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Résumé :

Ce mémoire est un travail de synthése qui vise & comparer les performances du kit
NovoDiag® Stool Parasite (PCR multiplex) avec d'autres méthodes de diagnostic existantes,
telles que I'examen microscopique direct et les PCR simplex de routine, afin de déterminer sa
sensibilité et sa spécificité pour détecter divers parasites intestinaux, notamment Giardia
intestinalis, Entamoeba histolytica, Ascaris lumbricoides et Taenia saginata.

Certains laboratoires au niveau internationale utilisent la PCR multiplex : NovoDiag®
Stool Parasite pour diagnostiquer la présence des parasites. Cette méthode regroupe un large
panel de 26 cibles différentes correspondant a 30 pathogeénes intestinaux, protozoaires et
helminthes. La cohorte étudiée comporte 36 échantillons de selles, 26 appartenant au groupe
test et 10 témoins négatifs, issus de donneurs de greffe fécale. Le groupe test a été sélectionné
d’aprés les résultats de 1’examen parasitologique des selles positif (examen direct au
microscope et/ou PCR routine) . En dépit d’une cohorte restreinte, le kit NovoDiag® Stool
parasite a montré une bonne sensibilité (100%) pour les pathogenes suivants :

Ascaris lumbricoides, Taenia saginata et une bonne sensibilité pour Giardia intestinalis

(87.5%). Concernant Entamoeba histolytica les résultats sont trés décevants.

Ce travail a montré les avantages et les limites de l'utilisation de la PCR dans le
diagnostic des parasitoses intestinales, en mettant en lumiere les résultats prometteurs pour

certains pathogenes et les éventuelles lacunes pour d'autres.

Mots clés : protozoaires, helminthes, NovoDiag® Stool Parasite, PCR multiplex

examen parasitologique de selles .
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Abstract :

This thesis is a synthesis work aimed at comparing the performance of the NovoDiag®
Stool Parasite Kit (multiplex PCR) with other existing diagnostic methods, such as direct
microscopic examination and routine simplex PCR, to determine its sensitivity and specificity
for detecting various intestinal parasites, including Giardia intestinalis , Entamoeba

histolytica , Ascaris lumbricoides , and Taenia saginata .

Some laboratories internationally use the NovoDiag® Stool Parasite multiplex PCR to
diagnose the presence of parasites. This method includes a wide panel of 26 different targets
corresponding to 30 intestinal pathogens, protozoa, and helminthes. The study cohort includes
36 stool samples, 26 belonging to the test group and 10 negative controls, obtained from fecal
transplant donors. The test group was selected based on the results of positive stool
parasitological examination (direct microscopy and/or routine PCR). Despite a small cohort,
the NovoDiag® Stool parasite kit demonstrated good sensitivity (100%) for the following
pathogens: Ascaris lumbricoides and Taenia saginata, and good sensitivity for Giardia

intestinalis (87.5%). Regarding Entamoeba histolytica, the results were very disappointing.

This study demonstrated the advantages and limitations of using PCR in the diagnosis of
intestinal parasitic infections, highlighting promising results for some pathogens and potential

shortcomings for others.

Keywords : protozoa , helminthes , NovoDiag® Stool Parasite , multiplex PCR stool

parasitological examination .
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Glossaire :

parasite : est un organisme vivant sur ou a l'intérieur d'un autre organisme, appelé hote , et
dont il tire des nutriments. Cette relation, appelée parasitisme , profite au parasite tout en

nuisant souvent a I'hdte, sans toutefois entrainer sa mort .

L’héte : est un organisme sur ou dans lequel vit un parasite .

Parasites intestinaux : sont des parasites qui occupent le tube digestif. Chez I'homme, ils se

répandent souvent par mangue d'hygiene liée aux feces

Protozoaires : Organismes unicellulaires, tels que Plasmodium (qui cause le paludisme).
Helminthes : Parasites ressemblant & des vers, notamment les ténias et les Ascaris.

PCR : La réaction en chaine par polymérase (PCR) est une méthode largement utilisée en
biologie moléculaire pour amplifier des séquences d'ADN , produisant des millions, voire

des milliards de copies d'un segment d'ADN spécifique.

Le test Novodiag® pour les parasites des selles : est un test de diagnostic moléculaire
avanceé, entierement automatisé, congu pour la détection rapide et complete des parasites
intestinaux directement a partir d'échantillons de selles. 1l utilise une combinaison de PCR en
temps réel et de technologies de micro array pour identifier les marqueurs d'acides nucléiques
de divers protozoaires, helminthes et micro sporidies.

Fast Prep : Préparation rapide est une marque de systemes d'homogénéisation utilisés en
biologie moléculaire utilisé en biologie moléculaire pour la lyse rapide et efficace) des
échantillons résistants comme les bactéries, les champignons, les tissus matériel . C'est
souvent extraction (ouverture) d'échantillons biologiques résistants comme des bactéries, des
champignons, des tissus et des matiéres végétales. Cette méthode est souvent utilisée en

combinaison avec des protocoles d’extraction d'’ADN, d’/ARN ou de protéines.

NucliSens® easyMAG™ : Le Nucli Sens® easy MAG™ nucléique est un systéme
automatisé d'extraction d'acide nucléique développé par bio ML agrément en clinique
laboratoires cliniques pour I'extraction du noyau total Développé par bio Meérieux, il est
largement utilisé en laboratoire clinique et de recherche pour I'extraction d'acides nucléiques

totaux (ADN et/ou ARN). provenant de divers types d’échantillons, notamment des selles , du


https://fr.wikipedia.org/wiki/Parasite_(m%C3%A9decine)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Tube_digestif
https://fr.wikipedia.org/wiki/Homo_sapiens
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hygi%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/F%C3%A8ces

sang , du plasma , du sérum , des échantillons respiratoires , etc. partir d'une variété de types
d'échantillons, notamment des selles, du sang, du plasma, du sérum, des échantillons

respiratoires, etc.

Film Array® : est un systeme de diagnostic moléculaire développé par développé par bio
Mérieux (anciennement par Bio Fire Diagnostics)pour des tests PCR rapides et multiplex ,
permet aux cliniciens Il est concu pour des tests PCR multiplex rapides , permettant aux
cliniciens de détecter plusieurs agents pathogenes a partir d'un seul échantillon, en une heure

environ .

Bio Fire : est une société de diagnostic moléculaire des systémes bases sur la les maladies .
Leurs plus célébres systeme est une entreprise de diagnostic moléculaire qui produit des
systemes rapides et multiplexés basés sur la PCR pour la détection des maladies infectieuses .



INTRODUCTION



INTRODUCTION

Un parasite (du grec parasitos : pique-assiette) est un organisme qui se nourrit et se
développe aux dépens d’un autre étre vivant « I’hote » soit a la surface ou a I’intérieur duquel

il vit.

Le degré de parasitisme refléte le degré de préjudice commis a 1’héte, allant de la
symbiose (équilibre de la relation) a la mort de I’hote. Une grande variété des parasites vivent
dans le tube digestif appartiennent a deux groupes zoologiques différents : les protozoaires et
les helminthes (Nicolas X et al, 2001). La majorité de ces parasitoses ne sont pas spécifiques

de I’homme, mais communes a I’homme et a des animaux (Nicolas X et al, 2001) .

Les parasitoses intestinales sont des maladies dues a la présence dans le tube digestif
humain ou animal des parasites appartenant a deux embranchements celui de protozoaires qui
comprend des espéces unicellulaires mobiles ou non et celui des helminthes comprenant des

especes pluricellulaires (Ouraiba et Seghir, 2014)

Le tube digestif de 1’étre humain et des animaux peut €tre colonisé€ par diverses especes
parasitaires. Cette variation due a différents facteurs notamment environnementaux et socio-
économiques et /ou ceux liés aux habitudes alimentaires de la population (laamrani, 1999),

et peut étre a la méconnaissance de I’hygi¢ne alimentaire et le contact fréquent avec le sol.

Les parasitoses intestinales n’étant pas soumises a une déclaration obligatoire (sauf le cas
de I’amibiase), et leur prévalence est difficile a connaitre. Cependant, 1’Organisation mondiale
de la santé (OMS) en donne des approximations impressionnantes avec une prévalence
estimée en 2002, a environ 3,5 milliards de personnes infestées par les parasites intestinaux
dans le monde (Ouraiba et Seghir, 2014) .

Les parasites intestinaux peuvent étre détectés a l'aide de différentes méthodes
diagnostiques en laboratoire. Ces techniques permettent d’identifier la présence de parasites

(protozoaires, helminthes) dans les selles ou d'autres échantillons biologiques, notamment des



examens de selles, Techniques immunologiques , Techniques moléculaires (PCR) , autres
méthodes selon les cas ( Anofel ,2022).

Objectif du travail

L'objectif principal de ce mémoire est d'évaluer I'efficacité de la technique de la PCR
(Réaction en Chaine par Polymérase) pour l'identification des parasites intestinaux chez

I'homme.
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Chapitre 01:

Parasites Intestinaux chez I"'Homme



Définition

Selon I'OMS (1988), Les parasitoses intestinales sont des maladies dues a des parasites
se développant dans le tube digestif. Elles sont répandues pratiquement dans le monde entier,
et présentent une prévalence élevée dans de nombreuses régions. Parmi ces parasites :

Giardia lamblia, Entamoeba histolytica, Teenia solium, Ascaris lumbricoides

Classification des Parasites Intestinaux

On distingue deux grands groupes de parasites intestinaux les Protozoaires et les
Métazoaires (helminthes),(Wery,1995).

| . Les protozoaires :

Les protozoaires sont des organismes unicellulaires, eucaryotes qui se caractérisent par un
cycle de vie complexe qui passe par différentes étapes et parfois par différents hotes et/ou
habitats. La transmission peut se faire par l'eau, les insectes, les plantes ou les aliments

contamineés par des débris de matiéres fécales . ( Botero et D. y Restrepo M, 1999).

Les protozoaires ont deux étapes au cours de leur cycle de vie. Il s'agit du trophozoite et du
kyste. Le trophozoite est la forme végétative du parasite et qui donne lieu au tableau clinique.
Le kyste est la forme de résistance et, en méme temps, la forme qui assure la transmission a

autres hotes.

Classification des protozoaires intestinaux (PI)

Les PI sont classés selon leur mode de locomotion (les rhizopodes, les flagellé, les ciliés) la

classification est présentée dans le tableau ci-dessous .



Tableau 1 : Classification des protozoaires intestinaux (Bouree, 2001).

Classe Espéces

Rhizopodes - Dientamoeba fragilis
-Entamoeba histolytica
-E. coli

-E.polecki
-E.hartmanni
-Endolimax nana
-Pseudolimax butschlii.

Flagellés Trichomonas intestinalis
-Giardia intestinalis
-Chilomastix mesnilii

-Retortamonas (Embadomonas)
intestinalis
-Enteromonas hominis.

Embranchement des protozoaires

Ciliés Balantidium coli
Blastocystes Blastocystis hominis
Sporozoaires Isospora belli

-Cryptosporidium sp
-microsporidium sp
-cyclospora cayetanensis

LES PROTOZOOSES INTESTINALES LES PLUS FREQUENTES :

I.1. Giardiase - Giardia lamblia- (G. intestinalis) :

Giardia intestinalis ou Giardia duodinalis Agent de la Giardiase c’est le parasite le plus
fréguemment rencontre dans les parasitoses intestinales (Humbert et al., 2017) et 1’une des
étiologies parasitaires du syndrome de malabsorption intestinale (Aubry et al , 2018).

1.1.1. Morphologie du parasite :

- Forme végétative : Le trophozoite est piriforme, mesure 9 a 20 um de long sur 5 a 12 um
de large . Présente une région dorsale convexe et une région ventrale plate et 4 paires de

flagelles responsables de son mouvement caracteristique dit en chute de feuille.



- Forme kystique : les kystes sont ovoides et mesurent de 8 & 10 um de longueur et de 7 a
10 um de largeur, renferme 4 noyaux et un amas flagellaire dans l'axe et deux corps para-

basaux en virgule d’aspect caractéristique en microscope optique.

Figure . 1 : Trophozoite et kyste de Giardia intestinalis.
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Figure . 2 : Forme végétative et kystique de Giardia intestinalis (Farthing, 1998).

1.1.1.2. Cycle évolutif de Giardia intestinalis

Le cycle évolutif du parasite est simple sous I’effet du pH gastrique, les kystes ingerés(1),
libérent les trophozoites dans 1’estomac et le duodénum(2), ou ils se multiplient rapidement

dans la partie proximale de I’intestin gréle (duodéno-jéjunale).

Le trophozoite se divise par scissiparité pour donner deux trophozoites, ou s’en Kyste pour
étre éliminé dans les selles et contaminer un nouvel hote(3)(4). Le nombre de kystes excrétés

atteint souvent un trés grand nombre ( figure 3) (Humbert et al., 2017).



Figure . 3 : Cycle évolutif de Giardia intestinalis .
Légende :
1 : ingestion du kyste par I’eau de boisson souillée, aliments, 1égumes,...

2 : évolution du kyste dans I’estomac, duodénum, I’intestin

3 : élimination de kystes et/ou trophozoites infectieux ;

4 : contamination des aliments, eaux de boissons, 1égumes,...FV : forme végétative

1.1.1.3. Symptomes :

G. intestinalis cause la Giardiose qui se manifeste par une diarrhée sous forme de selles
pateuses et glaireuses accompagnés de nausees et douleurs abdominales, une mal absorption
chez I’enfant pouvant aller a un retard staturo-pondéral (Magne,1997 ; Guillaume, 2007) .

1.1.1.4. Epidémiologie :

Mondialement, G. lamblia est le troisieme agent le plus incriminé dans maladies
diarrhéiques chez les enfants de moins de 5 ans (aprés les rota virus et Cryptospridium spp) ;
>300 millions de cas sont signalés chaque année. Dans les pays en voie de développement la

prévalence est de 20 a 60 % principalement chez les enfants . ( Belkessa, S ; EIhosseyn,2021).



1.1.1.5. Mode de transmission :

La transmission est principalement féco-orale directe, par contact avec des humains ou des
animaux infectés (chiens, chats, oiseaux, chevaux, chevres, moutons, vaches).
La transmission féco-orale indirecte, par la consommation d'eau ou d'aliments contaminés par
des kystes, est souvent a l'origine des épidémies. Certains comportements sexuels favorisent

la transmission.
1.2. Amibiase - Entamoeba histolytica —

L’amibe est un parasite responsable de I’amibiase. Il s’agit d’un protozoose prédominance
intestinale, qui peut métastaser par vois sanguine ou lymphatique et envahir les tissus.
Affection la plus souvent tropicale dans ses manifestations cliniques, 1’amibiase est

cependant cosmopolite (Ripert, 2003).

1.2.1. Morphologie du parasite :

- Formes végétatives : La forme histolytica est plus grande (12 a 40 um) que la forme minuta
(10 a 20 um). Le noyau, possede un caryosome central et une chromatine périphérique fine et
réguliére. Le cytoplasme est finement granuleux au centre et hyalin en périphérie, contient des

vacuoles digestives. Dans la forme histolytica, I’endoplasme peut contenir des hématies.

- Forme kystique : Le kyste a une taille moyenne de 10-20 um, sa forme est sphérique et il est

entouré d’une double coque. Il présente entre un a quatre noyaux.

Figure. 4 : Formes végétative et kystique du complexe E.histolytica/E.dispar



1.2.2. Cycle évolutif d’Entamoeba histolytica :

L’homme se contamine par ingestion de kystes (1), qui se transforment en trophozoites
dans le colon sous ’action des sucs digestifs . Ce stade reste intraluminal et se reproduit par
scissiparité.

Ces trophozoites se transforment en kystes lors de la constitution du bol fécal(2).

Une fois dans le tube digestif, E. histolytica peut dans certaines conditions (faiblesse de I’état
général du patient, modification de la flore intestinale) débuter un cycle pathogéne avec
invasion de la muqueuse(3)(4)(5) ; elle peut gagner différents organes, le foie en premier lieu,

puis éventuellement le poumon et le cerveau (Figure 5) (Durand et al, 2005) .

Amebiasis SDDPDOPIOx

e Mature cysts
ingested

A initective stage

a Diagnostic stage

- (S®

A Noninvasive colonization = “ /
B intestinal disease A 9 @ —

B cxctraintestinal disease Cysts and trophozoites
passed In feces

c D @ Trophomoites

Exits hast

- -

S g

Multiplicat

Figure .5 : Cycle évolutif d’Entamoeba histolytica .

1.2.3. Symptémes :

. Amibiase intestinale se manifeste cliniqguement sous deux formes principales :

L’ Amibiase intestinale aigiie :caractérisée par un syndrome dysentérique typique associant
douleurs abdominales, exonération a fécale et absence de fiévre

« Amibiase extra-intestinale : douleur de I’hypochondre droit, fievre et hépatomégalie pour

I’amibiase hépatique qui peut s’étendre au poumon et se disséminer dans d’autres organes

(Anofel, 2014) .
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1.2.4. Epidémiologie :

Apres le paludisme et la bilharziose, I’amibiase est la troisieme maladie parasitaire la plus

meurtriere au monde . (Stanley, S. L. Amoebiasis, 2003) .

Environ 10% de la population mondiale serait infectée par des amibes du genre
Entamoeba. Parmi les personnes infectées 10 a 20% développent des signes séveres de la
maladie et 40 000 a 100 000 d’entre elles en meurent chaque année, principalement dans les
régions chaudes et pauvres du globe (sud-est et ouest de 1I’Afrique, Asie du Sud-Est,
Amérique centrale et du Sud), ou les conditions d’hygiene favorisent la transmission

parasitaire.

1.2.5. Mode de transmission :

Les malades et les porteurs asymptomatiques sont la seule source de contamination.
La transmission se fait par voie oro-fécale, soit directement par contact de personne a
personne (mains sales), soit indirectement par 1’intermédiaire d’aliments ou d'eau souillée par

des matiéres fécales contenant des kystes amibiens.

I1. Les helminthes :

Ce sont des vers pluricellulaires eucaryotes, macroscopiquement visibles et a sexe sépares.

Les vers adultes sont dépourvus des d’organes locomoteurs et se déplacent grace a leur
plasticité (Benouis, 2012).

Selon le parasite en cause, I'nomme peut héberger le ver adulte, ou une forme larvaire,

guelquefois méme les deux (Bastien, 2011).

Du point de vue de la classification, les helminthes parasites comprennent :
« Némathelminthes ou vers ronds.

La classe des Nématodes est de loin la plus importante en pathologie humaine.
* Plathelminthes ou vers plats.
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Ils comprennent sur un plan d'égale importance : la classe des Cestodes et celle des
Trématodes (Bastien, 2011).

Classification des helminthes intestinaux

Tableau 2 : Classification des helminthes intestinaux.( Bastien , 2011 )

Sous Classe Espece
Embranchement
Némathelminthes Nématodes - Ascaris lumbricoides

- Enterobius vermicularis
- Strongyloides stercoralis
- Ancylostoma duodenale
- Necator americanus
Plathelminthes Cestodes - Taenia saginata

- Taenia solium

- Hymenolypis nana

- Diphyllobotrium latum
Trématodes - Faciolopsis buski

- Heterophyes heterophyes
- Schistosoma sp

Embranchement des helminthes

LES HELMINTHIASES INTESTINALES LES PLUS FREQUENTES :
11.1. Cestodes :

Ce sont des vers généralement hermaphrodites, dépourvus de tube digestif et ayant un
corps segmenté : Taenia saginata, Taenia solium, Hymenolepis nana (Suzuki et al., 2013).
I1.1.1. Téniasis -Teenia solium- :
11.1.1.2 Morphologie parasitaire :

- Forme adulte : Ver plat, segmenté, de 4 a 12 m de long, de couleur blanche. La téte ou
scolex contient 4 ventouses sans rostre ni crochets. Ce scolex se prolonge par un codt de
courte taille a partir duguel les segments croissent et se différencient. Par la suite, on retrouve

un long strobile, composé de 1 000 a 2 000 segments ou proglottis, allantde 1 mmala2cm
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pour les plus mdrs, en cours de maturité sexuelle, matures ou gravides. Ces derniers sont

¢liminés activement par 1’anus.

- (Eufs : sphériques, de 30 a 40 um, dotés d’une paroi a double coque (une externe, hyaline et

une interne de couleur marron, épaisse et striée et a I’intérieur de 1’ceuf, on trouve un embryon

hexacanthe.

- Larve cysticerque : ovoide, constituée par une enveloppe externe de collagene et un tissu

interne fibro-musculaire qui renferme un scolex avec quatre ventouses.

Coqqm\uro,am
/- phuek

Tt X -

Figure. 6: (Euf de Taenia sp et scolex de T. saginata

11.1.1.3. Cycles évolutifs : Teenia solium :

C’est un ver plat dont les larves se trouvent dans la viande de porc. Sa taille varie de
guelques millimeétres a plusieurs métres (3 m). Il présente, a son extrémité antérieure, un

scolex muni de 4 ventouses proéminentes et de 700 a1000 proglottis. 1l posséde 2 couronnes
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crochets qui lui servent d’organes de fixation sur la muqueuse de l’intestin gréle. Il est

exceptionnel et tres rare dans les pays musulmans (Benouis., 2012 ; Gentilini., 2012).

A Les oncosphéres se transforment
en cysticerques dans les muscles.

Les oncosphéres . . . .
éclosent, traversent la - o Humains infectés par I'ingestion de
paroi intestinale et viande crue ou trop peu cuite

atteignent les muscle
par la circulation

T. saginata T, solumr

o357 &

Le scolex se fixe a I'intestin.

Les bovins (T saginata) et les porcs ( T solium)
sont infectés lorsqu’ils consomment des

végétaux contaminés par des ceufs ou des

proglottis gravides. P,

Adultes dans I'intestin
gréle

T. saginata T. sobum

A= Stade infectieux
A= Stade diagnostique

(Eufs ou proglottis gravides dans les
excrements, transmis dans
I'environnement

SAFER - HEALTHIER . FECPLE™

hitp:fiwww.dpd.cdc.govidpdx

Figure . 7: Cycle évolutif de T.saginata et T.solium (Ito et al, 2016).

11.1.1.4. Symptomes:

Outre les cas fréquents asymptomatiques, I’infestation peut se manifester de facon
polymorphe, les troubles étant rassemblés sous le nom de « téniasis ». Les patients se
plaignent de douleurs abdominales, de troubles du transit, d’une anorexie, plus fréquente que
la classique boulimie, de troubles du comportement, parfois de réactions allergiques (prurit,

urticaire) et d’une certaine asthénie , Une occlusion intestinale est possible. (Guiguen, 2012).

11.1.1.5. Epidémiologie :

T. saginata est un parasite cosmopolite. L’ Amérique latine, I’ Afrique, le Moyen- Orient et

1’ Asie centrale sont des régions de haute endémicité. ( Eichenberger , Dermauw, 2020 )
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11.1.1.6. Mode de transmission :

La contamination de ’Homme (hote définitif) se fait par ingestion de viande de beeuf (hote

intermédiaire) contaminée, crue ou mal cuite, contenant des larves cysticerques.

11.2. Nématodes :

11.2.1. Ascardiose - Ascaris lumbricoides :
Il est le vecteur d'une maladie parasitaire spécifiguement humaine.
11.2.1.1. Morphologie parasitaire :

- Forme adulte : La femelle mesure 20 a 30 cm de long et 3 a 6 mm de diametre, le male est
plus court et plus mince, 15 a 20 cm de long et 2 a 4 mm de diametre et posséde généralement
une extrémité arriere enroulée caractéristiques qui permettent de distinguer facilement les

deux sexes. lls sont de couleur rosatre ou blanc jaunatre.

- (Euf : ellipsoide de couleur jaune brune, mesure 50 a 75 pm sur 40 a 60 um. Constitué par
une double enveloppe : une externe a surface mamelonné, et une interne claire, épaisse et

lisse, entourant une masse embryonnaire centrale granuleuse de couleur jaunatre.

Figure . 8 : Ascaris (Ascaris lumbricoides) femelle
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Figure . 9 : Ascaris male (en coupe, vu au microscope, grossi 200x)

Figure . 10: (Eufs (non embryoné et embryoné) et adultes d’A. lumbricoides.

11.2.1.2. Le cycle parasitaire :

La (Fig. 11) est monoxéne et se déroule en deux phases distinctes : une phase de
migration larvaire a travers les tissus et une phase d'établissement des adultes dans le tube
digestif. L'infection chez I'nomme survient par voie oro-fécale lors de I'ingestion d'aliments
ou d'eau contaminés, qui contiennent des ceufs embryonnés d'Ascaris. Apres I'éclosion dans le
duodénum, les larves de premier stade sont libérées et peuvent migrer par voie sanguine
jusgu'aux poumons, ou elles deviennent matures. Elles retournent ensuite dans le systeme
digestif par le biais de la déglutition réflexe aprés avoir remonté les voies respiratoires. Apres

environ deux mois, les adultes, de sexes séparés, sont solidement établis dans le duodénum.
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A ce stade, ils peuvent se reproduire et produire des ceufs non embryonnés trés
résistants qui sont excrétés dans l'environnement. Aprés maturation, ces ceufs deviennent

infectieux pour un nouvel hote (Anofel ,2014) .

ODPDx Ascaris lumbricoides ”ilzr""»};
08 e itiecd

embryonated eggs

o Larvae are coughed up

and swallowed, re-entering
the gastrointestinal tract.
Maturation proceeds in the
small intestine.

Embryonated  gf ({{{!\§
eggwith L3 §
larva

Hatched larvae enter 6
circulation and migrate ¢
to lungs.

5 . s
W) Infective stage & o
ﬁ 5 e Fertilized egg é o Unfertilized egg
Diagnostic stage (will not undergo
further development)

Figure . 11: Cycles évolutifs d’Ascaris lumbricoides.

11.2.1.3. Symptoémes de I'infection par Ascaris :

Nausées et vomissements.

Diarrhée ou selles irréguliéres.

Un blocage dans les intestins provoque de fortes douleurs dans la région abdominale.
Perte d'appétit.

Présence de vers visibles a 1’ceil dans les selles.

Géne et douleur dans I'abdomen.

Perte de poids.
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Croissance médiocre chez les enfants affectés en raison d'une mauvaise absorption des

nutriments

11.2.1.4. Epidémiologie :

L’ascaridiose est 1'helminthiase la plus répandue dans le monde. Selon une étude de
I'OMS en 2008, on estime que plus de 980 millions de personnes dans le monde seraient
parasitées par A. lumbricoides. Sa prévalence tres élevée et I'endémicité sont principalement
liées aux conditions socio-économiques . (Al-Tameemi, Kabakli, 2020)

11.2.1.5. Mode de transmission :

La transmission se fait par voie digestive par ingestion des légumes ou des aliments

souillés.
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Chapitre 02:

Techniques de Diagnostic des Parasites Intestinaux
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Le diagnostic des parasitoses intestinales repose sur l'examen parasitologique des selles
(EPS). Dans les cas d'amibiases, de flagelloses et de balantidiose, I'EPS permet de détecter la
présence de trophozoites et de kystes. Les caractéristiques morphologiques décrites
précédemment servent de criteres d'identification. Pour les coccidioses, I'EPS doit étre réalisé
sur des échantillons frais et aprés une coloration spécifique, permettant d'observer les
oocystes.

Le diagnostic des microsporidioses se fait par la recherche de spores dans les selles,

utilisant une technique de coloration spécifique et/ou une coloration aprés concentration.

Le diagnostic parasitologique des helminthes repose sur la découverte du stade infestant

dans les selles a I'aide de techniques spécifiques directes et complémentaires.(Benouis.A ,2012)

Le diagnostic certain d'une distomatose intestinale est établi par la détection directe des
ceufs operculés dans les selles, en tenant compte des arguments cliniques, épidémiologiques et

des habitudes alimentaires (Jean-philippe colleta et al, 2012).

Le diagnostic d'une cestodose repose sur la présence de segments gravides ou
d'embryophores.(Patrice bourée,2012).

Le diagnostic d'une infection par un nématode repose sur la découverte des différents

stades parasitaires (ceuf, larve et ver adulte). (Guillaume desoubeaux et al, 2012).

De maniere générale dans les maladies infectieuses, il existe deux grands types de
techniques diagnostiques. Les méthodes directes qui cherchent a détecter le pathogéne
responsable (diagnostic morphologique, observation microscopique, détection d’antigéne,
détection d’ADN) et les techniques indirectes qui mettent en évidence la réponse de I’hote

(recherche d’anticorps).

I.1. Diagnostic clinique :

Les syndromes vermineux comportent une série des manifestations non spécifiques

permettant d'orienter le diagnostic : toux, sialorrhée nocturne, constipation, nausée,
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vomissement, diarrhée associée a des douleurs abdominales.
Des manifestations allergiques allant du prurit a I'eedéme de Quincke peuvent également

étre signalées (Nimo, 2008).

1.2. Diagnostic parasitologique et conférence par examen parasitologie spécifique des
selles :

1.2.1. Examen macroscopique :

Il consiste a étudier les caracteres organoleptiques : la couleur, la consistance
(liquide en bouse, fécale, pateuse, moulée), les éléments surajoutés (mucus, glaire, sang) et la
présence d’éléments nutritionnel macroscopiquement visibles et non mastiqués.

Il est recommandé d’observer la surface des selles pour rechercher la présence de
parasites adultes tels que les femelles oxyures qui aprés fécondation, migrent au niveau de la

marge anale (Thivierge, 2014).

I1. Examen microscopique :

Les techniques de diagnostic microscopique des parasites intestinaux consistent a
examiner des échantillons biologiques (surtout des selles) pour identifier directement les
parasites, leurs ceufs, larves ou formes végétatives. Voici un récapitulatif des principales

techniques utilisees .

11.1. Examen microscopique direct sans concentration :

- Réaliseé rapidement avec des selles fraiches pour conserver la vitalité des parasites.

Procédure :

- Une petite quantité de selles est diluée avec une goutte de solution saline (pour observer
les formes mobiles) ou de solution Lugol (pour mieux visualiser les structures).

- La préparation est examinée sous faible (10x) et fort grossissement (40x) au microscope.
Objectif :

Identifier les formes végétatives (protozoaires) ou mobiles (larves d’helminthes) et les kystes .
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11.2. Examen microscopique apres concentration :

- Utilisé pour les échantillons ou les parasites qui sont présents en faible quantité.

Méthodes principales :

Meéthode de sédimentation :

Les parasites sont isolés au fond aprés centrifugation, comme dans la méthode de Ritchie.

Utile pour les ceufs et kystes.

Méthode de flottation :

Les parasites flottent en surface dans un liquide de densité supérieure (par exemple,
solution saturée de NaCl dans la technique de Willis).

- Ces techniques augmentent la chance d’identifier les ceufs et kystes en diluant les résidus .

I11. Techniques de diagnostic moléculaire :

Les méthodes d’extraction des acides nucléiques sont essentielles a la biologie
moléculaire et sont couramment utilisés dans de nombreuses applications des sciences
médicales et biologiques (exemples étude de cancer, science des médicaments, diagnostic des
maladies, diabétologie, infectiologie, neuropathologie, épidémiologie, hépatologie,
cardiologie,..) (Perron, 2007).

Les étapes majeures de I’extraction de I’ADN ou ARN sont :
* Lyse cellulaire : par un detergent qui permet la lyse des cellules en dissolvant les
membranes cellulaires et en débarrassant ’ADN d’une partie de protéines li€es, il est ainsi
libéré.
* Isolement de I’ADN ou I’ARN : sur colonne de silice ou par centrifugation différentielle.
« Purification : élution de la colonne aprés élimination des protéines et autres contaminants.
« Controle qualite (optionnel) : dosage par spectrophotométrie ou visualisation du profil

¢lectrophorétique sur gel d’agarose (Douablin, 2017).
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I11.1. Polymérase Chain Réaction (PCR):

La PCR (Polymérase Chain Réaction) est, depuis sa mise au point en 1985 par Saiki et
ses collaborateurs, la technique de base de la biologie moléculaire : elle permet a la fois de
cibler le ou les fragments que 1’on veut étudier. Elle est utilisée dans tous les types

d’application.

La technique de PCR permet d’obtenir des copies multiples d’ADN a partir de quelques

molécules d’ADN dites matrice a 1’aide de la Taq polymérase.

Cette technologie a donné lieu a de tres nombreuses techniques de biologie moléculaire
fournissant aussi bien des informations qualitatives que quantitatives lorsque I’ADN est en
quantité trop faible pour étre analysé ou utilisé¢ dans des réactions d’hybridation avec des

sondes nucléotidiques (Delpech, 2021).

I11.1.1. Principe de la PCR

La PCR ou Polymérase Chain Réaction est une technique qui procéde de I' amplification
des acides nucléiques humains ou exogenes . Cette méthode d’amplification décrite en 1985,
a valu a Kary Mullis, le prix Nobel de chimie en 1993. Elle repose sur la capacité d'une
enzyme, une ADN polymeérase, a synthétiser le brin complémentaire d'un ADN servant de
matrice.

La PCR correspond a une amplification d'un fragment d'’ADN spécifique délimité par des
amorces (ou primer). Celles-ci sont constituées d'un segment de 17 a 30 bases d'acide

nucléique.

Leur association a I'ADN cible est suivie d'une élongation par la polymérase, aboutissant
a la synthese d'un ADN double brin.

Cette amplification est répétée un certain nombre de fois afin d'obtenir une quantité
d'ADN suffisante pour étre détectée. (Delpech, 2021).
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I11.1.2. Les etapes de la PCR :

La PCR se compose de trois principales étapes, qui sont répétées de maniére cyclique
cible (Fig. 12) .

111.1.2.1. Dénaturation (95°C) :

La premicre étape consiste a chauffer I’échantillon d'ADN a une température élevée
(environ 95°C) pour dénaturer I'ADN, c'est-a-dire séparer les deux brins de la double hélice
d'’ADN.

111.1.2.2. Hybridation (50-65°C) :

Aprés la dénaturation, la température est abaissée (entre 50°C et 65°C) pour permettre
aux amorces (short oligo nucléotide primers) de se fixer spécifiquement sur les régions
complémentaires a I'ADN cible. Les amorces sont des séquences courtes d'ADN qui

délimitent la région a amplifier.

111.1.2.3. Elongation (72°C) :

A une température d'environ 72°C, I'enzyme ADN polymérase (souvent Taqg polymérase )
provenant commence a ajouter des nucléotides a partir des amorces, amplifiant ainsi le fragment
d'’ADN cible. Cette étape peut durer entre 30 secondes et quelques minutes, selon la taille de la

région a amplifier.

Ces trois étapes sont répétées de nombreuses fois (généralement entre 20 et 40 cycles), ce

qui entraine une multiplication exponentielle du fragment d’ADN ciblé.

(Uhel et Zafrani, 2019).

24



PCR Components PCR Process (ONE Cycle)

;

ONA Sample

s\

) AT lsrc-snands separale 1. Denaturing

.

Primers Nucleotides

i

l §6°C « Primers bind template 2. Annealing

172‘0 - Synthesise newstrand 3, Extension

el 1111111
mmmnm

Thermal Cycler e

Figure . 12 : Les étapes de la PCR
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Figure . 13 : Technique de PCR classique (Gill et Ghaemi, 2008).

26



111.1.3. Avantages et limites de la PCR :

La PCR est utilisée dans une large gamme de domaines, y compris :
111.1.3.1 Diagnostic médicale :

Détection d'infections parasitaires, virales et bactériennes :

La PCR est utilisée pour diagnostiquer des infections comme celles causées par les
Plasmodium (paludisme), Giardia, Entamoeba histolytica, ainsi que de nombreuses infections
virales (HIV, hépatite, etc.). (Borde et al, 2009).

111.1.3.1.1. Génétique et biologie moléculaire :
Analyse de génes specifiques :

La PCR peut étre utilisée pour étudier des genes ou des mutations particuliéres, comme dans

le cadre des tests génétiques ou des recherches sur les maladies génétiques. (Chelli et al, 2008).
Clonage génétique :

Amplification d’un géne d’intérét pour I’introduire dans une autre cellule (par exemple,

dans le cadre des recherches en biotechnologie).
[11.1.3.1.2. Médecine légale :
Identification par ADN :

La PCR permet d'amplifier 'ADN a partir de trés petites quantités de matériel biologique
(cheveux, salive, sang) pour effectuer des tests d'identification, par exemple dans les enquétes

criminelles. (Szelechowski et Saib, 2005).

111.1.3.1.3. Recherche en écologie et évolution :

Etude de la biodiversité :

Identification des espéces a partir d’ADN environnemental, comme dans le cas des analyses

de biodiversite, en utilisant des échantillons d'eau, de sol ou d'air. (Hejazian et al, 2015).
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111.1.3.1.4. Tests de paternités :

Amplification et comparaison des segments d’ADN pour déterminer la relation

biologique entre un parent et un enfant.

Avantages de la PCR :

Sensibilité : La PCR permet de détecter des quantités minimes d’ADN ou d'ARN, ce
qui est particulierement utile pour diagnostiquer des infections a faible charge
parasitaire ou virale.

Précision : Grace a l'utilisation d'amorces spécifiques, la PCR peut cibler avec une
grande précision des fragments génétiques trés particuliers.

Rapidité : La PCR peut étre réalisée en quelques heures seulement, offrant ainsi un
diagnostic rapide.

Polyvalence : La PCR peut étre utilisée sur une variété d'échantillons biologiques et

pour détecter une grande diversité de pathogénes ou de mutations.

Limites de la PCR :

Codt : Le matériel et les réactifs nécessaires a la PCR peuvent étre colteux, bien que
des alternatives plus économiques soient apparues.

Contamination : La PCR est trés sensible aux contaminations par des traces d'’ADN
étrangeres, ce qui peut fausser les résultats.

Nécessité d'équipement spécialisé : La PCR nécessite un thermocycleur et des
conditions de laboratoire spécifiques, ce qui peut limiter son accessibilité dans des

contextes moins équipeés.

111.1.4. Exemples de parasites identifiables par PCR :

Voici quelques exemples de parasites intestinaux qui peuvent étre identifiés par PCR :

111.1.4.1. Giardia lamblia (ou Giardia intestinalis) :

Maladie : Giardiose
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o Symptoémes : Diarrhée, douleurs abdominales, ballonnements, nausées.
e Avantages de la PCR : La PCR permet de détecter Giardia méme lorsque les

symptomes sont légers ou les ceufs difficilement visibles au microscope.

111.1.4.2. Entamoeba histolytica :

o Maladie : Amibiase

o Symptbémes : Diarrhée sanglante, douleurs abdominales, dysenterie.

o Avantages de la PCR : La PCR permet de distinguer E. histolytica pathogene de son
proche parent non pathogene, Entamoeba dispar, ce qui est essentiel pour un

diagnostic precis..

111.1.4.3. Taenia spp. (Ténias) :

o Maladie : Téniase

e Symptomes : Douleurs abdominales, perte de poids, présence d'ceufs ou de segments
dans les selles.

o Avantages de la PCR : La PCR peut identifier précisément I'espece de Taenia (par
exemple, Taenia solium, Taenia saginata), ce qui est essentiel pour la gestion des

infections.

111.1.4.4. Ascaris lumbricoides :

o Maladie : Ascariose

o Symptomes : Douleurs abdominales, perte de poids, obstruction intestinale (dans les
cas graves).

e Avantages de la PCR : La PCR peut détecter les ceufs d'Ascaris dans les selles et peut

étre plus sensible que les méthodes classiques.
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Chapitre 03 :

MATERIEL ET METHODES
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Notre étude vise a comparer les performances d’un kit PCR multiplex avec d'autres
méthodes de diagnostic existantes, telles que I'examen microscopique direct et les PCR
simplex de routine, afin de déterminer sa sensibilité et sa spécificité pour détecter divers
parasites intestinaux, notamment Giardia intestinalis, Entamoeba histolytica, Ascaris

lumbricoides, et Taenia saginata.
I-Sélection des échantillons

Depuis I’année 2019, tous les échantillons de selles positifs pour au moins un parasite
intestinal diagnostiqué au laboratoire de Parasitologie-Mycologie de I'ITHU Méditerranée
Infection).Ce diagnostic (Novodiag® Stool Parasite) a été établi soit par technique moléculaire
(PCR routine simplex et/ou Bio Fire), soit par examen direct au microscope optique, soit par
sérologie, soit des demandes associées a un contexte épidémiologique et clinique favorable.
Cette étude a également inclus des positifs en prospectif dés lors qu’un nouveau cas positif était
mis en évidence dans le cadre du diagnostic de routine du laboratoire. Une fois les patients
sélectionnes, tout le panel disponible en PCR routine (Annexe 1) a été réalisé sur les
échantillons : les patients sont classés dans le groupe « tests »

Pour constituer le groupe témoin négatif de cette étude, dix échantillons de selles provenant
de donneurs de greffe fécale ont été inclus . Les patients ne doivent pas présenter de facteurs de
risque d’étre atteints de parasitoses intestinales (absence de voyage, personnes non migrantes,
absence d’hyper éosinophilie sur le bilan biologique, absence de signes clinique évocateurs) .

De plus, un dépistage d’agents infectieux est réalisé dans le sang et dans les selles .

Tous les échantillons ont été conservés dans des aliquotes congelés a — 80°C ou alors

directement a partir du pot stérile primaire dans un congélateur a — 20°C.

Le jour de I’analyse par le kit Novo Diag® Stool Parasite, les selles ont été décongelées
pour analyse de novo en test PCR routine (comprenant extraction d’ADN et PCR proprement

dite) en paralléle au test Novo Diag® Stool Parasite. ( Marceau tanguy, 2021 ).

Il- Fonctionnement général du test Novo Diag® Stool Parasite :

Novodiag® Stool Parasites est un test de diagnostic moléculaire in vitro qualitatif et
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automatisé permettant de détecter la présence de marqueurs d’acides nucléiques de trente
pathogenes parasitaires et fongiques intestinaux: protozoaires, helminthes et micro sporidies

les plus courants dans les échantillons de selles.

En combinant les technologies de PCR en temps réel et de puces & ADN, Novodiag®
Stool Parasite permet ’analyse directe de I’échantillon d’un patient placé dans une cartouche
a usage unique, pour un dépistage complet de pathogénes multiples. Vingt-six cibles sont

analysées dans un méme run.

Les résultats sont exprimés de maniére qualitative (positif ou négatif) pour chaque
parasite. Il présente ¢également ’avantage d’étre relativement facile d’utilisation, et ne

nécessite pas I’intervention d’un opérateur expérimenté. ( Marceau tanguy, 2021 ).

I11- Protocole d’analyse NOVODIAG® Stool Parasite :

Le protocole d’analyse a été établi par le fournisseur.
Tout d’abord, la premicre étape consiste a prélever un échantillon de selle a I’aide d’un
écouvillon. Cing endroits différents ont été prélevés au sein d’un méme échantillon, dans le but
d’avoir une prise d’essai la plus homogéne possible afin de pouvoir gagner en sensibilité (en

raison du faible nombre de parasites présent dans certains cas).

Ensuite, 1’écouvillon a été placé dans le milieu de transport fourni puis vortexé durant
une dizaine de secondes. La totalité du contenu a ensuite été transféré dans un tube stérile
contenant des billes en céramique, lui aussi fourni par Novodiag® Stool Parasite, puis placé

dans un automate de type FastPrep, pour une durée de 90 secondes a 7 000 tours/min.

Enfin, 600 microlitres de solution finale ont été prélevé pour étre déposé directement
dans la cassette Novodiag® Stool Parasite.

A noter que le jour de décongélation de la selle pour 1’analyse, un échantillon a été
envoye en parallele pour réaliser une nouvelle extraction de matériel génetique en routine.
Cela a permis de s’affranchir du « biais de congélation/décongélation», et ainsi éviter un faux

négatif . ( Marceau tanguy, 2021 ).
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IV- PCR simplex routine :

La PCR simplex et le test NOVODIAG® Stool Parasite sont deux méthodes de

diagnostic moléculaire qui, bien que partageant I'objectif de détecter des agents pathogénes,

different significativement dans leur portée, leur technologie, leur rapidité et leur application

clinique. La PCR simplex, en général, est plus polyvalente et peut étre adaptée a la détection

d'une

large gamme de pathogenes,

tandis que NOVODIAG® Stool

Parasite est

spécifiqguement congu pour la détection de parasites intestinaux.
( Calderaro A etal ; 2021, Vermeulen N et al,2022 ; Muhl H et al, 2020 ).

Ensuite,

un ensemble de PCR simplex sur ces nouveaux extraits ont été réalisé. .

L’ensemble des PCR dont le laboratoire sont listés dans 1’ Annexe 2

Tableau 3 : récapitulatif de la ddifférence entre la PCR de routine et la PCR par le kit
NovoDiag® Stool Parasite .( Vane lintet al , 2013).

Critere

PCR de routine
(simplex)

PCR NovoDiag® Stool Parasite

Type de PCR

PCR simplex : détection
d'un seul parasite par
réaction.

PCR multiplex : détection simultanée de 26
cibles (30 pathogénes).

Automatisation

Manuel (extraction

d'’ADN et PCR sépareées).

Entierement automatisée : intégration de
I'extraction, amplification et détection dans
une cartouche.

PCR classique ou en

Combine PCR en temps

Technologie temps réel. rgel et microarrays (puces a ADN) pour une
détection multi-cibles.

Résultats Qualitatif ou semi- Qualitatif uniqguement (positif/négatif)
quantitatif. 9 P gatit).

Cibles Spécifique a un parasite Panel large incluant protozoaires, helminthes,
(ex. Giardia seul). microsporidies.

T'emps Long (étapes manuelles). Rapide (environ 2-3 heures pour un résultat

d'analyse complet).
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Chapitre 04 :

Résultats
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Résultats :

Au final trente-six échantillons ont été analysés par PCR multiplex Novo Diag® Stool

Parasite, dix témoins négatifs et vingt-six patients tests.

Les résultats par parasites recherchés par le systtme Novo Diag® sont détaillés

individuellement ci-dessous et résumé dans le tableau 4.( Jana pipikova et al,2017) .

I- Ascaris lumbricoides :

Une selle positive a Ascaris lumbricoides, aprés examen direct microscopique a été inclue.

La PCR Novo Diag® Stool Parasite a confirmé le résultat obtenu, tout comme la PCR de routine.
[l- Entamoeba histolytica :

En ce qui concerne E. histolytica, les résultats sont plus contrasteés.

Cing échantillons positifs par PCR routine ont été inclus . Parmi eux, quatre étaient
également positifs a I’examen direct, avec présence de formes Kkystiques pour les trois
échantillons, et présence de formes kystique et végétative pour un échantillon .

Aucun de ces cinq échantillons n’a été confirmé par le kit Novo Diag® Stool Parasite. La
PCR routine réalisée sur le nouvel extrait d’ADN contemporain au test Novo Diag® Stool

Parasite est bien revenu positive pour les cing échantillons.

I11-Giardia intestinalis

Huit prélevements ont été inclus. Quatre ont été diagnostiques par PCR routine et quatre
par PCR multiplex par le kit Gastro-intestinal Panel Film Array® du Bio Fire. L’EPS a pu étre
réalisé sur sept de ces échantillons : six étaient positifs (kystes + formes végétatives) .

Aprés analyse dans le Novo Diag® Stool Parasite, sept échantillons sur huit ont détectés la

présence de Giardia intestinalis.

36



IV- Taenia saginata :

Un cas de Taenia saginata a été inclus aprés visualisation d’ceufs et d’anneaux sur

I’examen direct des selles et une PCR routine positive. Cet échantillon a été confirmé par le

Novo Diag® Stool Parasite Taenia saginata/Taenia asiatica.

Tableau 4 : Synthése des résultats obtenus aprés analyse par le kit Novo Diag®
StoolParasite (Marceau tanguy, 2021 ) .

Parasites Nombre de positifs sur 36 échantillons
Parasites Examen PCR | PCR du Gastrointestinal Novodiag® Stool
direct routine | Panel Film Array® Bio Parasite
Fire
Ascaris lumbricoides 1 1 ND 1
Blastocystis spp 3 14 ND 14
Cryptosporidium spp 0 1 0 1
Dientamoeba fragilis 0 6 ND 5
Entamoeba histolytica 4 5 0 0
Enterocytozoon bieneusi 0 1 ND 1
Giardia intestinalis 6 4 4 7
Schistosoma mansoni 1 1 ND 1
Schistosoma spp. 0 0 ND 1
Strongyloides stercoralis 0 2 ND 0
Taenia saginata 1 1 ND 1

ND : non disponible dans le panel .
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Discussion genéral :

L'objectif principal de ce travail est d'évaluer I'efficacité de la technique de PCR
(Réaction en Chaine par Polymérase) pour l'identification des parasites intestinaux chez
I'homme, en utilisant spécifiquement le kit NovoDiag® Stool Parasite. le test Novo Diag®
Stool Parasite permettrait de gagner du temps au niveau de la technique des examens
parasitologique des selles et ainsi pouvoir rendre les résultats de maniere plus rapide environ

1 heure et demie et de facon plus exhaustive.

En termes de sensibilité et spécificité diagnostique, il est nécessaire que le test Novo
Diag® Stool Parasite soit au moins aussi performant que les techniques par PCR simplex dont

nous disposons en routine.

L’un des premiers points faibles du kit Novo Diag® Stool Parasite est d’exprimer
ses résultats uniquement de maniére qualitative (positif ou négatif) et de ne pas pouvoir

avoir acces a des valeurs quantitatives. ( Jingyun zhang et al,2019).

Les résultats trés décevants pour Entamoeba histolytica posent un vrai probléme
diagnostic, de par la fréquence relative de I’amibiase et sa potentielle gravité. En effet,

E. histolytica est le protozoaire le plus fréquent a travers le monde, avec 500 millions de cas.

Il est également responsable de 100 000 déces chaque année. Le diagnostic d’une
amibiase colique est primordial chez les patients présentant des symptdomes dysentériques
mais aussi chez les porteurs asymptomatiques. Cette phase colique peut malheureusement

évoluer vers la forme compliquée tissulaire. (Zhaohui Cui et al,1019).

Les résultats étaient plutdt convaincants. Cependant il est connu que certains protozoaires
sous leurs formes kystiques n’ont pas la méme facilité a étre détruit au cours de 1’étape
d’extraction du matériel génétique. Pourtant dans notre activité de routine, c’est avec le parasite

G. intestinalis que nous avons le plus souvent des problémes d’extraction. ( Guillaume ,2007) .

Gastro-intestinal Panel Film Array® est un autre kit diagnostic comprenant entre autre

Entamoeba histolytica, Giardia intestinalis. Lorsque 1’on regarde les publications concernant
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la sensibilité et la spécificité d’Entamoeba histolytica, peu de données sont disponibles.
(Sarah n. buss et al,2015) .

En effet, cing études étudiant la sensibilité globale du Gastro-intestinal Panel Film Array®
n’ont pas eu d’échantillons positif a E. histolytica a inclure, ou alors un seul positif dans leur
cohorte de 462 selles . ( Julian d. machiels et al,2020 , Zhifei zhan et al,2020 , Stacy g. beal et
al, 2018 , Melissa o’neal et al,2020 ) .

Quatre selles étaient positives a Entamoeba histolytica avec un systeme PCR
commercialisé, I’ Ampli diag® Stool Parasites. Parmi elles, 2 selles correspondant aux charges
parasitaires les plus fortes (et dont une présentait des kystes d’Entamoeba histolytica/dispar a
I’examen direct), ont été correctement détectées en Novodiag® Stool Parasites. Les 2 autres
selles avec une charge parasitaire moins élevées n’ont pas été détectées sur Novodiag® Stool
Parasites. Elles étaient, par ailleurs, aussi négatives en microscopie : soit une sensibilité de
50%. a la différence de cette étude. (Florie barba, 2020 ) .

Une premiére étude espagnole publiée en 2019 par Paulos et al.( Silvia paulos et al,2019 )
vise a comparer les performances diagnostiques de quatre Kits commerciaux pour la détection
de protozoaires par des PCR multiplexé. Ils ont analysé de maniere rétrospective 126
échantillons caractérisé par PCR : Cryptosporidium hominis (n = 29), Cryptosporidium parvum
(n = 3), Giardia duodenalis (n = 47), Entamoeba histolytica (n = 3), autres parasites (n = 20) et
non malades (n = 24). Gastroenteritis/Parasite Panel | (Diagenode) est un kit commercial
comprenant G. intestinalis, E. histolytica et Cryptosporidium spp. la sensibilité est de 75% pour
Cryptosporidium spp., de 68.1% pour Giardia intestinalis et pas de positifs pour E. histolytica
sur trois échantillons analysés. Le deuxiéme kit évalué est : RIDA®GENE Parasitic Stool
Panel (R-Biopharm). Il comprend G. intestinalis, E. histolytica, Cryptosporidium spp et D.
fragils. La sensibilité est de 87.5% pour Cryptosporidium spp., de 78.7% pour Giardia
intestinalis et 66.7% pour E. histolytica. Le troisieme kit évalué est : Allplex
Gastrointestinal Parasite (Seegene). Il comprend Blastocystis hominis, Cryptosporidium spp.,
Cyclospora cayetanensis, Dientamoeba fragilis, Entamoeba histolytica et Giardia intestinalis.
La sensibilité est de 78.1% pour Cryptosporidium spp., de 91.5% pour Giardia intestinalis.et
100% pour E. histolytica. Le dernier kit évalué est : FTD Stool Parasites (Fast Track). Il
comprend G. intestinalis, E. histolytica et Cryptosporidium spp. La sensibilité est de 53.1%
pour Cryptosporidium spp, de 100% pour Giardia intestinalis.et 66.7% pour E.histolytica.
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Une deuxieme étude rennaise publiée en 2018 par Autier et al ( Brice Autier et al,2018) a
évalue la sensibilité de trois kit commerciaux pour le diagnostic de protozoaires intestinaux.
90 échantillons de selles positifs par microscopies ont été inclus. Le premier kit évalué est : BD
MAX™ Enteric Parasite Panel. Il comprend G. intestinalis, E. histolytica et Cryptosporidium
spp. Pour G. intestinalis, la sensibilité est de 89% (39/44). Pour Cryptosporidium spp. la
sensibilité est de 55% (6/11). Le deuxiéme kit évalué est : RIDA®GENE Parasitic
Stool Panel (R-Biopharm). Pour G. intestinalis, la sensibilité est de 41% (18/44). Pour
Cryptosporidium spp. la sensibilité est de 100% (11/11). Pour D. fragilis, la sensibilité est de
71% (20/28). Gastroenteritis/Parasite Panel | (Diagenode) est le troisieme kit évalué. Pour G.
intestinalis, la sensibilité est de 64% (28/44). Pour Cryptosporidium spp. la sensibilité est de
73% (8/11) La sensibilité pour E. histolytica.

Une troisieme étude publiée en 2019 par Jaeeun et al (Jaeeun Yoo et al ,2019) a identifié
275 selles positives sur 858 et a étudié la sensibilité de trois kits commerciaux (Allplex
Gastro-intestinal Parasite , Luminex XTAG Gastro-intestinal Pathogéne Panel et BD MAX™
Enteric Parasite Panel). Malheureusement, un seul parasite (Cryptosporidium) a été retrouvé

sur ’ensemble des échantillons.

Au final, la synthese de ces études montre une sensibilité des kits PCR commercialisés
pour E. histolytica multiplexé a d’autres protozoaires variant de 0% a 66.7%.

Plusieurs facteurs peuvent expliquer les variations de sensibilité d'une technique a l'autre:
1) la conception des amorces. En effet, les amorces du NovoDiag® peuvent étre moins
efficaces pour certaines souches comme Entamoeba histolytica, contrairement a des PCR
simplex optimisées pour des cibles spécifiques. Le NovoDiag® a échoué a détecter E.
histolytica (0/5), alors que la PCR routine était positive, 2) I’efficacité de 1'extraction d'ADN :
le protocole NovoDiag® (automate FastPrep + billes en céramique) peut moins bien lyser les
kystes résistants (exemple Giardia), expliquant une sensibilité de 87.5% versus 100% pour
Ascaris,3) les inhibiteurs dans les selles : les selles contiennent des inhibiteurs de PCR (bile,
polysaccharides) qui interférent davantage avec les kits multiplex, réduisant la sensibilité,4) la
charge parasitaire : le NovoDiag® peut manquer des infections a faible charge parasitaire,
tandis que la microscopie ou PCR simplex (plus ciblée) les détecte, 5) les différences
technologiques : la PCR routine utilise des protocoles validés pour des pathogénes spécifiques,

tandis que le NovoDiag® sacrifie parfois la sensibilité pour couvrir un large panel.
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2) Les raisons techniques des échecs de détection de certains parasites comme le
cas d'Entamoeba histolytica (0% de détection avec NovoDiag®) peuvent étre résumer
comme suit: 1) les problemes de conception des amorces : les amorces du kit ne ciblent
pas efficacement le géne hémolysine d'E. histolytica, ou visent une région génomique
variable. et le risque de réactivité croisée avec Entamoeba dispar (non pathogéne); La
dégradation de I'ADN : les échantillons ont été congelés/décongelés, ce qui pourrait
endommager I'ADN parasite, surtout pour les protozoaires fragiles; 3) Les inhibiteurs
résiduels : malgré I'étape FastPrep, des inhibiteurs pourraient persister et bloquer
I'amplification de cibles faiblement représentees; 4) les limites du panel NovoDiag® : le
kit ne détecte que 26 cibles,certaines souches ou variants génétiques d'E. histolytica

pourraient étre absents de la conception.
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Conclusion

L'objectif de ce mémoire est d'évaluer I'efficacité de la technique de PCR (Réaction
Chaine par Polymérase) pour l'identification des parasites intestinaux chez I'nomme,

utilisant spécifiquement le kit NovoDiag® Stool Parasite.

Trente-six échantillons de selles ont été inclus, correspondant a vingt-six patients

et dix témoins négatifs.

Le kit Novo Diag® Stool parasite a montré une excellente sensibilité (100%)
pour les pathogénes suivants : Ascaris lumbricoides, Blastocystis spp,
Cryptosporidium spp, Enterocytozoon bieneusi, Schistosoma mansoni et Taenia

saginata et une bonne sensibilité pour Giardia intestinalis (87.5%).

Concernant les Entamoeba histolytica, les résultats sont tres décevants. Aucuns des
échantillons positifs pour cette amibe n’a pu étre confirmé par le kit Novo Diag® Stool

Parasite.

Strongyloides stercoralis est ’autre parasite avec des résultats peu probants,
puisque aucun des deux échantillons positifs analysés n’a été confirmé par le kit

Novo Diag® Stool Parasite.

en

en
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Annexe 1 : Ensemble des PCR simplex disponible au laboratoire de Parasitologie-Mycologie
de ’IHU Méditerranée Infection .

PCR du panel routine

PCRdu
Gastrointestinal
Panel
FilmArray®
BioFire

PCR du kit
NovoDiag®
Stool Parasite

Ancylostoma duodenale

Cryptosporidium spp

Ancylostoma duodenale

Ascaris lumbricoides

Cyclospora cayetanensis

Ascaris lumbricoides/suum

Cryptosporidium spp

Entamoeba histolytica

Balantidium coli

Cyclospora cayetanensis

Giardia intestinalis

Blastocystis spp

Encephalitozoon

Clonorchis sinensis/Opisthorchis
sp./Metorchis spp.

intestinalis

Cryptosporidium spp

Entamoeba histolytica

Cyclospora cayetanensis

Enterobius

Cytoisospora belli

vermicularisEnterocytozoon

Dientamoeba fragilis

bieneusi

Diphyllobothrium
latum/nihonkaiense

Giardia intestinalis

Encephalitozoon spp.

Isospora belli

Entamoeba histolytica

Necator

Enterocytozoon bieneusi

americanusSchistosoma

Enterobius vermicularis

mansoni

Fasciola spp.

Strongyloides stercoralis

Fasciolopsis buski

Taenia saginata

Giardia intestinalis

Taenia solium

Hymenolepsis diminuta

Trichuris trichura

Hymenolepsis nana

Necator americanus

Schistosoma mansoni

Schistosoma spp.

Strongyloides stercoralis

Taenia saginata/asiatica

Taenia solium

Trichuris spp.
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Annexe 2 : Systemes PCR disponibles au laboratoire de Parasitologie .

ORGANISM GENES NOM SEQUENCES (5'-3"
ES CIBLES CIBLES
Alum_F
Ascaris o1 GTAATAGCAGTCGGCGGTTTCTT
lumbricoides Alum_R
GCCCAACATGCCACCTATTC
Alum T  |6FAM-
TTGGCGGACAATTGCATGCGAT
Ehist F  |AAAGAACTTTGGAAAAAGAGTG
Entamoeba . Ehist R AAATGAAATAATTCTCTTGCTCT
histolytica Hemolysine T
Ehist P |6FAM-
AGCTTGAAAGAGTAATATGTGAA
CGGA
Giardia F |CGTGAAGATGATCAAGGAC
Giardia intestinalis i argin Giardia R |CTGGTTCTGGAGATTTGTCT
Giardia P |6FAM-
AGGAGATCGACACCATGGCTGC
TS0LF | CcTCTGCAGGCCACCTATTTC
. . oncosphere protein
Taeniasolium | FEEPHEEPEETs0l R o1 A GGGACTTGECEAGAGTG
Tsol P 6EAM-
GGAATGTGATCGGCTTGTCCACA
Tsa0_ITS_F | caTeGTCTTTGCGTTACAC
Tsag_ITS R
Taenia saginata IS 9 TGACACAACCGCGCTCTG
Tsag_ITS_P s .

TTGCTGCTGTCGCTGGTGCTGTGG

ITS : internal transcribed spacer ; SSU : Small sub units ; FAM 6 carboxyfluorescein,

MGB : minor groove binder.
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