocystidae qui nécessite un hote

intermédiaire.
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Le genre Cryptosporidium se caractérise, parmi 1les autres
coccidies, a la fois par

- L'absence du stade sporocyste ;

— L’absence de spécificité vis—-a-vis de 1'hdéte (152 espeéces) ;

— Des microgametes non flagellés ;

— Un développement dans une vacuole parasitophore ;

Une vingtaine d’especes a ¢été découverte dont trois sont

rencontrées chez 1’homme

. Cryptosporidium. muris (estomac)
. Cryptosporidium parvum (intestin)
. Cryptosporidium hominis (intestin)= C. parvum génotype 1

Aujourd’hui, pour valider et nommer Cryptoridium sp, 11 faut
tenir compte de criteres morphologiques et biologigques (comme
Tyzer) mais aussi, grédce au développement de la biologie

moléculaire, de criteres génétiques

- Criteres morphologiques : Taille, forme et structure des
différents stades de développement.

- Criteres biologiques : site de prédilection de 1’'infection,
durée des ©périodes pré-patentes, intensité de 1’excrétion
ookystale, spectre (espéce, 4&ge et statut dimmunitaire) des
hétes infectés naturellement, infectiosité et wvirulence pour
d’autres especes ou hdtes en cas de transmission croisée.

- Criteres génétiques : différences dans la séquence
nucléotidique de genes bien connus (codant pour 1’ARN
ribosomal, des protéines structurelles et/ou fonctionnelles),
homogénéité des 1isolats d’une méme espece dans 1’analyse
phylogénétique, absence de recombinaison entre deux especes
supposées différentes.

Les espéces retenues et répondant a ces <criteéres sont

regroupées dans le tableau ci-dessous
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Tableau II: Différences Dbiologigques entre 1les espéces de
Cryptosporidium sp [12]
. Dimensions ookystales en pm
‘ . Site(s) de (extrémes et moyenne)
Espéces Hotes prédilection de
P
I'infection Longueur Largeur
C. parvum Mammiféres Intestin 48-56[52] 42-4.8[4.6]
C. wrairi Porc de Guinée Intestin 48-56[54] 4.0-5.0[4.6]
C. meleagridis Qisean Intestin 45-60[52] 42-53[4.6]
C. saurophilum Lézard Intestin 44-56[50] 42-52[47]
C. felis Chat Intestin 32-51[46] 3.0-4.0[4.0]
Intestin, cloaque,
C. baileyi Qiseau frachée, bowsede 6.0-7.5[6.6] 4.5-5.7[5.0]
Fabricius
C. muris Rongeur Estomac 80-9.2[84] 5.8-641[6.2]
C. andersoni Ruminant Abomasum 6.0-81{74] 50-65][55]
C. serpentis Serpent Estomac 56-6.6[62] 4.8-56[53]
C. nasorum Poisson Estomacetintestin  3.5-4.7{43] 25-4.0[3.3]
D. Cycle Biologique
Les Cryptosporidies ont un cycle de développement complexe

débutant par 1l’ingestion de sa forme de résistance

sporulé,

tout individu ou animal hoéte ;

les étapes du développement parasitaire

méme hote.

directement

Etapes et chronologie

[12,18]

infestant et éliminé dans

1"oocyste

les selles de

ce cycle est monoxéne

se déroulent chez

toutes

un

Le cycle se décompose en plusieurs parties 1l’excystation, des

phases de multiplications asexuées (schizogonie ou mérogonie)

et sexuées (gametogonie), suivie d’une fécondation et enfin de

la sporogonie (ou sporulation).
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K/

<> L’ excystation

Une fois ingéré et sous les effets combinés de la température
(idéal : 37°) et pH (entre 6,8 et 7,4 in vitro), les enzymes
et les sels biliaires, 1l’oocyste libeére les 4 sporozoites qu’il
contient.

Les sporozoites s’attachent alors a 1’épithélium de la bordure
en brosse des entérocytes et se transforment en trophozoites en
s’enfermant dans une vacuole parasitophore qui leur confere une
position intracellulaire mais extra cytoplasmique (d’ou la
difficulté des traitements, les médicaments atteignant
difficilement le parasite).

Ce trophozoite se caractérise également par une organelle

d’attachement participant apparemment a sa nutrition.

o Les schizogonies (ou mérogonie)

Ces trophozoites se transforment en mérontes de type I
(schizontes de type I) contenant 8 merozoites de type I formés
par des divisions nucléaires successives.

Une fois libérés, ces merozoites I ont deux devenirs
possibles : soit 1ils envahissent les cellules épithéliales
voisines pour former des mérontes de type II, soit ils
participent a un phénoméne de rétro infection en reformant des
mérontes de premiére génération. Ce recyclage permettant
d’allonger la période d’excrétion, d’augmenter le nombre
d’oocystes excrétés et d’'amplifier la pathogénicité, méme si un
petit nombre d’cocystes a été ingéré (dose infectieuse faible).
Enfin, ces mérontes II forment 4 merozoites.

L’expérimentation sur la souris a permis d’estimer gque les
mérontes I apparaissaient 8 a 16 heures aprés 1l’'infection

contre 24 heures pour les mérontes II.

Ce travail a bénéficié de ['appui financier de ESTHER. Page
32



THESE : Diagnostic de la cryptosporidiose chez les patients VIH diarrhéiques a BamaKko (Mali) par M. Sory Ibrahima Traore

% La gametogonie

Chaque mérozoite II pénetre dans une nouvelle cellule pour s’y
différencier en micro (36heures post-infection) ou macro
gamonte (48 heures post—-infection) qui évolueront

respectivement en micro et macro gamete.

o La fécondation

Les micro—-gamontes libérent 12 a 16 microgamétes cunéiformes et
non flagellés qui vont féconder le macro gamete mature pour
former le zygote.

La formation de 1la paroi de 1’'oocyste et 1la sporogonie (ou
sporulation)

En méme temps gqu’une enveloppe Kkystique résistante se forme
autour du zygote, celui-ci subit la sporulation qui donne, par
méiose, 4 sporozoites. Ainsi se forme 1’oocyste (72 heures
post—infection) de Cryptosporidium sp qui, contrairement aux
autres coccidiens, est directement infectant. En réalité, il se

forme deux types d’oocystes

— 80% d’oocystes a paroi épaisse (2 couches de chitine et 3
membranes) qui constitueront la forme de résistance et de
transmission éliminée dans les selles de 1’hbéte.

- 20 % d’oocystes a paroi fine (une membrane) qui libéreront
rapidement leurs sporozoites dans le tractus digestif et

participeront au phénomene d’auto-infection donnant lieu a un

nouveau cycle de développement chez le méme hobte.

La durée totale de ce cycle, qui correspond a la durée pré
patente (intervalle de temps entre le début de 1l’infection et
le début de 1l’excystation des oocystes dans les selles), est

d’environ 4 jours, donc assez rapide.

Ce travail a bénéficié de ['appui financier de ESTHER. Page
33



THESE : Diagnostic de la cryptosporidiose chez les patients VIH diarrhéiques a BamaKko (Mali) par M. Sory Ibrahima Traore

La période patente,

oocystes,

avec un pic d’excrétion apres 7 a 8 jours,

considérablement, voire étre illimitée chez

qui correspond a la durée d’excrétion des

varie entre 6 et 10 jours chez les immunocompétents,

et peut se prolonger

les immunodéprimés.
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Cycle évolutif de Cryptosporidium sp [19]
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E. Mode de contamination

La contamination est orale par 1’ingestion d’oocystes.

Le premier cas de cryptosporidiose humaine rapporté par Nime et
coll. en 1976 est un exemple de contamination par des bovins
car l'enfant avait séjourné dans une ferme d'élevage.

Une contamination humaine a été rapportée chez un enfant de 13
mois a partir d'un chat infecté [20], et il a été suggéré que
les chatons, les chiots et les rongeurs sont des réservoirs du
parasite [4,21].

La présence de plusieurs cas dans une méme famille souligne le
caractére familial de la maladie[22].

Plusieurs cas d'infections nosocomiales ont ¢été rapportés
[23,24].

La cryptosporidiose est donc une anthropozoonose.

La contamination humaine se fait au contact d'hommes ou
d'animaux infectés, malades ou porteurs sains, soit directement
par les mains sales, soit indirectement par 1l'intermédiaire
d'aliments ou de boissons souillés [25,26]. Des 1infections
expérimentales ont clairement montré que la transmission
s'effectue par les oocystes a parol épaisse qui, apreés une
sporulation endogéne, sont potentiellement infestants dés leur

élimination dans l'environnement [4,27].

F. Facteurs favorisants

Les groupes de populations a haut risque sont les sujets en
contact ©professionnel avec des animaux (81, le personnel
médical, vétérinaire, ou de laboratoire [23,28], 1l'entourage
familial des malades et les enfants &4gés de moins de cing ans
particulierement dans 1les creches ou des épidémies ont été

décrites [29,30].
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Cependant, la contamination par les animaux n'explique pas le
nombre des infections parmi la population urbaine dont le
contact avec les animaux est moins important. En effet, les
circonstances épidémiologiques ont permis d'incriminer la

distribution d'eau provenant d'une source unique et ce, malgré

la désinfection par le chlore [31,32].
G. Résistance des cryptosporidies

En matiére de résistance de cryptosporidies, les antiseptiques
usuels (crésyl, dérivés iodés, hypochlorite, dérivés de
benzylkonium..... ) sont i1nefficaces [33,34]. Seuls 1l'ammoniac a
5% et le formaldéhyde a 10% ainsi que les températures de -
20°C et de +60° C peuvent les détruire [35,36].

Par contre, les oocystes peuvent garder leur pouvoir infectant
pendant 9 mois lorsqu'ils sont stockés a 4° C dans une solution

de bichromate de potassium a 2,5%[33].
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Tableau III Résistance des oocystes de Cryptosporidium sp aux

contraintes physiques et aux conditions environnementales
(Claude Bernard, 2003).
Contraintes Conditions Résultats Références
Stockage T° ambiante, 176 j (1) Reéduction de 96%  Robertson ef al., 1992
Submergé ds riviére
A t° ambiante, 176 (2) Réduction de 94%
4°C,357(3) Réduction de 38%
0,5,10,15 et 20°C,
24 gem {1) 1 Fayer et al, , 1998a
Chaleur 59,7°C, 5 min I Fayer, 1994
64,2°C, 5 min NI
67,5°C, 1 min I
72,4°C, 1 min NI
55°C,30s NI Fujino et al., 2002
60°C, 15 s NI
TO°C, 53 NI
= | Congélation -196°C, 10 min NI Sherwood ef al,, 1982
- -20°C, 3 j NI
= S16°C, 1h NI Fayer et Nerad, 1996
-20°C,8h; 1 LN
-15°C, 24 h; 1 sem I, NI
-10°C, 1 sem 1 Fayer ef al,, 1998a
Azote lignide Réduction de 100%  Robertson of al., 1992
-22°C, <32] Réduction de 98%
-20°C, 24 h Reéduction de 92%  Deng et Cliver, 1999
Dessiccation Airsec, 2 h Réduction de 97%  Robertson ef af., 1992
Airsec,4h Reéduction de 100%
Salinité 10-30% Na, 10°C,
1-12 sem I Fayer et al., 1998h
10% Na, 20°C, 1-12 sem I
20-30%, 20°C, 12sem NI
Stockage T° ambiante, 176 j (4) Réduction de 66%  Roberison ef al., 1992
4°C, 1783 (5) Réduction de 78%
4°C, 4105 (4) Réduction de 90%  Jemkins ef al., 1997
o
<
&
]‘;S__" Congélation <20°C; 2, 7 et 30] Réduction Kim et Healey, 200},
De 66 a 88%
Dessiccation Airsec, 14 4j NI Anderson, 1986

I= infectieux; NI= non-infectieux
(1) : eau du robinet; (2) : eau de riviére; (3) : eau de mer
(4) : féces bovins; {5) : féces humains
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H. Réservoir de parasites

Les porteurs asymptomatiques ou porteurs sains, parmi les
animaux ou les humains (non immunodéprimés), constituent des
réservoirs insidieux de la maladie puisqu’ils excretent des
oocystes sans présenter de signes cliniques.

Le principal réservoir jouant un réle important dans
l’entretien du cycle de Cryptosporidium sp est constitué par
les ruminants qui contaminent 1l’environnement avec de grosses
quantités d’oocystes.

D’autres animaux peuvent véhiculer ou accumuler le parasite
dans leur organisme sans présenter de signes cliniques car ils
ne sont pas des habituels de cryptosporidium sp. Les mollusques
et les oiseaux migrateurs en font partie :

- Les mollusques (moule, huitre, palourde..) concentrent par
filtration les oocystes dans leur hémolymphe ou le parasite
reste viable et conserve son infectiosité sans porter atteinte
a son hoéte [37]. L’ homme se contamine alors par leur
consommation.

- Les oiseaux migrateurs comme les oies peuvent transporter des
oocystes et leur infectiosité est conservée aprés le transit
intestinal. Les déplacements de ces oiseaux permettent de
disséminer le parasite et contaminer les environnements
lacustres[38].

- On a méme détecté des oocystes sur les exosgquelettes et dans
l’appareil digestif de mouches [39], de bousiers et cafards

[40].
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I. Facteurs de la réceptivité

Les facteurs qui favorisent la réceptivité de la
cryptosporidiose sont liés au statut immunitaire, a 1'adge et a
1l'espece hoéte.

Chez 1'Homme, les sujets 1immunodéficients et 1les enfants
semblent avoir une plus grande réceptivité: 62,4% des cas
concernent les enfants agés de moins de 14 ans [41], et les cas
chez les personnes atteintes de SIDA représentaient le tiers

des cas entre 1981 et 1984 [42].
J. Répartition géographique

La prévalence de la cryptosporidiose est importante dans les
pays en développement du fait de la malnutrition, du manque
d’eau potable et d’hygiéne de la population, de la présence de
nombreux animaux a proximité des habitations.

Contrairement au pays industrialisés, la prévalence semble étre
plus élevée dans les zones urbaines surpeuplées dgque dans les

zones rurales.

K. Etude clinique

* Pathogénie

Les mécanismes moléculaires expliquant 1l’action pathogéene de
Cryptosporidium sp sont inconnus mais on sait que le parasite
est mécaniquement responsable d’une atrophie des villosités et
d’une hypertrophie des cryptes intestinales [43]. Chez 1'Homme,
l'utilisation des marqueurs de la phase liquide du contenu
intestinal chez des personnes infectées par le virus du SIDA et
par les cryptosporidies a permis de constater une importante
augmentation des sécrétions au niveau du duodénum et du
jéjunum, et une absorption normale d'eau et de sodium dans

1'iléon et dans le cdlon [44].
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* Les étapes importantes de 1l’infection

. Période d’incubation ou pré patente

Elle correspond au délai des symptdbmes apres ingestion des
oocystes ; cette période dure 2 a 10 jours chez 1’homme, avec
une moyenne de 7 jours [45].

. Période patente : qui correspond a la durée d’observation
des symptdmes (diarrhée) dure 1 a 3 semaines [45] chez les
individus immunocompétents mais peut devenir illimitée dans le
temps chez des individus immunodéprimés.

. Excrétion : L’excrétion des oocystes peut continuer pendant

1 a 4 semaines (voire plus) aprés disparition des symptdmes.
* Manifestations cliniques :

La symptomatologie classique de la cryptosporidiose chez un
individu immunocompétent comprend : une diarrhée 1liquide,
moyenne a profuse et s’auto-limitant (fréquence des selles
jusqu’a 10 par Jjour, et volume des selles : jusqu’a 17 1litres
par Jour [46]), des crampes abdominales, des nausées, des
malaises, une fievre modérée (< 39°c), des maux de téte, de
l"anorexie et une perte de poids.

La diarrhée peut étre particulierement grave, voire mortelle
pour des personnes au systéme immunitaire immature, déprimé ou
déficient.

On distingue

— Les immunodéficiences acquises, comme dans le cas du SIDA.

- Les immunodéficiences congénitales lors de défauts génétiques
du systeme immunitaire (déficience ou perte d’activité innée de

certaines immunoglobulines par exemple).
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-Les immunodépressions iatrogénes induites par des traitements
immunodépresseurs (corticothérapie massive accompagnant une
chimiothérapie) ou immunosuppresseurs (traitements anti-rejets
apreés une greffe).

Chez les nouveaux—-nés et les jeunes enfants (qui sont immatures
immunitairement), la diarrhée est souvent accompagnée d’une
déshydratation sévere, d’un déséquilibre ionique et de carences
engendrant des troubles de la croissance.

Chez les individus immunodéprimés, le tableau clinique est un
peu plus complexe et directement 1ié a 1l'efficacité résiduelle
de leur immunité cellulaire, avec l’apparition de symptdémes liés
a des formes extra—-intestinales de la maladie : ictere, douleur
importante au niveau du cadran supérieur droit de 1’abdomen et
surtout une diarrhée d’intensité variée, dépendant de 1'’état
immunitaire : elle peut devenir volumineuse, cholériforme,

transitoire, chronique ou fulminante.
% Formes cliniques

L'infection de 1l'appareil respiratoire : semble étre secondaire
a une 1infection de 1'intestin et serait causée ©par les
vomissements. Le parasite entraine une trachéite,

une bronchite avec  hypersécrétion dans la trachée, une
déciliation et une métaplasie de 1'épithélium respiratoire
[47,48].

Au niveau biliaire, le parasite a été mis en évidence dans la
bile et serait incriminé dans la pathogénie des cholécystites
aigués. Les symptdmes sont des nausées, des vomissements et un
ictére avec élévation du taux de la phosphatase alcaline et de
la bilirubine [49,50].

Les cryptosporidies sont aussi responsables de gastrite

chronique révélant un carcinome a petites cellules bronchiques

[51].
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L. Diagnostics

1- Technique de Ziehl Neelsen modifiée par Henriksen et

Pohlenz (1981)

Dans cette technigue nous nous servons du culot obtenu a partir
de la technique de Ritchie (voir SOP en annexe) pour faire nos

étalements de lames.

> Principe : Les oocystes sont colorés en rouge fuchsia

malgré l’action de 1l’acide et de 1’alcool.

> Résultat et interprétation

Cette variante se rapproche le plus possible du Ziehl Neelsen
utilisé en bactériologie.

Les oocystes de Cryptosporidium sp sont colorés en rouge
Fuchsia sur un fond vert pédle. Le degré et la proportion de
couleur varient avec les oocystes. En outre, les structures
internes prennent le colorant de fagon variable. Certains
peuvent apparaitre vides alors que d’autres peuvent contenir
les éléments en croissant caractéristiques des sporozoites. Les
oocystes de Cryptosporidium sp apparaissent sous la forme de
disques de 5 a 8 um de diamétre. Les levures et les débris
fécaux se colorent en rouge terne. Certaines spores de
bactéries peuvent également se colorer en rouge mais elles sont

trop petites pour préter a confusion.
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Figure III : Oocystes du Cryptosporidium colorés par la

technique de Ziehl Neelsen modifiée par Henriksen et Pohlenz

2- Méthodes de Biologie Moléculaire (PCR)
Elle permet de poser le diagnostic d’espece.

> Principe : La réaction PCR (Polymerase Chain Reaction)
permet d'amplifier 1in vitro une région spécifique d'un acide
nucléique donné afin d'en obtenir une quantité suffisante pour

le détecter et 1l’étudier.

Pour se faire, une série de réactions permettant la réplication
d’une matrice d’ADN double brin est répétée en boucle. Ainsi,
au cours de la réaction PCR, les produits obtenus a la fin de
chaque cycle servent de matrice pour 1le <cycle suivant,

l’amplification est donc exponentielle.
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> Résultat et interprétation

La technique de PCR permet de différencier les deux especes les
plus fréguemment isolées chez 1’homme : Cryptosporidium parvum
et Cryptosporidium Hominis. En effet, la discrimination de ces

deux especes permet des études épidémiologiques.

Pour chaque prélevement présentant des oocystes de
Cryptosporidium sp en microscopie optique, une PCR nichée
suivie d’une digestion enzymatique (PCR /RFLP) sera

systématiquement réalisé pour le diagnostic d’espece
PCR : Cryptosporidies

Digestion enzymatique 05/0/08 Digestion enzymatique 050608 (2)

Ho-H-++ ++- +F - A+t

S iris  426pavum 420 parum 1 hominis  2hominis T+ hominis F4 R SR L e

3 hominis: 4 négatit 5 homirls 6 homirls

Figure IV : Diagnostic d’espece de 10 de nos échantillons positifs par PCR
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3—-Microscopie électronique

La microscopie électronique a transmission et a balayage a
permis de préciser que les stades parasitaires se déroulent
dans une vacuole parasitophore dont la membrane dérive de la
cellule hoéte. Le parasite aurait donc une localisation

intracellulaire mais extra-cytoplasmique [52].
4- Histopathologie

Le diagnostic de 1la cryptosporidiose était initialement basé
sur 1l'identification des stades endogénes par un examen
histologique dont 1'intérét est de localiser les zones
infectées et d'évaluer 1'étendue des 1lésions. Les traits
pathologiques observés sont identiques chez 1'Homme et chez
l'animal.

- Au niveau intestinal, la parasitose détermine une réaction
inflammatoire de la mugqueuse avec infiltration
lymphoplasmocytaire, une hyperplasie des cryptes et une
atrophie wvillositaire [42,53]. Ces 1lésions sont similaires a
celles qui accompagnent une réponse 1immunitaire a médiation
cellulaire[54].

- Dans 1l'appareil respiratoire, les changements
histopathologiques sont représentés par une métaplasie de 1la
muqueuse des bronches et de la trachée, une déciliation et une
infiltration par des lymphocytes, des cellules plasmatiques et

des histiocytes [55,56].
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M. Traitement
1- But : Le traitement vise a neutraliser les parasites.
2— Moyens : Le traitement est mal codifié et 1les produits
disponibles sont inconstamment actifs. Il utilise les

antibiotiques, les antiparasitaires, les ARV, les antalgiques,
les antiémétiques, la réhydratation.

3- Indications : Diarrhée dont 1’examen parasitologique des

selles a mis en évidence le Cryptosporidium sp et mal

supportée par le patient.

% Chez 1’ immunocompétent
I1 est symptomatique (réhydratation, antalgique,

antiémétique...)

% Chez 1’ immunodéprimé

Le traitement wutilise les - antibiotiques de la classe des

macrolides (Azithromycine, Spiramycine), des aminosides
(Paromomycine), des 1imidazolés (Nitazoxanide) et les anti-
rétroviraux.

a- Les Macrolides

<> Azithromycine ou Zythomax® : comprimé de 250mg, 500mg,

suspension 200mg/5ml
> Posologie : 500 mg, 1 000 ou 1 500 mg x 1/j Puis 500 mg x
3/semaine pendant 20-50jours jusqu’a 1 an.

> Indications : Elles sont limitées aux infections dues aux

germes définis comme sensibles

-/ Angines documentées a streptocoque A béta-hémolytique, en
alternative au traitement par bétalactamines, particulierement
lorsque celui-ci ne peut étre utilisé ;

— Surinfections des bronchites aigués ;

- Exacerbations des bronchites chroniques ;

- Infections stomatologiques ;

- Cryptosporidiose.

Ce travail a bénéficié de ['appui financier de ESTHER. Page
46



THESE : Diagnostic de la cryptosporidiose chez les patients VIH diarrhéiques a BamaKko (Mali) par M. Sory Ibrahima Traore

> Contre 1indication: Ce médicament NE DOIT JAMAIS ETRE

UTILISE en cas de

— Antécédents de réaction allergique a l'azithromycine, a tout

autre macrolide ou a l'un des excipients ;

- Association avec les alcaloldes de l'ergot de seigle
dihydroergotamine, ergotamine (voir rubrique interactions) ;

- Association avec le cisapride ;

- En raison de 1la présence de lactose, ce médicament est
contre-indiqué en cas de galactosémie congénitale, de syndrome
de malabsorption du glucose et du galactose ou de déficit en

lactase.

DECONSEILLE : Ce médicament NE DOIT GENERALEMENT PAS ETRE

UTILISE en cas de

Association avec les agonistes dopaminergiques : Bromocriptine,
cabergoline, pergolide (voir rubrique interactions) ;
- La prescription d'azithromycine n'est pas recommandée chez

les patients avec une insuffisance hépatique importante ni chez

les patients atteints de cholestase sévere ;
— Allaitement : absence de données sur le passage dans le lait
maternel. L'innocuité de l'azithromycine chez la femme

allaitante n'ayant pas été établie, la prescription ne sera
effectuée que si les bénéfices attendus apparaissent supérieurs

aux risques encourus.

> Effets secondaires

- Cutanéo-muqueux et allergiques : rash, photosensibilité,
arthralgies, wurticaire, ©prurit, rarement edeme de Quincke,
réactions anaphylactiques. De rares cas de réactions cutanées

séveres ont été rapportés.
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- Gastro-intestinaux : nausées, vomissements, dyspepsie,
diarrhée (rarement sévere), douleurs abdominales, pancréatite.
De rares cas de colites pseudomembraneuses ont été rapportés.
— Hépatiques : augmentation des enzymes hépatiques réversible a
l'arrét du traitement. Rares <cas de nécrose hépatique et
d'insuffisance hépatique ayant rarement engagé 1le pronostic

vital. Cependant, aucun lien de causalité n'a pu étre établi.

Des cas 1solés d'hépatite cholestatique ont été rapportés.
- Neurologiques : sensations vertigineuses ; de rares cas de

convulsions ont été rapportés.

- Hématologiques : des cas isolés de thrombocytopénie ont été
rapportés.

- Psychiatriques : de rares cas de comportement agressif,
nervosité, agitation et anxiété ont été rapportés.

-Génitaux: vaginite.

— Auditifs : de rares cas de troubles de 1l'audition avec

acouphéne ou surdité ont été rapportés.

— Généraux : candidoses.

DX

» Spiramycine ou Rovamycine®: comprimé de 250 mg et 500 mg
» Posologie : 100 mg/kg/j pendant 10jours.

» Indications : Elles sont limitées aux infections dues aux

germes définis comme sensibles :

— Angines documentées a streptocoque A béta-hémolytique, en
alternative au traitement par bétalactamines, particuliérement

lorsque celui-ci ne peut étre utilisé.

— Sinusites aigués. Compte tenu du profil microbiologigque de
ces infections, les macrolides sont indiqués lorsqu'un

traitement parr-une bétalactamine est impossible.
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— Surinfections des bronchites aigués.

- Exacerbations des bronchites chroniques.

- Pneumopathies communautaires chez des sujets :
Sans facteurs de risque, sans signes de gravité clinique, en
l'absence d'éléments <cliniques évocateurs d'une étiologie
pneumococcique.

En cas de suspicion de pneumopathie atypique, les macrolides
sont 1indiqués quels que soient 1la gravité et 1le terrain.
- Infections cutanées bénignes : impétigo, impétiginisation des
dermatoses, ecthyma, dermo-hypodermite infectieuse (en

particulier, érysipele), érythrasma.

— Infections stomatologiques.

- Infections génitales non gonococcigues.

— Chimioprophylaxie des rechutes du rhumatisme articulaire aigu

en cas d'allergie aux bétalactamines.

- Toxoplasmose de la femme enceinte.
— Prophylaxie des méningites a méningocoque en cas de contre-

indication a la rifampicine :

Le but est d'éradiquer le germe (Neisseria meningitidis) du
nasopharynx, la spiramycine n'est pas un traitement de la
méningite a méningocoque, elle est préconisée en prophylaxie

chez :

Le malade apres son traitement curatif et avant sa
réintégration en collectivité, les sujets ayant été exposés aux
sécrétions oropharyngées dans les dix Jours précédant son
hospitalisation.

I1 convient de tenir compte des recommandations officielles

concernant l'utilisation appropriée des antibactériens.
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> CONTRE-INDIQUE : Ce médicament NE DOIT JAMAIS ETRE UTILISE

en cas d'allergie a la spiramycine ou a l1l'un des excipients.

DECONSEILLE

Ce médicament est généralement déconseillé en cas d'allaitement

le passage de la spiramycine dans le lait maternel est non
négligeable. Des troubles digestifs ont été décrits chez le
nouveau-né. En conséquence, l'allaitement est déconseillé en
cas de traitement par ce médicament.
— De treés rares cas d'anémie hémolytique ayant été rapportés
chez les patients ayant un déficit en Glucose-6-Phosphate-
Déshydrogénase, 1l'utilisation de la spiramycine dans cette

population de patients n'est pas recommandée.

> Effets secondaires
- Systeme gastro-intestinal: Gastralgies, nausées,
vomissements, diarrhée et tres rares cas de colites

pseudomembraneuses.

— Peau et annexes : éruptions, urticaire, prurit. Tres rarement
oedeme de Quincke, chocs anaphylactiques. Tres rares cas de

pustulose exanthématique aigué& généralisée.

- Systeme nerveux <central et périphérique : Paresthésies

occasionnelles et transitoires.

— Manifestations hépatiques : treés rares cas d'anomalies des

tests hépatiques.

- Lignée sanguine : De treés rares cas d'anémie hémolytique ont

été rapportés.

b- Les Aminosides

% Paromomycine ou Humatin®: capsule de 250mg
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> Posologie : 25-35 mg/kg/jour.
1000 mg x2/7j durant 1 mois. Puis 500 mg x 2/jour en traitement
d’entretien pouvant durer jusqu’a 14 mois.

> Indications : La paromomycine est prescrite dans le

traitement de certaines infections intestinales provoquées par
des organismes appelés amibes.

> Contre indication : La paromomycine est contre-indiquée

dans les cas suilvants
Sensibilité ou allergie a la paromomycine ;
Occlusion intestinale.

> Effets secondaires

Effets secondaires peu fréguents
- Diarrhées (bénignes) ;

- Nausées ;

- Douleurs a l’estomac.
Effets secondaires rares

- Eruptions cutanées ;

- Tintement d’oreilles ;

- Troubles de 1l’audition ;

- Etourdissements ;

- Diarrhées (importantes).

c—- Anti-rétroviraux : La gravité de la cryptosporidiose est
corrélée en partie a un taux de lymphocytes T CD4 peu élevé.
C’est pourquoi, un traitement anti-rétroviral efficace
permettant de restaurer les capacités immunitaires  peut

améliorer le pronostic de la cryptosporidiose [57].

Parmi les antirétroviraux utilisés dans 1l’infection a VIH, les
inhibiteurs de protéases ou IP (nelfinavir, indinavir,
ritonavir) semblent présenter un intérét dans le traitement de
la cryptosporidiose. En effet, en plus de leur activité
inhibitrice sur la multiplication du VIH, ils interferent dans
le cycle de développement de Cryptosporidium sp. Le parasite a
besoin de certaines protéases pour les étapes d’excystation et
d’invasion cellulaire, qui peuvent étre neutralisées via

l7action des IP [58].
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d- Les imidazolés

+* Nitazoxanide : Alinia® : Suspension 100mg/5ml (flacon de

60ml), comprimé 500mg.

Dérivé du nitrothiazole- salicylamide, est actif sur de
nombreux parasites. Son efficacité au cours de la
cryptosporidiose chez les immunocompétents est inconstante,
alors que chez les patients VIH+, l'’efficacité dépend du degré

d’immunosuppression et de la posologie [59,60].
> Posologie : 500mg X 2/3j pendant 1l4jours.

> Indications : Alinia est tout a fait efficace dans la

prophylaxie pour 1la diarrhée dans 1le cas des enfants et des
adultes, si le symptdme est provoqué par lamblia de Giardia ou

d'autres types de protozoaires (Cryptosporidium).

> Contre indication

- Troubles de la fonction rénale ;

- Troubles de la fonction hépatique.

> Effets secondaires

Réaction allergique graves:

- Fermeture de gorge ;

- Difficultés de respiration ;
- Ronflement ;

- Rougeurs.

Moins graves

- Mal de téte ;

- Vomissant ;
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- Diarrhée ;
- Nausée ;

- Douleur abdominale.

N. Prophylaxie

La petite taille et la résistance des oocystes de
Cryptosporidium sp lui permettent d’échapper aux traitements

classiques.

s Individuelle

Bouillir l’eau, se laver les mains avec du savon, désinfection
des aliments consommés crus, hygiéene féco-orale, limiter les
contacts animaux.

% Générale

Les oocystes sont résistants a de nombreux facteurs
environnementaux mais aussi a de nombreux désinfectants
classiques utilisés pour traiter 1’eau de boisson.

Le chlore et ses dérivés comme les chloramines, aux doses et
temps de contact admissibles, sont insuffisants pour les
inactiver. L’utilisation seule de 1’hypochlorite de sodium ne
permet pas une maitrise correcte du risque de cryptosporidiose
[61].

Aliments : Bien qu’une congélation classique a -20° C inactive
une grande ©partie des oocystes, seule une surcongélation
poussée des aliments et non une simple congélation habituelle,
permet de réduire fortement 1le risque de transmission du
parasite [62].

- Une congélation soudaine par l’utilisation d’azote liquide,

permet une destruction totale du parasite [63].
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- Les oocystes sont détruits ou perdent leur viabilité de
1’ordre de 99,99 % a une température de 71,7° C maintenue

pendant 5 secondes [64].

Faux : — La filtration conventionnelle n’est pas adaptée car

elle possede un maillage qui varie entre 5 et 100 pm. Ce qui
laisse passer les oocystes.

- L’ozonation semble étre le traitement chimigque le plus
efficace : elle peut effectivement détruire les protozoaires si

la dose et le temps de contact sont suffisants [65].

- Le rayonnement wultraviolet est un traitement physique

¢

atteignant 100 % d’inactivation des oocystes [66].
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IIT. PATIENTS ET METHODES

A. Cadre et lieu d’étude

L'étude a été réalisée dans 1’unité des infections
opportunistes parasitaires du Département d’Epidémiologie des
Affections Parasitaires (DEAP) de la FMPOS de 1’Université de
Bamako, en collaboration avec les trois principaux sites de
prise en charge du VIH/SIDA notamment le CHU du point G, le CHU
de Gabriel Touré et le Centre d’Ecoute, de Soins, d’Animation

et de Conseil (CESAC).

* Bamako

C’est la capitale du Mali située a califourchon sur le fleuve
Niger en pleine zone soudanienne. En 2009, 1la wville compte
2 209 225 habitants (Bamakois). Elle s’étend d'ouest en est
sur 22 km et du nord au sud sur 12 km, pour une superficie de

267 km? [67].

Administrativement, Bamako est composée de six communes dont
les quatre premiéres sont situées sur la rive gauche (les
communes I, II, III et IV). Les deux autres sont sur la rive
droite (les communes V et VI) avec un acces difficile au centre
ville. Le premier responsable du district est le gouverneur du
district et les autorités municipales sont représentées par une

mairie dont le premier responsable est le maire central.

*+ Description générale de 1l’'hépital du Point G

Le CHU du Point G est une structure de troisieme référence et
se place au sommet de la pyramide sanitaire du Mali. Distant de
8km environ du centre ville, 11 est situé sur la colline du

point G.
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Aussi, bien des patients du district de Bamako que du reste du
pays viennent s’y faire soigner. Il est doté de 6 blocs
opératoires et 18 services dont

- 11 services de médecine et de spécialités médicales
Cardiologie A, Cardiologie B, Hémato oncologie, Maladies
infectieuses, Médecine interne, Neurologie, Néphrologie,
Pneumo-phtisiologie, Psychiatrie, Rhumatologie, Urgence.

- 5 services de chirurgie et de spécialités chirurgicales
Anesthésie réanimation, chirurgie A, chirurgie B, Gynéco
Obstétrique, Urologie.

- 1 service d’imagerie médicale.

— 1 laboratoire multifonctionnel.

Le service de maladies infectieuses baptisé pole d’excellence
de la prise en charge du VIH/SIDA a été notre principal
collaborateur au sein de cet hépital. Il est situé a 1’Est de
1’hépital entre le service de Neurologie et de la cardiologie
B. C’est un grand batiment d’un étage gqui comporte

Au rez-de-chaussée 2 salles de consultations, 16 salles
d’hospitalisations avec 36 1lits (4 salles de 4lits, 8 salles de
2 lits, 4 salles de 1 1lit), une salle de 2 lits pour 1’'hdépital
du jour, une salle des internes, une salle des infirmiers, une
salle de CES non fonctionnelle, le bureau du major et un salon
des accompagnants comportant un placard pour chaque
accompagnant.

Ce service rayonne par la présence 24H/24H d’une équipe
sentinelle de soins intensifs composée de médecins et
d’infirmiers pour la prise en charge adégquate des patients
hospitalisés et ceux recus en urgence. Environ 90-95 % des lits
sont occupés par des patients séropositifs pour le VIH, d’ou

1’importance de 1'’étude.
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K/

+ Description générale de 1l’hdpital Gabriel Touré

Le CHU Gabriel Touré de par sa situation géographique demeure
le plus sollicité. Il est situé au centre de Bamako en commune
ITT avec a 1'Est le quartier Médine a 1’Ouest 1’école nationale
des ingénieurs (ENI), au Nord la garnison de 1’état major de
l’armée de terre, au Sud le TRANIMEX (Société de dédouanement
et de transit). Il comporte plusieurs services

- Un service de chirurgie orthopédique et traumatologique ;

- Un service de chirurgie pédiatrique ;

- Un service de pédiatrie ;

- Un service d’urologie ;

- Un service des urgences chirurgicales ;

- Un service de gynécologie obstétrique ;

- Un service d’anesthésie et Réanimation ;

- Un service d’oto- Rhino- Laryngologie ;

- Un service d’hépato gastro-entérologie ;

- Un service de cardiologie ;

- Un service de diabétologie ;

- Un service d’imagerie médicale et de radiologie ;

- Un laboratoire d’analyse médicale polyvalent.

Dans cette structure le service d’hépato gastro-entérologie a
été d’une participation importante. Il comporte 3 salles
d’hospitalisation avec 18 1lits. Un Dbureau pour le major, une
salle pour 1les infirmiers, une salle pour les externes et une
salle pour 1les internes et CES. C’est dans ce service que le
premier cas de VIH a été découvert au Mali et depuis lors il
est devenu 1’'un des services de référence pour la prise en

charge des malades.
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*+ Description générale du CESAC

Le Centre d’Ecoute de soins d’Animation et de Conseil (CESAC) a
été créé en septembre 1996 afin d’apporter une réponse médicale
et psychosociale adaptée aux problemes de la prise en charge
des personnes vivant avec le VIH/SIDA (PV-VIH).

Le CESAC a été réalisé grédce au soutien financier de 1la
coopération francaise en collaboration avec le Ministere de la
Santé, des Personnes Agées et de la Solidarité de 1’époque et
1’Association de Recherche de Communication et d’Accompagnement
a domicile des PV-VIH (ARCAD/SIDA) qui assure la gestion et

l’animation.

La situation géographie : Le CESAC est une structure de prise
en charge située en commune III et au centre commercial de
Bamako. II est au bord de la rue Archinard dans la méme cours
que le service social du district, contigu au Centre d’Accueil
et d’Orientation des Enfants (CAOE) et & 1’Est du Ministére de

1"Administration Territoriale et des Collectivités locales.

Les Locaux
Le CESAC se compose de

> Une piece d’accueil et de secrétariat ;

> Une salle de documentation faisant aussi fonction de salle

d’attente ;

> Une salle de soins et de prélevements avec une salle

d’observation de jour contigué possédant cing lits ;

> Une salle d’Archives contenant les dossiers médicaux des

patients ;

> Quatre Dbureaux pour les consultations médicales et de

conseil ;

> Deux bureaux: pour: les travailleurs sociaux ;
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> Une salle de réunions ;

> Deux bureaux de pharmacie ;

> Un Laboratoire biologique.

Le personnel : Le personnel est pluridisciplinaire et est placé

sous la responsabilité du médecin directeur du centre.

Les objectifs de CESAC
Le CESAC a pour objectifs de
> Promouvoir une prise en charge de qualité dans le respect

de 1’'éthique et des droits des personnes ;

> Faciliter l’acces au conseil et aux soins ;

- En offrant aux personnes et aux familles infectées par
le VIH/SIDA un lieu d’accueil, de rencontre, d’orientation,

d’information, de soutien psychosocial.

- En servant de lieu de préléevements pour le dépistage

volontaire et d’observation journaliere pour les PVVIH.

> Permettre aux 1intervenants du domaine de disposer d’un
espace de rencontre, d’échange, d’information et de formation ;

> Améliorer la qualité de vie et de bien étre des PVVIH/
offrir aux PVVIH une prise en charge globale en milieu

extrahospitalier (accompagnement, soins a domicile ..).

I1 a ouvert une succursale dans chacune des autres communes de
Bamako au niveau de leur centre de santé de référence. Ces
unités sont appelées USAC (unité de soins, d’accompagnement et
de conseil des personnes vivant avec le VIH/SIDA) suivi du nom
de la commune correspondante.

Elles sont chargées avec le CESAC du suivi ambulatoire des

personnes vivant avec le VIH.
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B. Période d’'étude et Type d’étude

I1 s’est agit d’une étude transversale qui s’est déroulée sur

une période de trois ans, de Juillet 2007 a Janvier 2010.
C. Population d’étude

Ont été inclus dans 1’étude tous les patients VIH positif et
diarrhéiques, hospitalisés ou ambulatoires, suivis dans ces
structures de santé et pour lesquels il nous a été adressé une
demande d’examen des selles pour 1la recherche d’infections

opportunistes parasitaires digestives.

D. Criteéres d’inclusion :

- Avoilr une sérologie VIH positive et faire une diarrhée ;

- Etre suivi dans l’une des structures de santé.

E. Critéres de non inclusion :

- Avoir une sérologie VIH négative ;

- Patient présentant des infections opportunistes dont 1la

sérologie n’a pu étre connue.
F. Collecte de données

La collecte des prélévements se faisait soit par passage
systématique d’un étudiant du lundi au Vendredi entre 09h et
10h, soit en cas d’appel téléphonique des sites d’études, soit
par acheminement au laboratoire par le patient ou par

1’accompagnant a 1l’hdépital.
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Chaque prélevement a bénéficié des techniques d’examen direct,
de Ritchie et de Ziehl Neelsen modifiée par Henricksen et
Pohlenz. A ces techniques s’ajoutent les techniques de Kato
Katz et de Baerman pour les selles moles et moulées.

Dans le cas spécifique des <cryptosporidies notre arsenal
diagnostic a porté sur les techniques de Ritchie, de Ziehl
Neelsen modifiée par Henricksen et Pohlenz et 1’envoi de
quelques échantillons en France pour l’identification d’espece
par PCR.

Pour les patients remplissant nos criteres d’inclusion nous
avons réalisé 1le recueil des données grédce a wune fiche
technique contenant des variables c¢liniques, biologiques et

sociodémographiques.
G. Probleéemes éthiques

Ce travail a bénéficié de 1l’accord du haut conseil de 1lutte
contre le SIDA.

Au cours de notre étude, nous avons utilisé des matériels
stériles a usage unique pour le prélévement des selles.

Les données cliniques et biologiques ont fait 1’objet d’une
stricte confidentialité.

Les résultats ont été transmis aux cliniciens prescripteurs

pour une prise en charge appropriée.

H. Gestion, analyse et saisie des

données

Le résultat de l1l’analyse des selles était consigné sur la fiche
de demande d’examen, ainsi que dans le cahier de laboratoire et
dans le registre.

La saisie des données a été faite avec le logiciel Microsoft

Office Access 2003, et 1’analyse avec le logiciel StataSE 10.
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Dans 1'’interprétation des résultats une ©probabilité (p)
inférieure ou égale a 0,05 était en faveur d’une relation

statistiquement significative entre les variables mesurées.
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IV. RESULTATS

A. Caractéristiques Sociodémographiques

% Sexe

Tableau IV : Répartition des patients selon le sexe

Féminin 173 51,80
Masculin 161 48,20
Total 334 100

Le sex-ratio était de 1,07 en faveur des femmes.

NB : Le sexe d’un patient n’a pu étre connu.
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% Age

Tableau V: Répartition des patients selon 1’&ge.

0-10 14 4,68

11-20 16 5,35

21-30 61 20,40

31-40 116 38,80

41-50 64 21,40

51-60 22 7,36

61-80 6 2,01

Total 299 100

Ages manquant 36 36/335 =10, 75

La tranche d’age 31-40 ans ¢était la plus représentée avec
34,63% de 1l’effectif. Les percentiles 25, 50 et 75 étaient
respectivement a 28, 35 et 45 ans, avec une moyenne d’age de
35,37 + 12,44 ans, le mode était 35 ans, la médiane 35 ans,

avec un minimum de 2 ans et un maximum de 75 ans.

NB : Les 4ges manquant n’ont pas ¢été pris en compte par

l"analyse.
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% Site de collecte des données

Tableau VI: Répartition des ©patients selon le site de
prescription.

CHU GT 90 26,87

CHU PG 161 48,06

CESAC 84 25,07

Total 335 100
Le CHU du Point G avait 1la fréquence 1la plus élevée avec
48,06%.
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B. Caractéristiques biologiques et

thérapeutiques

a. Taux de CD4

Tableau VII: Répartition des patients selon le taux de CD4

<200 160 68,67
200-499 477 20,17
2500 26 11,16
Total 233 100
ND 102 102/335 =30,45

68,67% des patients avaient un taux de CD4 inférieur a 200

cellules/mm’. Les

percentiles 25, 50 et 75 étaient de 16, 89 et 274

cellules/mm?, avec une moyenne de 206 + 416 cellules/mm%

médiane de 89 cellules/mm° avec un minimum de 0 cellules/mm

et un maximum de 5220 cellules/mm°.

NB : L’analyse a fait fi des taux de CD4 inconnus.
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b. Traitement ARV

Tableau VIII: Répartition des patients selon la prise d’ARV

Oui 200 62,89
Non 118 37,11
Total 318 100

ND 17 17/335 = 5

Les patients sous ARV étaient de 62,89%.
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C. Résultats parasitaires

Tableau IX: La frégquence globale de la cryptosporidiose suivant

la technique de Ziehl Neelsen modifiée| par Henriksen et Pohlenz

Positifs 36 10,75
Négatifs 299 89,25
Total 335 100

10,75% des patients étaient positifs au Ziehl Neelsen modifiée

par Henriksen et Pohlenz
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Tableau X: Répartition des patients positifs selon 1’espece de

cryptosporidies

Cryptosporidium hominis 10 55,56

Cryptosporidium parvum 8 44,44
Total 18 100

Parmi nos échantillons positifs 18 ont bénéficié de la PCR et

Cryptosporidium hominis était 1’espece la plus dominante.

PCR : Cryptosporidies

Digestion enzymatique 05/0/08

4
5
-

Figure IV : Diagnostic d’espece de 10 de nos échantillons
positifs par PCR
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Tableau XI: Prévalence de la cryptosporidiose selon le site de

prescription

CHU GT 83 7 7,78
CHU PG 140 21 13,04
CESAC 76 8 9,52
Total 299 36 10, 75

La frégquence d’excrétion des oocystes de Cryptosporidium sp
était de 13,04% au CHU du point G, de 9,52% dans la population
des malades du CESAC et de 7,78% au CHU Gabriel Touré (p=0,4)

[chi2 de Pearson]

Ce travail a bénéficié de ['appui financier de ESTHER. Page
70



THESE : Diagnostic de la cryptosporidiose chez les patients VIH diarrhéiques a BamaKko (Mali) par M. Sory Ibrahima Traore

D. Résultats analytiques

Tableau XII: Répartition des patients positifs aux

cryptosporidies selon la prise des ARV.

103 87,29

35 11,02 283 88,99 318 100

Parmi les patients sous traitement ARV, 10% excrétait des

oocystes de cryptosporidies.

Selon que les patients soient sous ARV ou non, les résultats
montrent qu’il n’y a pas de différence statistiquement
significative en terme de portage de cryptosporidies (p=0,455)

[chi2 de Pearson].
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Tableau XIII : Associations ARV recommandées préférentiellement

Indinavir
Zidovidine (AZT) + Lamividine (3TC) T Nelfinavir
Stavidine (d4T) + Didanozine (ddI) >+ Ritonavir
Stavidine (d4T)+ Lamividine (3TC) Lopinavir
Zidovidine (AZT) + Didanozine (ddI)_—~— Efavirenz
Névirapine
Abacavir
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Tableau XIV: Répartition des patients positifs ou non aux

cryptosporidies selon le taux de CD4

L’analyse de ce tableau montre une association statistigquement
significative entre le taux de CD4 et l’excrétion d’oocystes de

Cryptosporidium sp. Les malades ayant un taux de CD4<200/mm’

excrétaient plus d’oocystes (p=0,001) [chi2 de Pearson].
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V. COMMENTATIRES ET DISCUSSION

Les 1infections opportunistes digestives au cours du VIH-SIDA
restent un probleme d’actualité au Mali, a 1l'heure ou de
nombreux efforts sont réalisés par les autorités nationales et
la communauté internationale pour rendre disponible et

accessible la trithérapie [68].

Notre ¢étude est une premiére a plus d’un titre car elle a
regroupé les trois principaux sites de prise en charge du VIH-
SIDA du district de Bamako ; a permis le diagnostic d’espeéece
des cryptosporidies et par son fort contingent de malades
depuis l1’avenement de la gratuité du traitement anti-

rétroviral.

< Méthodologie

Notre étude transversale de Juillet 2007 a Janvier 2010 s'’est
déroulée dans deux CHU et un centre de prise en charge de
malades ambulants du district de Bamako.

Cette étude a connu qguelques faiblesses entre autres les
informations mangquantes sur certains patients, la PCR n’a pu
étre réalisée chez tous les patients de 1’étude et un défaut de

suivi de tous les patients.

* Caractéristiques de base de la population d’étude
Dans notre étude le portage était plus élevé chez les femmes
avec 51,80% et un sex-ratio de 1,07. Ceci met en exergue
l’exposition et la vulnérabilité des femmes d’ou la nécessité
de renforcer la lutte contre les 1infections sexuellement
transmissibles (IST) particuliéerement chez les femmes.

Ce résultat rejoint celui de 1’OMS qui affirme que les femmes

représentaient la moitié de toutes les personnes vivant avec le
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VIH dans le monde et 61% des infections a VIH en Afrique
subsaharienne (ESDIV).

A.Konaté et al. en 2001 a Bamako et A.A. Oumar et al. en 2005 a
Bamako trouverent respectivement sur des effectifs de 70 et 115
patients des sex-ratio de 1,12 et 1,05 en faveur des hommes.
Cette différence de sexe résiderait dans la petite taille de
leur échantillon.

La tranche d’age 31 a 40 ans a été la plus affectée soit 38,80%
avec des extrémes allant de 2 ans a 75ans. La prédominance de
cette tranche d’dge est en accord avec la dynamique de
17épidémie du VIH-SIDA au Mali et est probablement liée a une
plus grande tendance de cette tranche d’&dge a une activité
sexuelle plus élevée.

Le CHU du point G (Service de maladies infectieuses) a engrangé
le plus grand effectif de malades soit 48,06%, sans doute du a
son statut de service spécialisé dans la prise en charge du VIH
(95% des lits) avec l"accueil des patients d’une
immunodépression avancée (probablement infectés par des agents

opportunistes) et sa proximité de notre laboratoire d’étude.

<> Caractéristiques biologiques et

thérapeutiques

Taux de CD4

La majorité de nos patients (68,67%) avait un taux de CD4
inférieur a 200 cellules/ mm’, la médiane 89 cellules/mm’. Cette
baisse de 1'’immunité pourrait s’expliquer par le dépistage des
patients a un stade avancé de la maladie ou une éventuelle
résistance virale. Dans les pays d’Afrique subsaharienne on
note une proportion importante de patients tres immunodéprimés
(45 a 79% de patients avec moins de 200cellules/mm®) a
1’inclusion sous trithérapie [69,70].

Traitement ARV
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Dans notre étude 62,89% des patients étaient sous traitement
ARV. Notre série était comparable a 1l’étude de Oumar A.A. et al
en 2005 a bamako qui trouvait 67,8% de patients sous traitement

ARV (p=0,72) [7].

o Caractéristiques parasitaires

Nous avons trouvé une prévalence de 10,75% de cryptosporidiose
par la technique de Ziehl Neelsen modifiée par Henricksen et
Pohlenz. Ce résultat concorde avec la prévalence de cette
maladie dans les pays en développement entre 8,7 et 48%[4]. En
effet, les études de F.Loko et al en 2000 au Benin et Oumar A.
et al en 2005 a Bamako ont apporté des prévalences respectives
de 10,80% (p=0,83)[71] et 13,3% (p=0,01) [7]. Cette différence
statistique avec 1l’étude de Bamako serait liée a l’action de 1la
trithérapie sur 1’incidence de la maladie.

Dans notre étude, Cryptosporidium hominis était 1’espéce la

plus dominante avec 55,56% et Cryptosporidium parvum
représentait 44,44%. Zavvar et al trouvaient 71% de

cryptosporidium himinis en Iran en 2008 [73].

La technique de la PCR (polymérase chaine réaction) utilise des
sondes spécifiques pour deux especes notamment Cryptosporidium
hominis et Cryptosporidium parvum. Les autres especes de
cryptosporidies n’ont pas pu étre identifiées.

Dans notre série sept échantillons n’ont pas pu bénéficier de
la PCR car 1ils étaient conservés dans du formol gqui est une
contre indication a la PCR.

Le CHU du Point G s’est distingué des autres sites de prise en
charge avec la plus forte prévalence de cryptosporidiose
13,04%. Ce profil serait 1ié a son plus grand effectif de
malades VIH alités (95% des 1lits).

Notre série révélait un patient (3,37%) atteint de

cryptosporidiose avec un taux de CD4 supérieur a 200
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cellules/mm’ et les taux de CD4 des autres y étaient inférieurs
(p=0,001) .

La cryptosporidiose constitue un témoin clinique de 1’infection
a VIH au Mali puisque 85,7% des patients sont a la phase SIDA
suivant les criteres de Bangui [1].

Des cas aberrants de cryptosporidiose ont été rapportés chez

1’immunocompétent avec une symptomatologie moins bruyante.

Les patients sous traitement ARV ont présenté la
cryptosporidiose dans 10% des cas (p=0,455). Ce résultat laisse

entendre que la prise des ARV n’interfeére pas dans la survenue
de la cryptosporidiose du moins au début de 1l’instauration de
la trithérapie. Dans notre série, nous n'’avons pas analysé
1’impact de la trithérapie sur 1l’état général de nos patients.
Cependant nous savons qu’un traitement ARV efficace permet de
restaurer les capacités immunitaires et d’améliorer le
pronostic de la cryptosporidiose [57]. Il semble que les

inhibiteurs de protéase auraient une activité sur des protéases

spécifiques dont le parasite a Dbesoin pour les étapes
d’excystation et d’invasion cellulaire [72]. La tendance
thérapeutique par les ARV est de deux inhibiteurs

nucléosidiques et un inhibiteur non nucléosidique chez les
sujets naifs. Elle fait recours aux inhibiteurs de protéases
pour les cas de résistance ou de VIH2 qui n’est pas assez
fréquent.

En ce qui concerne, le suivi thérapeutique la moitié de nos
patients atteints de cryptosporidiose, suivis et sous
traitement ARV, a évolué vers une amélioration de leur état
général.

Les traitements spécifiques de 1la cryptosporidiose n’ont été

retrouvés dans aucune prise en charge chez nos patients.
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VI. CONCLUSION

Les résultats de ce travail montrent gque la cryptosporidiose
demeure la premiére cause de diarrhée chez les patients VIH-
SIDA au Mali avec une fréquence de 10, 75%.

Le CHU du point G était le site qui avait enregistré la plus
forte prévalence 13,04% devant le CESAC 9,52% et le CHU Gabriel
Touré 7,78%. La cryptosporidiose est un marqueur clinigue de
mauvais pronostic de 1’infection par le VIH car 96,3% de nos
patients positifs avaient un taux de CD4< 200 cellules/mm3 avec
une moyenne de 56,59.

L’avénement de la gratuité de la trithérapie et sa diffusion
ont permis la réduction de cette parasitose digestive

opportuniste au Mali.
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VII. RECOMMANDATIONS

o Aux autorités sanitaires

> Renforcer les mesures de préventions de la transmission de
l’infection a VIH ;

> Informer et éduquer le public du risque que présente la
consommation des légumes, des fruits et du lait et ses dérivés
crus ;

> Ajouter les médicaments utilisés dans le traitement de 1la
cryptosporidiose dans la liste des médicaments opportunistes

disponibles chez les patients VIH/SIDA.

% Aux prescripteurs

> Introduire dans le bilan du dépistage et du suivi des
patients VIH/SIDA la recherche de cryptosporidies.

¢ Aux patients

> Respecter les consignes par rapport au mode de transmission
du VIH.
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Résumé

Nous avons réalisé une étude transversale de Jjuillet 2007 a
Janvier 2010, portant sur 335 patients VIH repartis dans les
trois principaux sites de prise en charge de Bamako (CHU du
point G, CHU du Gabriel Touré et le CESAC).

L’ensemble des échantillons de selles a été examiné par la
technique de Ziehl Neelsen modifiée.

La PCR des cryptosporidies a été réalisée pour poser le
diagnostic d’espeéce.

Les résultats de ce travail montrent gque la cryptosporidiose

demeure la premiere cause de diarrhée d’origine parasitaire
chez les patients VIH-SIDA au Mali avec une fréquence de
10, 75%.

Le CHU du point G était le site qui avait enregistré la plus
forte prévalence 13,04% devant le CESAC 9,52% et le CHU Gabriel
Touré 7,78%.

Parmi les échantillons positifs a Cryptosporidium sSp, nous
avons identifié 10 cas de Cryptosporidium hominis et 8 cas de
Cryptosporidium parvum par PCR.

La cryptosporidiose est un marqueur clinique de mauvais
pronostic de 1l’infection par le VIH car 96,3% de nos patients
positifs avaient un taux de CD4< 200 cellules/nmﬁ avec une
moyenne de 56,59.

L’'avénement de la gratuité de la trithérapie et sa diffusion
ont permis la réduction de cette parasitose digestive
opportuniste au Mali.

Mots Clés : Bamako, cryptosporidiose, diarrhées, VIH positif,
PCR.
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Abstract

We carried out a cross-sectional study from July 2007 to
January 2010, concerning 335 HIV patients divided into the
three main sites of Bamako which take in charge the HIV
positive patients ( The CHU (Universal Hospital Center ) of the
Point G, the CHU of Gabriel Touré and the CESAC ( Center of
Listening , Care, Animation and Counselling) ).

The whole samples of the saddles have been examined by the

modified technique of Ziehl Neelsen.
The PCR of the Cryptosporidium sp was carried out in order to
find species diagnosis.

The results of this work show that cryptosporidiosis remains
the first cause of parasitic origin diarrhoea among HIV/AIDS
patients in Mali with a frequency of 10, 75%.

The CHU of the Point G was the site which had recorded the
highest prevalence 13,04% before CESAC 9,52% and the CHU of
Gabriel Touré 7,78%.

Among the samples positive to Cryptosporidium sp, we have
identified 10 cases of Cryptosporidium hominis and 8 cases of
Cryptosporidium parvum by PCR. Cryptosporidiosis is a clinical
marker of bad forecast of the infection by HIV because 96,3% of
our positive patients had a rate of CD4 < 200 cells / mm® with
a mean 56,59.

The advent of the exemption from payment of the tri-therapy and
its popularization allowed the reduction of this digestive
opportunist parasitic disease in Mali.

Keywords: Bamako, cryptosporidiosis, diarrheal, HIV positive,

PCR.
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DONNEES CLINIOUES ET BIOLOGIOUES Temp. actuelle :....coeeeeeeeennnnes C Poids................. kg
Traitement ARV :  Oui I:l Non I:l Algie(s) D . Céphalées [], Abdomen [], Poumon [], Courbatures []
Autre loc (précisez) :
Dernier chiffre de CD4 : /mm’>
date cooe....... oo /200_ Asthénie  [], Vomiss.[ ],  Diarrhée[ ], Anorexie[ ],
Trbles neuro |:|, Signes cutanés |:|, Signes pulmonaires |:|,
Signes cliniques actuels :
date début............ Looaanaaann, / 200_ Autres, remarques, précisions :
Traitement de ’épisode actuel : Oui[_|] Non[]
Si oui, lequel
date derniére prise............ Lo, /200_
PARASITOLOGIE ET MYCOLOGIE Prélevements [ au laboratoire [ structure de soin
I:l Examen paraSItOIO.g 1que des selles . Nature du prélévement (peau, phanéres, muqueuses...) et Réservé au labo
Examen direct, Concentration, Kato, Baermann (Anguillule) localisation précise -
Recherche de cryptosporidies, Recherche de microsporidies 2 -
D Histoplasmose [ peau [] autre localisation, préciser
D Leishmanies D peau D sang D moelle
[] Liquide de Lavage Bronchiolo-Alvéolaire (LBA)
[] Expectorations induites
[] Biopsies diverses (tube sec acheminé sans délai) préciser
SPECIFIQUE MYCOLOGIE
[ 1Selles [ ]Urines [ ]Peau [ ]Phaneres
[] Muqueuse
[] Liquide céphalo-rachidien (cryptococcose)
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Partie réservée au laboratoire
Date & heure arrivée : Date & heure validation biologique :

Tél : oui 0 non O

ESTHER/IO/BAMAKO/v4/12/09/2007 Modalités de prélevement, contacter le laboratoire : 20 22 81 09/ 76 12 33 03
| P
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MALARIA RESEARCH
& TRAINING CENTER

BAMAKO, MALI

LABORATOIRE CLINIQUE
FMPOS/DEAP/MRTC/
PREMA-UNIT

MALARIA RESEARCH
& TRAINING CENTER

BAMAKO, MALI

Objet

Cette procédure décrit les différentes étapes de la technique de concentration selon RITCHIE

Domaine d’Application

Cette procédure s’adresse a tout médecin, pharmacien ou Interne en médecine ou en pharmacie,
stagiaires travaillant dans le laboratoire clinique de I'unit¢ PREMA

Historique
Version objet de la Création Date D’application
1.0 création du document Janvier 2008
Approbation
Rédacteur Signature Date
Approbateur Signature Date
Approbateur Signature Date
Sommaire
I- Principe
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II- Matériels et Réactifs

III- Mesures de sécurité et de Protections
IV- Techniques : Etapes par étapes

V- Résultats et Interprétation

VI- Inconvénients

VII- Annexes

VIII- Formation

I- Principe

Il repose sur I’examen d’une plus grande quantité de selles sous un petit volume, ce qui facilite
la mise en évidence des parasites méme s’ils sont peu nombreux.

Cette méthode de concentration dite diphasique résulte de 3 phénomenes.

- Lamise en présence de 2 phases non miscibles dont 1’une aqueuse et 1’autre lipophile,
qui crée pour chacune des particules fécales (parasites, débris alimentaires, et microbes)
un ceefficient de partage leur permettant de s’orienter en fonction de leur équilibre
hydrophile-lipophile.

- Larésultante de ce ccefficient qui est une élimination des éléments a prédominance
lipophile et par conséquent, une concentration des particules a tendance hydrophile
(éléments parasitaires)

- A ce mécanisme fondamental, vont s’ajouter :

e [’action dissolvante des réactifs qui supprime certains constituants fécaux
(éléments protéiques coagulés par le formol, les graisses et les lipides solubilisés
par I’éther)

e La densité des parasites est supérieure a celle de la phase aqueuse, ce qui permet
de former le culot

I1- Matériels et Réactifs

- Lames porte-objet

- Lamelles

- Spatule

- Marqueur

- Verre a pied

- Baguette

- Pipette Pasteur ou Pastette

- Tubes Eppendorf

- Solution physiologique de NaCl 0,9%, ou de PBS, ou d’Eau distillée

- Formol

- Ether

- Tubes coniques de 15ml ou 50ml

- Gants

- Blouse

- Microscope optique

- Centrifugeuse
II1- Mesures de sécurité et de Protections
Les précautions universelles de bonne pratique de laboratoire devraient étre observées tout au
long des différentes expériences. Tous les échantillons biologiques seront considérés comme
potentiellement infectieux. Aussi, le port des gants et des blouses est obligatoire. Apres chaque
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expérience au laboratoire, on doit enlever les gants et se laver les mains avant de quitter le
laboratoire.

IV- Techniques : Etapes par étapes
- Mettre une portion de selles dans un verre a pied
- Faire une dilution au 1/3 si selles liquides, V4 si selles semi-liquides, 1/6 si selles
pateuses ou moulées avec du formol.
- User d’une baguette pour rendre le mélange homogene ;
- Filtrer a I’aide d’une passoire (puis d’un tamis de 100mm si culot prévu pour IFI,
weber, ziehl)
- Recueillir le filtrat dans un tube conique.
- Ajouter de I’éther au 1/3
- Secouer le tube refermer pour homogénéiser.
- Ouvrir le tube pour laisser echapper le gaz, puis réfermer.
- Centrifuger la suspension a 2500trs/mn pendant 5 minutes
- Apres centrifugation nous obtenons 4 couches (1 couche contient I’éther, 2°™ les
débris, 3™ le formol, 4°™ le culot d’ceufs et de kystes.
- Récolter le culot avec pipette ou une pastette dans un tube Eppendorf.
- Déposer quelques gouttes du culot sur une lame porte objet et couvrir avec une

lamelle

Lire a I’objectif 10 ou 40.

V- Résultats et interprétation
L’examen du culot permet I’observation des ceufs, larves et les kystes de protozoaires.

VI- Inconvénients
La technique de concentration n’est pas recommandée pour les formes végétatives des
protozoaires

VII- Annexes
Cabhier de paillasse
Fiches ESTHER
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VIII- Formation
Les personnes suivantes ont subi avec succes la formation aux procédures ci -dessus
mentionnées :

Nom Signature Date
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MALARIA RESEARCH
& TRAINING CENTER

BAMAKO, MALI

LABORATOIRE CLINIQUE
FMPOS/DEAP/MRTC/
PREMA-UNIT

MALARIA RESEARCH
& TRAINING CENTER

BAMAKO, MALI

Objet

Cette procédure décrit les différentes étapes de la technique de Ziehl Neelsen modifiée.

Domaine d’Application

Cette procédure s’adresse a tout médecin, pharmacien ou Interne en médecine ou en pharmacie,
stagiaires travaillant dans le laboratoire clinique de 1’unit¢ PREMA

Historique
Version objet de la Création Date D’application
1.0 création du document Janvier 2008
Approbation
Rédacteur Signature Date
Approbateur Signature Date
Approbateur Signature Date
Sommaire
I- Principe

II- Matériels et Réactifs

III- Mesures de sécurité et de Protections

Ce travail a bénéficié de ['appui financier de ESTHER.

93

Page



THESE : Diagnostic de la cryptosporidiose chez les patients VIH diarrhéiques a BamaKko (Mali) par M. Sory Ibrahima Traore

IV- Techniques : Etapes par étapes
V- Résultats et Interprétation

VI- Inconvénients

VII- Annexes

VIII- Formation

I- Principe

I1- Matériels et Réactifs
- Lames porte-objet super Frost
- Crayon a papier
- Pipette Pasteur ou Pastette
- Gants
- Blouse
- Microscope optique
- Huile a immersion
Fuchsine phéniquée :
50 ml de fuchsine de Ziehl (fournisseur : RAL)
+
150 ml d’eau phéniquée 5% {100ml d’eau distillée pour 5g de phénol cristallisé réf :
20598294 fournisseur : VWR)
- Vert de malachite a 3%.
- Méthanol
- Acide sulfurique a 2%

II1- Mesures de sécurité et de Protections

Les précautions universelles de bonne pratique de laboratoire devraient €tre observées tout au
long des différentes expériences. Tous les échantillons biologiques seront considérés comme
potentiellement infectieux. Aussi, le port des gants et des blouses est obligatoire. Apres chaque
expérience au laboratoire, on doit enlever les gants et se laver les mains avant de quitter le
laboratoire.
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IV- Techniques : Etapes par étapes
- Déposer une goutte ou 10ul du culot obtenu par la technique de Ritchie (cf. SOP)

- Laisser sécher a la température du labo

-Fixer au méthanol jusqu’a I’évaporation de celui-ci

-Colorer la ou les lames pendant 1heure dans la fuchsine phéniquée

-Rincer a I’eau du robinet

-Différencier dans une solution d’acide sulfurique a 2% pendant 20 secondes

-Rincer a I’eau du robinet

-Faire une contre coloration avec une solution verte de malachite a 3%pendant 5 a 10mn
-Rincer a I’eau de robinet

-Laisser sécher

-Lire au microscope a 1’objectif 50 ou 100 a immersion

V- Résultats et interprétation
Cryptospridium sp. Peut étre recherché essentiellement dans des biopsies intestinales ou dans
les feces.

Les biopsies permettent de repérer tous les stades du parasite, mais il est plus simple de
rechercher des oocystes dans les matieres fécales. Des techniques spécifiques doivent étre
utilisées pour leur diagnostique et la technique de référence est la coloration de Ziehl- Neelsen,
modifiée par Henricksenz, aprés concentration formol éther.

Les oocystes de cryptosporidies apparaissent colorés en rose fuchsia, et mesurent entre 5 a 8
um selon I’espece causale.

Les levures sont colorées en rouges.

Les bactéries acido résistantes peuvent se colorées en rose, mais leur forme et leur taille
différentes évitent de les confondre.

Les oocystes peuvent étre recherchés parfois dans le LBA ou dans la bile (les mémes
colorations sont utilisées).

VI- Inconvénients
VII- Annexes

Cabhier de paillasse
Fiches ESTHER
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VIII- Formation

Les personnes suivantes ont subi avec succes la formation aux procédures ci -dessus
mentionnées :

Nom Signature Date
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MALARIA RESEARCH
& TRAINING CENTER

BAMAKO, MALI

Objet

LABORATOIRE CLINIQUE
FMPOS/DEAP/MRTC/
PREMA-UNIT

Cette procédure décrit les différentes étapes de la technique de la PCR.

Domaine d’Application

MALARIA RESEARCH
& TRAINING CENTER

BAMAKO MALI

Cette procédure s’adresse a tout médecin, pharmacien ou Interne en médecine ou en pharmacie,
stagiaires travaillant dans le laboratoire clinique de 1I’unit¢ PREMA

Historique
Version objet de la Création Date D’application
1.0 création du document Janvier 2008
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Approbation
Rédacteur Signature Date
Approbateur Signature Date
Approbateur Signature Date

I - Réactifs

- PBSréf 75511 Biomerieux
- Tubes Eppendorf 1,7 ml Marché AP
- Passoire métallique BHV

- Tamis 400um réf 05015072 VWR

- Tamis 50 pm réf 8009000 VWR

- Verre a pieds

- Tubes TPP coniques 15 ml réf T915015 ATGC

- Tubes NUNC NUNC Brand products cryotube
- Tubes a hémolyse réf MTHS5 Magasin médical

- Qiamp DNA Stool mini kit réf 51504 Qiagen

- Tubes Eppendorf 2 ml Marché AP

- Ethanol 96-100% réf 20821.296 Prolabo

- Tubes Eppendorf 0.2 ml Marché AP

- Eau stérile en ampoule Marché AP

- Amorces 50nmol Invitrogen

- DNTP réf NTPMX255 Q-Biogene

- Ampli Taq Gold réf 4311806 Applied Biosystems
- Eau distillée Marché AP

- Agarose réf 18054 Eurobio

- Ethidium bromide réf E1510 Sigma

- DNA molecular weight marker XIII réf 1721925 Roche diagnostic

- Tampon T AE 50X réf 33807 D. Dutscher

- Parafilm Marché AP

II - Matériel

Hotte a flux laminaire, bain marie, centrifugeuse, portoir a cinq rangées, pipettes 1000, 200 et
50ul et cone stérile adaptés, vortex, boites pour stockage, portoirs, eppendorf,.cuve a migration,
générateur, thermocycleur, appareil photoj table de révélation a UV.
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I1I - Diagnostic d’especes Cryptospridium spp
La technique de PCR permet de différencier les deux especes les plus fréquemment isolées
chez I’homme : C. parvum et C. Hominis. En effet, la discrimination de ces deux especes
permet des études épidémiologiques.
Pour chaque prélevement présentant des oocystes de Cryptosporidium sp en microscopie
optique, une PCR nichée suivie d’une digestion enzymatique (PCR /RFLP) sera
systématiquement réalisée pour le diagnostic d’espece.
Pour chaque échantillon il faut :
Immédiatement : - preparer les selles pour I’extraction
Dans la semaine suivante :  -extraire ’ADN parasitaire des selles

-réaliser la technique de PCR/RFLP
1 - Techniques
Conservation des selles :
Seule la numérotation pour I’enregistrement change :
N° Molis BM : année/mois/n°® d’incrémentation (retour a 1 a chaque debut de mois, en
commencant par 3 pour les Cryptosporidies)
Ex : BM 04033003 (n°3 du mois de mars 2004)
Préparation des selles pour I’extraction :
-Enregistrer dans Molis la demande de PCR pour le diagnostic d’espece de Cryptosporidium
sp (PCRO).
-Faire 2 aliquots dans des tubes NUNC, a conserver dans 1’azote liquide (tiroir A6)
-Noter le numéro du PCR dans le cahier « azote liquide » (piece de réception)
Extraction
Utiliser le kit Quiagen DNA stool R
!' A chaque ouverture d’un nouveau kit, il faut régénérer les tampons dans 1’éthanol absolu.
Préparation du matériel :
Attention : pour cette technique il est nécessaire de réaliser un témoin d’extraction= extraire
200ul de PBS seul.
! Utiliser les eppendort et les tubes collecteurs préalablement stérilisés
! Aliquoter pour chaque réactif du kit, le volume nécessaire pour la manipulation (évite les
contaminations)
Réalisation de la PCR Cryptosporidium s—)  PCR nichée
La PCR nichée est une technique de biologie moléculaire qui consiste en une double
amplification. Une premiere amplification sur un échantillon d’ADN extrait des selles est
réalisée en utilisant des amorces spécifiques qui encadrent une région hyper variable de I’ordre
de 1000 pb. Une seconde amplification est réalisée a partir des produits obtenus apres la
premiere amplification en utilisant des amorces encadrant la région d’intérét. Le produit
amplifié attendu présente alors un poids moléculaire de 214 pb. Dans notre technique I’ADN
cible est une région codant pour la sous-unité 18S de I’ARN ribosomal. Ce geéne est caractérisé
par la co-existence de régions tres conservées parmi les différentes especes et de séquences
spécifiques de chacune des especes (Figure 1).
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SCL1 SCL2 SCR2 CPB-DIAG R

—>»

111 H
/N

Région polymorphe d’intérét Région hypervariable

Figure 1 : Représentation de la position des zones polymorphes et des amorces d’amplification utilisées

Cibles utilisées pour la 1% amplification génique :
SCL1 (5’-CTGGTTGATCCTGCCAGTAG-3’) code couleur noire
CPB-DIAGR (5" -TAAGGTGCTGAAGGAGTAAGG-3’) code couleur bleue
Cibles utilisées pour la 2™ amplification génique :
SCL2 (5’-CAGTTATAGTTTACTTGATAATC-3") code couleur rouge
SCR2 (5’-CAATACCCTACCGTCTAAAG-3’) code couleur vert
Pour chaque technique de PCR, il faut :
e Prévoir 2 tubes par patient

- Un tube pour la recherche de Cryptosporidies
- Un tube pour la recherche d’inhibiteurs (SuL d’une dilution limite d’un témoin positif
Cryptosporidium spp) [actuellement échantillon 05496003]

e Prévoir 3 témoins par série

- Un témoin négatif d’extraction : extraction de 200uL de PBS seul (méme condition
d’extraction de selles)

- Un témoin négatif d’amplification : amplification de SuL d’eau PPI utilisée pour la
préparation du mix

- Un témoin positif : amplification de SuL de I’échantillon d’AND de Cryptosporidium sp
[actuellement échantillon F]

Tous les réactifs sont rangés dans la boite Cryptosporidies (5™ étage, tiroir 7)

NB : les amorces sont aliquotées et conservées a 100 uM dans des tubes 0.2ml..

Pour obtenir la concentration de travail (20uM), réaliser une dilution au 1/5°™ dans de I’eau
ppi et les transférer dans un tube de 0,5ML. Bien respecter et noter le code couleur sur le
bouchon des tubes.
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v 1% amplification

Les concentrations utilisées sont les suivantes :

Réactifs CCinitiale Conservation Mix (vol/léch) | C°finale

Eau stérile TA 14,55uL

Mg C12 25mM -20°C 2ul 2mM

Tampon 10X -20°C 2,5uL 1X

dNTP 25mM chacun -20°C 0,2uLL 0,2mM chacun
SCL1 20uM -20°C 0,25uL. 0,2uM
CPB-DIAGR 20uM -20°C 0,25uL 0,2uM

Ampli taq gold5 | SU/uL -20°C 0,25uL 1,25U/réaction
Volume total 20uL

Préparation du matériel

Sortie les ADN a tester (congélateur piece Bactec)

La réalisation des Mix a lieu dans la piece PCR (piece Bactec )

1- Allumer la hotte

2- Préparer sous la hotte : pipettes 1000, 200, 50, cones stériles adaptés , poubelle, Eppendorf
0,2 ml, eau stérile (ampoule), portoir eppendorf 0,2 ml

3- Sortir du congélateur

- Le tampon 10X, Mgc12, témoin ADN Cryptosporidinm sp, ANTP, les jeux d’amorces

! Ne pas sortir ’AmpliTaq Gold a ce moment

Préparation de la technique

1- Sortir la liste de travail

2-Préparer le schéma du gel de dépot (feuille annexe)

3- Calculer le volume de chaque mix a préparer selon la feuille de calcul jointe
4-Réaliser les mix sous la hotte et ajoute en dernier I’ AmpliTaq Gold (sortie au dernier
moment et rangée immédiatement), bien vortexer

5- Répartir 20ul du mix dans chaque tube préalablement identifié

! Pour les témoins inhibiteurs (15ul de mix + 5 ul d’ADN de cryptosporidies)
6-Vortexer et déposer Sul d’ADN parasitaire extrait de chaque patient

7- Réaliser les témoins comme indiqués sur la feuille de calcul

8-Bien fermer les tubes

9- Ranger tous le matériel

10- Nettoyer la hotte

11- Mettre les UV 30 min et ne pas oublier de les éteindre

Amplification

Réalisation dans la piece PCR ( étage, piece 4- 13)

1-Allumer le thermocycleur [Mastercycler Eppendorf ou PTC 100]

2- Centrifuger 15 sec en adaptant les tubes Eppendorf 0,2ml dans des Eppendorf 2ml
3-Déposer les tubes et fermer le capot

4- Démarrer le programme “Cryptol”’

Programme d’amplificateur (durée = 2h 30) :

5 a94°c dénaturation initiale

30" a94°c dénaturation

45’7 a2 60°c hybridation 40 cycles

90> a72° élongation

10’ a 72°C élongation finale

4éme
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4°C conqervation
v 2" amplification

! Risque de contamination +++, ouvrir /fermer les tubes au fur et 2 mesure des dépots
Réaliser la seconde amplification a partir des produits issus de la premiere.

Réaliser le mix comme précédemment citer selon les données du tableau 2 et répartir 45ul de
mix dans chaque tube préalablement identifi¢
Déposer 5ul de produits issus de la premiere [amplification

Tableau 2 : composition du mix pour la 2™ amplification
Conservation | Mix Concentration
finale
Réactifs Volume pour 1 échantion
Eau stérile TA 32,35ul
Mg Cl, 25 mM -20°c Sul 2,.5mM
Tampon 10X -20°c Sul 1X
dNTP 25 ml chacun | -20°c 0,4ul 0,2 mM chacun
SCL2 20 uM -20°c 1ul 0,4 uM
SCR2 20 uM -20°c lul 0,4 uM
Ampli Taq Gold -20°c 0,25ul 1,25 U/réaction
SU/uL
Volume total 45ul

On teste également des témoins pour valider cette 2°™ PCR :
e  Un témoin négatif d’amplification : Sul d’ eau PPI

e Reprendre le témoin négatif d’extraction de la 1™ amplification (5ul)

e Reprendre le témoin négatif d’amplification de la 1% amplification (5ul)

e Reprendre le témoin positif de la 17

amplification (5uL)

Programme “crysto 2S°’ sur le thermocycler [Mastercycler Eppendorf ou PTC 100]
Programme d’amplificateur (durée = 2h 30) :

5 a94°c dénaturation initiale

30’ 2 94°c dénaturation

45’7 a2 58°c hybridation 40 cycles

60°” a 72°c élongation

10’ a 72°c élongation finale

4°c conservation

Si les échantillons ne sont pas révélées tout de suite, conserver a 4°c

NB : les 2 programmes d’amplification sont enregistrés dans les 2 thermocycleurs (cryptol et
crypto2S)

Révélation : (cf. supra, coulage du gel) :

Révéler les produits issus des 2 PCR successives afin de s’assurer que les PCR ont fonctionné
(avant la réalisation de la digestion)

!'Commencer les dépdts par le témoin Hy0 et les témoins négatifs

-1"* PCR

Déposer 10ul d’amplicons +2ul de tampon de charge
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-2°™ PCR
Déposer 5ul d’amplicons+ 2ul de tampon de charge
Ajouter les molecular weight marker XIII et XIV (2ul +2ul de tampon de charge)
Enregistrer la photo, I’annoter et la sauvegarder dans « mes documents », « photos PCR
cryptosporidies ».

v' Digestion enzymatique

Au vu de I’épidémiologie, nous utilisons uniquement 2 enzymes (Asel et Taql) qui permettent
le diagnostic d’espece de C. parvum et C. hominis ( cf figure 8).
- Préparation des mélanges contenant les enzymes de restriction
Pour cette manipulation :
- Digérer le témoin positif (objectiver la digestion enzymatique)
- Digérer le témoin H»0 (objectiver le non contamination)

Préparer les mélanges réactionnels pour le nombre de tube.

Tableaul : Préparation du mélange pour la digestion enzymatique avec Taql (10U/ul)

Conservation Volume pour I’échantillon
Taql -20°c 0,2ul
Buffer B -20°c 3ul
Eau PPI +4°c 21,8ul
Volume total 30uL
Tableau? : Préparation du mélange pour la digestion enzymatique avec Asel (10U/ul)
Conservation Volume pour I’échantillon
Asel -20°¢c 0,2ul
NE Buffer 3 -20°c 3ul
Eau PPI +4°c 21,8ul
Volume total 30uL

Distribuer 25 pLL de mix dans chaque tube PCR.
Fermer tous les tubes car il y a un risque de contamination (amplicons +++)
Distribuer 5 uL. du produit de PCR issu de la 2 “™ amplification.
L’incubation des échantillons a lieu a 65°C pour I’enzyme Taq 1, a 37°C pour ’enzyme Ase I
pendant 2 heures.
Utiliser le programme Ase 2 sur le thermocycleur PTC 100 et le programme Taq 1 sur le
thermocycleur ‘‘ Mastercycler Eppendorf™”
Révélation

! Le BET est un produit cancérigene, toute cette manipulation doit étre réalisée avec des
gants

1- Préparation du gel 2%

Installer la cuve de migration taille moyenne sans oublier de mettre les peignes

Preparer des tampons TAE 1X (980 ml eau distillé + 20 ml tampon TAE 50X)

Peser 2g d’agarose dans un Erlenmeyer et ajouter 100ml de tampon TAE 1X

Chauffer au micro onde jusqu’a ce que le mélange devienne transparent (! ¢’est chaud)

Sortir avec 2 paires de gants le BET de la chambre froide ( ! produit cancérigene a manipuler
avec précaution)

Ajouter 1ul de BET dans I’Erlenmeyer, homogénéiser délicatement

Ce travail a bénéficié de ['appui financier de ESTHER. Page
103



THESE : Diagnostic de la cryptosporidiose chez les patients VIH diarrhéiques a BamaKko (Mali) par M. Sory Ibrahima Traore

Couler le gel en évitant les bulles (polymérisation = 30min)
Ranger immédiatement le BET
Rincer I’Erlenmeyer a I’eau chaude, jeter I’eau de ringcage dans la poubelle jaune
2- Dépot des échantillons
- Sortir le molecular weight marker XIII et le tampon de charge (congélateur piece 4-18)
- Enlever les peignes du gel
- Ajouter le TAE 1X dans la cuve jusqu’aux bornes blanches
- Couper une bande de para film

Pour chaque patient, déposer le produit d’amplification non digéré, le produit d’amplification
digéré par Taql et le produit d’amplification digéré Asel

- Pour les produits d’amplification non digéré : prélever 5 ul de produit d’amplification et
les mélanger avec 3 ul de tampon de charge.

- Pour les produits d’amplification digérés : prélever 20 ul de produit d’amplification et
les mélanger avec 3 ul de tampon en charge

- Pour le marqueur de poids moléculaires : prélever 2 ul de marqueur XIII et les mélanger
avec 3 ul de tampon de charge

- La migration est faite durant 1 heure a 120V. Une fois terminée, on releve sous lampe
UV et on prend une photo pour archivage.

- Fermer la cuve et brancher les électrodes sur le générateur

- Allumer le générateur et le régler sur W 250 ; mA 200 ; V130

- Appuyer sur start et laisser migrer = 1 H v(contrdle la migration par le tampon de
charge)

- Arréter le générateur et sortir le gel avec des gants

- Le poser délicatement sur la table UV

- Faire la photo a I’aide de la camera (cf GBEA diagnostic d’espece des amibes)

- Ranger tout le matériel et nettoyer la cuve et la paillasse

- Allumer les UV 30min et ne pas oublier de les éteindre

- Sur 'ordinateur « Didier » ou « Sophie » extraire et annoter la photo dans le logiciel
Ecapt

- Sauvegarder la photo dans « mes documents », . « photo PCR cryptosporidies » en
intitulant la photo avec la date de réalisation de la technique.

2 - Validation technique et biologique

Validation technique

Mettre la photo avec la feuille du schéma du gel de dépdt. Noter la date du jour et le N° de

lot de I’ AmpliTaq Gold.

Validation des controles

- Aucune anomalie relevée dans le déroulement du mode opératoire

- Présence des bandes attendues pour le témoin cryptosporidie (1000 pb pour la 17°
amplification et 214 pb pour la seconde amplification)

- Absence de bande dans le t¢émoin négatif

Si ces 3 conditions sont remplies, la technique est validée. Dans le cas contraire, il faut
recommencer la technique.
Validation des échantillons
Vérifier la présence de la bande a 214pb pour tous les témoins inhibiteurs
- Si celle-ci est présente, elle affirme 1’absence de inhibiteur, lire le résultat de
I’amplification de 1’extrait correspondant
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- Si celle-ci est absente, il y a présence d’un inhibiteur dans le prélevement, il faudra donc
diluer I’extrait (1 pl d’extrait + 9 ul d’eau stérile)

Noter les résultats sur la feuille du schéma du gel ainsi que sur la liste de travail

Ranger le tout dans un classeur PCR cryptosporidies

Enregistrer les résultats dans 1’ordinateur

Validation biologique

Effectuée par un biologiste, elle vérifie la cohérence des résultats avec les autres données
clinico-biologiques ainsi que la cohérence des résultats des 2 amplifications

Validation biologique secteur DI période BM

Pour chaque patient il faut faire un duplicata de I’examen parasitologique des selles et 1’agrafer
au résultat de PCR

Noter manuellement sur la feuille de travail que le résultat a été validé et rendu.

| Feuille de calcul pour la préparation des mélanges réactionnels PCR ¢’cryptosporidies”’ |

1. lére PCR

Nombre de tubes a préparer :

. Mix : = nombre de prélevements P x2 (témoin inhibiteur) + 1 témoin négatif
d’extractionPBS) + 1 témoin négatif d’amplification +1 témoin positif=N

On prépare toujours un mix pour N+1 (volume mort) dans un tube Eppendorf stérile, adapté au
volume.

Mix

Réactifs Pour N+1tubes =

Eau stérile 14,55 pl x (N+1)= ul
MgC12 25 mM 2 ulx (N+D)= ul
Tampon 10X 2,5 pul x (N+1) ul
dNTP 25mM each 0,2 plx (N+1) ul
SCL1 20 uM 0,25 pl x (N+1)= ul
CPB-DIAGR 20 uyM 0,25 pl x (N+1)= ul
AmpliTaq Gold 5 U/ul 0.25 pulx N+1)= ul

Répartir dans chacun des tubes PCR témoin inhibiteur 15 ul de mix +5 ul de TT + 5ul
d’ADN
Répartir dans chacun des tubes PCR 20 ul de mix +5 ul d’ADN
Volume réactionnel=25 ul
2. 2™ PCR

Nombre de tubes a préparer=N+ 1 témoin négatif d’amplification=N’
On prépare toujours un mix pour N’+1 (volume mort) dans un tube Eppendorf stérile, adapté au
volume

Réactifs Pour N’+1 tubes=

Eau stérile 32,35 ul x (N’+&)= ul
MgC 1225 mM Sulx (N'+1)= ul
Tampon 10X Sulx (N’+1)= ul
dNTP 25 mM each 0,4 plx (N’+1)= ul
SCL2 20 um 1 ulx (N’+1)= pl
SCR2 20 ym Lulx (N'+ 1)= ul
AmpliTaq Gold 5 U/ul 0.25 pulx (N°+1)= ul
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Répartir 45ul de mix dans chacun des tubes PCR préalablement identifiés puis 5 ul d’ADN issu
de la premiere amplification
Volume réactionnel = 50ul

Serment d’ Hippocrate

En présence des Maitres de cette faculté, de mes chers
condisciples, devant l'effigie d’'Hippocrate, je promets et je jure, au
nom de I'Etre Supréme d’étre fidele aux lois de I'honneur et de la
probité dans l'exercice de la Médecine.

Je donnerai mes soins gratuits a l'indigent et n’exigerai jamais un
salaire au-dessus de mon travail, je ne participerai a aucun
partage clandestin d’honoraires.

Admis a l'intérieur des maisons, mes yeux ne verront pas ce qui s’y
passe, ma langue taira les secrets qui me seront confiés et mon
état ne servira pas a corrompre les moeurs ni a favoriser le crime.
Je ne permettrai pas que des considérations de religion, de nation,
de race, de parti ou de classe sociale viennent s’interposer entre
mon devoir et mon patient.

Je garderai le respect absolu de la vie humaine deés la conception.

Méme sous la menace, je n’admettrai pas de faire usage de mes
connaissances meédicales contre les lois de 'humanité.

Respectueux et reconnaissant envers mes Maitres, je rendrai a
leurs enfants l'instruction que j'ai recu de leurs péres.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidéle a mes
promesses !

Que je sois couvert d’opprobre et méprisé de mes confréres si jy
mangque !

Je le jure !
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