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I ntroduction

Un parasite est un organisme qui se nourrit etéseldppe aux dépends d’autres
organismes appelés hétes, a la surface ou a idntéduquel il vit. Le degré du parasitisme
reflete le degré de préjudice commis a I'hote altdenla symbiose a la mort de I'héte. Le
parasite dérive d'une forme vivant librement et @uiévolué vers un mode de vie
caractérisé par I'exploitation d’un autre organisrivant (Benouis, 2012).

Les maladies parasitaires ou parasitiques sonbpr@es par le développement du
ou des parasites dans I'organisme hote. Egalenppetiées parasitoses [1], ces derniéres
occupent une place tres importante parmi les pnodédede santé publique, surtout dans les
pays du tiers monde (Bennis, 2001).

La plupart des maladies parasitaires ne peuveatddgnostiquées a l'aide d'un
seul examen clinique et, de ce fait, des exameiabdeatoire sont nécessaires pour savoir
si un malade est infesté ou non par un parasiteel @st le cas, par quelle espéce. Le
laboratoire joue donc un réle important dans I'sskement du diagnostic des maladies
parasitaires. En effet, les examens de laboratlmieent étre exacts et fiables si I'on veut

aider le médecin et par la méme le malade (OMS3)199

L’objectif de notre travail est de savoir les dses techniques de diagnostic utilisées en
parasitologie et mycologie au niveau du laboratdeenicrobiologie a I'hopital d’lbn Zohr

au sein de la wilaya de Guelma.

Ce travail est exposé en deux parties :

-la premiére partie est consacrée a une éhidikographique comprenant deux
chapitres, un sur les diverses techniques utilis@éegsarasitologie : des selles, des urines,
du sang, la peau, les crachats, le liquide céphetiadien...ect. Le deuxieme chapitre
concerne le diagnostic mycologique : de la peauphgles et le cuir chevelu.

-la deuxieme partie de ce mémoire se rapportepari@e pratique qui décrit le matériel et
les méthodes employés au laboratoire d’lbn ZoBrrésultats et leur discussion.

-
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Différentes techniques en parasitologie

I-Examen parasitologique des selles

La coprologie parasitaire est un examen de labiogaigui permet la mise en
évidence et l'identification de parasites qui vivelans le tube digestif de I'hnomme ou
ceux pour lesquelles les selles constituent le cuddi normal de leurs formes de
dissémination dans le milieu extérieur. Il s’agitird outil important dans la démarche
diagnostique mise en ceuvre pour confirmer une pasasintestinale suspectée sur des
signes cliniques.

Un examen parasitologique des selles est un exa®eoutine qui comporte un
examen direct a I'état frais, apres colorationpea concentration par deux méthodes de
routine (physique et physico-chimique). Le choixs dechniques est orienté par les
renseignements obtenus lors de linterrogatoire padtient, 'examen clinique et les
examens biologiques (EL-Hassani, 2014).

I.1- Conditions de prélevement et de conservationed selles

Le clinicien doit fournir au biologiste les inforti@ns concernant l'origine
géographique et la symptomatologie du malade ponter ses recherches. En effet
chaqgue parasite n'est bien mis en évidence quengatechnique qui lui est spécifiquement
adaptée. L'examen parasitologique des selles ntce3sexamens coprologigues a

quelques jours d'intervalle apres une préparatorecte du malade [2].
|.1.1- préparation du malade
On conseille au malade pendant les 3 jours quiegleitt le prélevement de supprimer :

- les compositions pharmaceutiques contenant dibchavégétal, du bismuth, des sels de

magnésium, du kaolin et du benzonaphtol.

- les produits opaques utilisés en radiologie, amtiqulier les composeés barytes.
- les suppositoires et les huiles laxatifs, enigalier I'huile de paraffine. La présence de
ces éléments dans les selles rend I'examen migioseodifficile, car ils augmentent le

volume des culots de centrifugation et peuvent latiause d'erreurs d'identification avec




Différentes techniques en parasitologie

des parasites authentiques. Il est utile de presati patient un régime alimentaire a faible
résidu pendant les 3 jours qui précedent le préiewnt [2].
[.1.2- le prélevement des selles

Le malade déposera sa selle, le matin, au labogadans un récipient propre, sec et
sur lequel est collée une étiquette portant l'iderdu malade .1l faut bien indiquer au
patient qu'il doit déposer la totalité de la salens le récipient et qu'il ne doit pas y
mélanger de I'urine, du papier hygiénique ou dagnfrents de coton. Si le malade ne peut
pas se déplacer, la selle doit parvenir au labweak® plus rapidement possible pour éviter
une baisse de la température du prélévement quigide lyser les protozoaires sous forme
végétative [2].

[.2- Délai entre la défécation et 'examen parasitogique.

L’échantillon de selles doit parvenir trés rapideteu laboratoire c’est-a-dire dans
la demi-heure qui suit son émission car les formégétatives d’amibes vont se
décomposer ou se modifier assez rapidement agmdssBion de la selle et ne seront plus
reconnaissables (Menan, 2016).

[.3- Conservation des selles
[.3.1-Conservation par le froid :

En mettant la selle dans une boite hermétique aC+dfA pourra conserver d’'une
maniere acceptable les kystes de protozoairessetelufs d’helminthes pendant quelque
jours (Achir et Hamrioui, 2001).

[.3.2-Eau formolée :

C’est une solution fixatrice et conservatrice. &it, fkystes de protozoaire et ceufs
d’helminthes seront conservés dans du formol a @b les selles pateuses et a 5 % pour
les selles fermes.

Les formes végétatives pourront étre fixées et @wées quelques semaines dans
du formol a 10 %. Quant aux ceufs qui peuvent castiteur segmentation apres émission
il faudra utiliser le formol & 20 % (Achir et Haraui, 2001).

[.3.3-Merthiolate lode Formol (MIF) :

Les selles peuvent étre également conservées daes salution de MIF
(Merthiolate lode Fomol). C’est la technique de Mishservation ou de MIF stockage ou
MIF coloration. Le protocole est le suivant :

- Verser 2,35 ml de la solution Merthiolate Fornglains 0,15 ml d’'une solution iodo-

iodurée
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- Ajouter un petit pois de selles.

- Laisser sédimenter 20 a 30 min.

- Prélever 1 a 2 gouttes au dessus du sédimeaitia k’une pipette Pasteur.
- Observer au microscope entre lame et lamelle.

Les flacons de selles colorées seront mis a l@dbita lumiére. La méthode de MIF
conservation permet une bonne conservation deseéténcoproparasitaires sur plusieurs
mois ou années. Elle permet également I'identificaties formes végétatives et kystiques
de protozoaires par la mise en évidence de leuctste interne (Menan, 2016).

-Réactifs utilisé (Annexe).

|.4- Examen des selles

[.4.1-Examen macroscopique Il précise

-L’aspect des selles (selle liquidiennes, semi tlguinétérogene, dure, spongieuse,
grumeleuse, exces de féculents non digérés, aslgeptite a modeler, abondance de
lipide).

-La couleur de la selle (normal, noire, verte osefle décolorée.)
-la présence d’éléments non parasitaires :(sangeglanucus, résidus alimentaires).

-La présence d’éléments parasitaires :(anneaux wmi@,t@xyures adultes, ascaris adulte,
douves adultes, élément pseudo parasitaires) gedlg) [3].

[.4.2-Examen microscopique

L’examen microscopique est le temps essentiel alealyse. || permet de dépister
les ceufs et les larves d’helminthes, les kystelesefformes végétatives d’amibes et de
flagellés, les oocystes de coccidies et les spdeesmicrosporidies. Les cristaux de
Charcot-Leyden sont dus a la destruction des paolgaires €osinophiles du tube digestif.
Leur constatation doit inciter a rechercher unenithiase, mais ils peuvent également se
rencontrer au cours de protozooses (amibiase,asosp) (ANAES, 2003).

1.4.2.1- Examen direct

L'examen direct est indispensable pour détecter flames végétatives des
protozoaires qui sont fragiles. Il consiste a s@aliun examen direct a I'état frais et un
autre apres coloration. Cet examen direct permegipdirter un résultat dans I’heure qui

suit la réception du prélevement (EL-Kouraibi, 2D11
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A- L'examen direct & I'état frais : Il permet de voir la mobilité de certains parasites
donne une idée sur le degré d’'infestation du pateion la qualité des prélevements et la
consistance des selles on pratique les exameranssiiv
- Examen sans dilution sur des selles liquideglaireuses : il est pratiqué sur des selles
émises depuis moins d'1 heure.
- Examen apres dilution dans I'eau physiologiqueutgon salée isotonique: Na CL 9%o)
sur des selles moulées ou dures.
- Examen direct apres dilution dans I'eau du robing permet grace a la présence de
chlore dans cette eau, de lyser rapiderBgmtocystis hominjPientamoeba fragili®t les
formes végeétatives deseudolimax butshliét de laisser intacts les kystes d’amibes ou de
flagellés pathogénes (Rahmouni, 2010).
B-L’examen direct apres coloration:
» Colorations en tubes:
v" Merthiolate lode Formol (MIF) :(technique de Sapero, LawlessetStrome):
Une coloration au MIF a été effectuée pour fix€éeconservée les protozoaires et
les ceufs d’helminthes en milieu liquide (Petitheral., 1998). Cette méthode utilise les
mémes réactifs et technique que celle employéelpaiamservation.
v' coloration Bailenger et Faraggi
C'est une technique de réalisation facile.
-Réactifs utilisés (Annexe).
Technique :
-Déposer, sur une lame porte-objet une goutte geélaaration fécale.
-Avec le coin de la lamelle, lui mélanger une gegibutte du réactif, prélevée avec une
pipette Pasteur.
-Recouvrir d'une lamelle puis examiner a I'objeatifmmersion aprés avoir déposé une
goutte d'huile sur la lamelle (Petithayal.,1998).
» Coloration sur lame
v' Coloration au Lugol : voir partie pratique
v' Coloration a I'hématoxyline ferrique : est la méthode la plus fine, la plus
longue et la plus délicate. Elle permet le diagoadifférentiel des formes
végétatives des différentes espéeces d'amibes 208i6).
-Réactifs utilisés (Annexe).

-Technique :
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Réaliser un frottis mince de selle sur une laméepobjet ;

Plonger la lame dans I'alcool & 70% pendant 5 remut

Passer ensuite le frottis dans I'alcool a 50% pen@aninutes ;

Rincer avec I'eau de robinet pendant 5 minutes ;

Colorer avec la solution de I’hématoxyline ferriquéalablement préparée pendant 10
min;

Décolorer avec I'acide picrique pendant une minute

Rincer a I'eau du robinet pendant 10 minutes ;

Déshydrater par une gamme montante d’alcool puylene (OMS, 1994).

v' Coloration a l'alcool polyvinylique (APV)- Trichro me: facilite

I'identification des Amibes (Guillaume, 2007).

-Réactifs utilisés (Annexe)

Technique :

Mettre une goutte de selles et trois fois de voluieasolution d’APV ;
Mélanger avec un petit agitateur, et étaler stiels de la lame ;
Effectuer un frottis mince ;
Plonger la lame dans l'alcool iodé a 70% pendamiirfutes et ensuite dans I'alcool a
50% pendant 2 minutes ;
Rincer la lame avec de I'eau du robinet ;
Colorer avec le colorant de Gomori pendant 30 neisiut
Faire passer la lame dans une solution d’alcoo0% @vec 0.5% d’acide acétique
pendant quelques secondes ;
Plonger la lame dans l'alcool a 95% pendant 30 rede® et ensuite dans I'alcool
absolu pendant 1 minute ;
Déshydrater par le xyléne et lire a I'objectif xJ(@uillaume, 2007).
v' Coloration au noir chlorazole de Kohn : Cette technique permet de
colorer les trophozoites en gris et de bien voistiaicture des noyaux
(Rousset, 1993).

-Réactifs utilisés (Annexe 1).

-Technique :

Effectuer un étalement humide mince ;

Plonger directement le frottis dans le réactif;

e
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= Laisser agir pendant 16 a 18 heures ;
= Laver a l'eau courante ;
= Déshydrater et lire au microscope optique (Belkidt al in Kasmi et Saidouni, 2016)
v" Coloration de Ziehl-Neelsen :Pour la détection d€ryptosporidium et
Isospora belli(Trabelsiet al.,2012).
-Réactifs utilisés (Annexe)
Technique Elle consiste a :
= préparé un frottis mince des selles.
= Sécher al'air;
» Fixer au méthanol pendant 5 min ;
= Sécher de nouveau;
= Colorer la lame dans un bain de fuchsine phéniguggons 1 heure ;
» Rincer a I'eau puis différencier dans de l'acidusgue a 2% pendant 20 secondes en
agitant la lame ;
» Rincer a I'eau puis colorer dans une solution d&evealachite a 5% Pendant 5mn ou
dans une solution de bleu de méthyléne a 3% ;
= Rincer a I'eau et sécher a 'air ;
» Les cryptosporidies apparaissent en rouge suryertcbu bleu et sont donc faciles a
Repérer.
» Leur cytoplasme granuleux renferme quatre sporegoit
Cette technique permet aussi de voir les oocydssgora belliBennis, 2001).
[.4.3- Examen aprés concentration

Si les éléments parasitaires ne sont pas présegigeed nombre dans I'échantillon
des selles examing, la préparation a I'état fragtme pas suffire pour déceler une
infestation.

Cette concentration peut mettre en évidence les deubers, les larves et les kystes
de protozoaires, mais pas les formes végétativgsratezoaires, car ils sont en général
détruits au cours du processus de concentratiom{Be2001).

Les méthodes de concentration se repartissentiengieupes :
-méthodes physiques.
-méthodes diphasiques ou physiques-chimiques.

]
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1.4.3.1-Méthodes Physiques :

Principe : Différence de densité entre les éléments paiesst et les débris alimentaires
(El-kouraibi, 2011).0n distingue deux principes :

A-Techniques de sédimentation:

Le principe de cette méthode est la dilution dulgme&ment dans une solution
agueuse de densité inférieure a celle des élémardsitaires afin de les concentrer dans le

culot du tube tandis que certains débris flottent.

Les avantages de cette technique résident damsghcgé, son faible colt et 'absence de
déformation comme lors d'utilisation de solutiorsndes. De plus elle permet d’obtenir
dans le culot les ceufs de toutes les espéces dsitpary compris les plus lourds (comme
les ceufs de trématodes) (Slosalet1994).

% sédimentation simple:

Intérét : Technique recommandée pour les larves d'anguiditiies ceufs d'ascaris non
fécondés. Elle ne nécessite pas de produits chesiparticuliers.
-Inconvénients : De nombreuses cellules végétales (féculents drcylar) sédimentent
aussi vite que les parasites recherchés et I'exameznscopique n'est pas toujours facile.
-technique : Dix a vingt grammes de selles sont dilués dansa2500 ml d'eau du robinet
et le filtrat laissé dans un verre a pied. Aprés heure, le surnageant est rejeté et le
sédiment remis en suspension dans une méme qudetté. La méme manipulation est
renouvelée plusieurs fois jusqu'a obtention d'guidie surnageant clair, Le culot est alors
examiné (Bennis, 2001).

% méthode de Faust et Ingalls en eau glycérinée

Intérét : Cette technique est employée pour rechercherués @eShistosoma mansoni

Inconvénient : Comme pour la technique précédente, I'examen stopque peut étre

rendu difficile par la présence de certains résidus

Technique : diluer 5g de selle dans 300ml d’eau glycérol & OrBalise 3 sédimentations
successives 1h ,45min ,30min.

Les ceufs de schistosomssnt plutdt en superficie du sédiment mais il esommandé
d'effectuer des prélévements a différents niveRougset, 1993).
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B-Technique de flottation :

Principe : Utilise un liquide dont la densité est supérieareelle des éléments parasitaires
qui se concentrent a la surface [4].

Avantage :technique simple, matériel rudimentaire, réalisasi série.

Inconvénient : Les réactifs hypertoniques utilisés alterent legsoeperculés volumineux
deBothriocéphaleFasciolaet méme les d8histosoma.

Les ceufs d’ascaris infertile ne sont pas bien aunée par ces méthodes (Achir et
Hamrioui, 2001).

% Meéthode de Willis
Intérét: Elle concentre bien les ceufs d'ancylostomidéshgtriénolépidés.
Inconvénients: La solution de chlorure de sodium péneétre assalefaent dans les ceufs
et il ne faut pas dépasser le temps prescrit dadgrioulement de la technique (Rousset,
1993).
Technique: Diluer les selles au 1/10 dans Na Cl saturé (2%5%¥r sur chinois, verser la
solution dans un tube a essai pour former un maaigpmbe, placer une lamelle dessus
pendant 5 min, retirer la lamelle et déposer sumelaobserver rapidement avant

cristallisation (Bennis, 2001).

% Méthode de Janeckso et Urbanyi
-Intérét: technique excellente pour concentrer les ceufdrdihthes en général et les ceufs
de grande douvel’hymenolepigtd’ankylostomegn particulier.
-Inconvénient : utilise un réactif toxique et corrosif : le biiagude Hg.
Technique : Diluer 3 & 5 g de selles dans une solution iodecorgue, tamiser dans un
tamis métallique a mailles de 1 mn, centrifuger 8 @2500 t/mn, recueillir la partie
superficielle avec un petit agitateur de verre éeité ou mieux avec une anse de platine
dont I'anse forme un angle droit avec le supportttra le prélevement entre lame et

lamelle, observer immédiatement [5].

1.4.3.2-Méthodes Diphasiques :

Principe : Elles consistent a mettre les selles en présem@ phases non miscibles, une
agqueuse et l'autre organique. En plus de son adigsolvante, la mise en jeu de 2 phases
non miscibles, une hydrophile et l'autre lipophi@alise pour chaque élément fécal

(parasite ou non) un coefficient de partage donalaur dépend de sa balance hydrophile-
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lipophile et conditionne sa position dans les pbadgenues aprés émulsion. Ce sont des
techniques simples et rapides (El-Kouraibi, 2011).

= MIF Concentration

Cette technique concentre bien les ceufs. Elle dtivantage de concentrer les kystes
de protozoaires et de colorer leurs noyaux (Bago;1»

» Technique de Ritchierecherche des kystes et des ceufs sauf pour lesdasdaris

détruite par cette méthode (Pierson, 2qO8jr partie pratique).

Méthode de Thébault simplifiee (Valentin et Solle) Cette technique concentre bien les
kystes de petites amibes et en particulierBadolimaxnanadont les noyaux deviennent
nets (grace au formol du liquide de dilution). Bentoncentration aussi des kystes de

Pseudolimax butsch]iE. histolytica

Technique : Diluer 10 g de selles dans environ 100 ml de swlutd’acide
trichloroacétique, tamiser et laisser sédimentari, verser le filtrat dans une ampoule a
décanter, ajouter une quantité égale d’éther, ragigoureusement en faisant évacuer
I'éther vaporisé par ouverture du robinet tenu aathlaisser reposer 2 a 10 minutes avant
de retirer le bouchon, recueillir la phase inféreedlans un tube a centrifuger a fond
conique, centrifuger a 2000 tours / min. pendamiri, rejeter le surnageant et examiner le
culot (Menan, 2016).
Il existe d’autres méthodes :

-Méthode de Telemann modifiée par Rivas

-Méthode de Caries et Barthélémy.

- Méthode de Bailenger.

1.4.3.3-Méthodes combinées :Chaque méthode de concentration proposée présente
I'inconvénient d’éliminer des parasites. Elle dddnc étre choisie en fonction de ce que
'on recherche préférentiellement. Ainsi, pour avpius de chance de retrouver le
maximum de parasites dans les selles, les méthomlebinées sont plus intéressantes
(Menan, 2016).
On a 2 techniques :

- Technique de Junod.

- Technique de Junod modifiée.




Différentes techniques en parasitologie

I.4.4-Techniques spéciales :

[.4.4.1-Numération des ceufs :

Intérét:

* Pouvoir mesurer lI'importance d'une infestatioragdaire permet:

* d'apprécier les possibilités de retentissemegsioiogique des parasites
* d'évaluer l'efficacité d'une thérapeutique

* de chiffrer des enquétes épidémiologiques (Beriifl).

Methode de Kato: (Pour la recherche des ceufs d’helminthes).

Imprégner des rectangles de cellophane de 2x3 omldaolution suivante :

Glycérine pure..........c.oceeevunns 100ml.
Eau distillée...........................100mlI.
Solution de vert malachite a 3%....... Iml.

-Déposer un pois de selles en étalant sur une pame-objet et recouvrir de la cellophane
imprégnée de liquide.

-Retourner la lame sur du papier filtre en presdantement.

-Laisser 10 a 15 min avant de la lire (Kremer eté¥]d.975).

1.4.4.2-Extraction des parasites

Technique de Baermann pour la recherche d@iardia, d’anguillule et d’ankylostome
(Guillaume, 2007).

Technique : elle consiste a :

* De I'eau chauffée a 45° est versée dans I'entojusgu’'a mi-hauteur.

* La passoire métallique est remplie de sellesyséte

 Lorsque la passoire est placée dans l'entonlesirselles doivent affleurer le niveau de
I'eau chaude.

» 2 a 3 heures plus tard, I'eau est soutirée swis dine boite de pétri quel'on examine a un

fort grossissement soit dans un tube a centrifuger.

* Apres 5 mn de centrifugation a 1500 a 2000 téuis.
* On examine le culot (Bennis, 2001).
[.4.4.3-Culture
» Helminthes:
Intérét : rechercher des larves d’anguillules qui peuvenisdeertaines conditions se

multiplier dans le milieu extérieur.
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Diagnostic différentiel entre les différents typede larves provenant d’'ceufs
d’Ankylostoma necatotes ceufs évoluent en larves infectieuses au d®ui0 a 15 jours
(Guillaume, 2007).

Technique:

-Charbon, en boite de pétri (BP) : mélanger ménantipé de charbon .ajouter peu d’eau
stérile pour former une pate molle. Verser danBRBnen respectant les bords de la boite et
en faisant au centre un petit monticule qui todeheouvercle de la boite .Etuver 25°C.Lire
les gouttes dans couvercle. Laver la selle avec @sdu stérile : attendre 10 min et
recueillir cette eau au pourtour de la boite péRiglever 8 a 10 Fragments de selles.

-Sur un buvard, en boite de pétri : Enveloppemdeladans un papier buvard, étaler 1 a4 2 g
de selles sur une des faces. Poser ces lames mat®ite de pétri contenant 10 ml d’eau
stérile. Lire les gouttes dans un couvercle euletae centrifugation de tout le liquide de

la boite de pétri.

-Sur un buvard, en tube a essai : Etaler 1 g de set toute la longueur d’'une bandelette
d’'un buvard rigide. Introduire le buvard dans ubewa essai contenant 5ml d’eau stérile.
La selle ne doit pas toucher I'eau. Etuver a 5@ le culot de centrifugation du liquide
du tube a essais [4].

» Protozoaires
Intérét: utilisé pour observer une grande quantité d’aminesechercher des amibes ou
des flagellés qui n'ont pas été vus a I'examenctlire
Méthode :
-mettre la solution de Ringer (solution de Ringesérum ou Albumine+amidon de riz)
dans le sérum coagulé.
-réchauffer le milieu 15 & 20 min a I'étuve a 37°c.
-ensemencer avec des selles prélevées a diffenadtsit.
-mettre a | étuve a 37°c pendant 24 a 48 heures.
-prélever au fond du tube avec une pipette pasteur.

-déposer sur une lame et observer entre lame eflam

Si la culture contient des amibes on peut les eoluillaume, 2007).
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Il - Examen parasitologique du sang
[1.1- Définition

L'examen parasitologique du sang recherche lessipggaqui se multiplient ou qui
séjournent pendant une phase de leur cycle dansatg ou dans les organes
hématopoiétiques [6].
II.2-Localisation des parasites dans le sang :
Les parasites sanguicoles sont recherchés dans :

v les hématies:
-plasmodies a différents stades sont : trophozaitdszontes, rosaces, gamétocytes;
-babésia ou piroplasmes qui des hématozoaireshilersse bovins retrouvés chez I'Homme
notamment les sujets splénectomisés.

v' les leucocytes :

- leishmanies Leishmania donovani
- les toxoplasmesT.oxoplasma gondii

v le plasma:
- les trypanosomesTrypanosoma brucei gambiendeb. rhodesiensd. cruzi ;
- les microfilaires sanguicoles Loa loa Wuchereria bancrofti Brugia malayi,

Dipetalonema (Mansonella) perstans, M. ozzardtc. (Menan, 2016).

[I.3-Prélévement : Le prélevement se fait soit par piqlre au boutddigt soit par

ponction veineuse sur anticoagulant (Citrate dausodu EDTA)[2].

[1.4. Techniques de recherche des parasites sangaies:
[1.4.1- Méthode directe :

11.4.1.1- examen a frais :on dépose une petite goutte de sang sur la lame eicouvre

immédiatement dune lamelle ensuite on examine atostope (Lamy, 1980).
[1.4.1.2- Frottis sanguin (FS) :

Technique : Déposé sur une lame porte objet dégraissée, tp @arétalé en couche fine

mono-érythrocytaire par un geste rapide et régai¢nide du petit bord mousse d’'une
autre lame (tenue a 45° de la lame portant la galgtsang). Le frottis doit étre séché et
fixé 30 secondes au méthanol.
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Coloration : La technique originelle de coloration du May Grav Giemsa (MGG)
consiste a recouvrir le frottis d'une solution deayMGrunwald et laisser agir 3 minutes.
Laver ensuite rapidement a I'eau tamponnée. Retadiune solution de Giemsa diluée a
3 % dans du tampon phosphate a pH 7,2 et laisgel@aginutes. Laver a I'eau du robinet
et sécher (Duong et Richard-Lenoble, 2008).
[1.4.1.3- Goutte épaisse (GE) :

La technique dite de GE, décrite par Ross en 1B03g, 1903 in Miraz, 2012), est
une technique de concentration utilisable égalerpeunt les recherches de trypanosomes,

plasmodies et microfilaires, elle consiste au :

- Dépot du sang: déposer, sur une lame de vernaidége, une grosse goutte de sang (2

fois le volume utilisé pour un frottis).

- Défibrination: en cas de prélevement capillaire, pour empécheodgulation, avec le
coin d'une autre lame ou la pointe d'un vaccinestytaler réegulierement le sang sur une

surface de 1 cm de diametre, en tournant réguliénépendant 2 min.

- Séchage : retourner la lame et laisser séchert &ynlain support, soit pendant 24 heures

a la température ambiante soit pendant 1 heuétuaéd' a 37 °C.

-Déshémoglobinisation: recouvrir abondamment ladbsEmélange : Giemsa : 3 gouttes,
eau neutre : 2 ml et laisser agir pendant 5 a 1Qb®ftuolet al.,1998).

-Coloration au Giemsa.

-Sortir la GE de I'eau, égoutter, verser sur tdattame la solution de Giemsa et laisser
colorer 20min au moins (Petith@tyal.,2001).

-La lame est enfin rincée puis séchée a l'air (@ru2D05).

[1.4.1.4-Association GE/FS sur une méme lame :

-technique :elle consiste a :

Recueillir au centre de la lame une petite godétesang et faire le frottis. Bien sécher par
agitation, recueillir ensuite une grosse gouttsateg au centre de la partie inoccupée de la
lame et faire une goutte épaisse et laisser sécplat.

-coloration :

» fixer d’abord le frottis a I'alcool méthylique, kder sécher.
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» hémolyse la GE : en plongeant la lame dans un lbooréenant juste assez d’eau
pour recouvrir GE et non frottis. laisser séchetpier ensemble avec la solution
de Giemsa (Petithomt al.,2001).

[1.4.1.5- la technique de leucoconcentration a laaponine

Intérét : la leucoconcentration est une technique de cdrat@n des microfilaires. Elle
permet de conserver vivants ces parasites a fréiat(Menan, 2016).

Technique :Elle consiste a :

- Mettre dans un tube a centrifuger conique : Slenéang citraté

- Ajouter 10 ml de sérum physiologique et mélamggerretournement du tube

- Ajouter quelques gouttes de saponine a 2% judtpbéention d’'un sang rouge laqué

- Retourner le tube plusieurs fois et s’assurer lthamolyse est complete (le liquide au
niveau du céne doit étre limpide)

- Laisser reposer 5 min

- Centrifuger a 1500 tours/mn pendant 10 min

- Rejeter le surnageant et recueillir a I'aide @ympette Pasteur le culot qui renferme les
leucocytes et les parasites vivants.

- Examiner le culot entre lame et lamelle et apmdsration au Giemsa (lyane Sow, 2008).
[1.4.1.6- Quantitative Buffy-Coat (QBC) :

La technigue duQuantitative Buffy-Coat{QBC) proposé par la firme Becton
Dickinson Diagnostics, repose sur le principe dectmcentration des parasites par
centrifugation du sang dans un tube a hématociitet des parois sont recouvertes
d'acridine orange et d'oxalate de potassium. L'exaporte sur un volume de 55 a 65 ul de
sang récolté a la pulpe du doigt ensuite, le tuidieseellé a une extrémité tandis qu' un
flotteur cylindrique est introduit a l'autre extriéén

Une centrifugation a 12 000 tours par minute penh8aninutes sépare les éléments
figurés du sang en fonction de leur densité, fotraarsi des bandes distinctes.

Comme le flotteur occupe environ 90% de la lumdweube, la zone comprenant le haut
de la bande des globules rouges et la bande deslgtoblancs, c'est-a-dire la zone ou se
concentrent les parasites, est élargie d'enviroiol) Apres centrifugation, le tube est

placé sur un porte tube spécial et examiné en stope a fluorescence pour recherche

des parasites.




Différentes techniques en parasitologie

Ce procédé initialement prévu pour la recherche glasmodies, puisque les
hématies parasitées sont moins denses que la moghak concentrent juste en dessous
des leucocytes, a pu également étre testé suypEmbsomes (Frezil, 1995).

[1.4.1.7-Triple centrifugation :

Intérét : technique de recherche des trypanosomes (Menaf).20

Technique :

-le prélevement de 20 ml est placé dans tube aifueyer.

-une premiere centrifugation s’effectue a 1500itr/pendant 10 min.

-le plasma est décanté, placé dans un tube afagetriet une deuxiéme centrifugation est
effectuée dans la méme condition.

-le plasma est a nouveau décanté et une troisiéemgrifagation est effectuée a
3000tr/minute pendant 20min.

-le culot est examiné aprés chaque centrifugatitre éame et lamelle [5].

[1.4.2-Méthode indirecte :

- Méthodes immunologiques : 'immunofluorescenadirecte, I'hémagglutination, les
tests de précipitation, immunodiffusion et élegregese), la méthode immuno-
enzymatique (ELISA) ont été appliqués au dépists@mlogique du paludisme (Bayo,
2001).

llI-Examen parasitologique d'une biopsie de la mugeuse rectale
(BMR) :

[1l.1-Méthode

Un lavement évacuateur ou un laxatif doux, la geile 'examen, sont indiqués
mais ne sont pas indispensables en enquéte de.masse

Le sujet est placé en position genu-pectorale e¢doscope, lubrifié, est introduit
dans le rectum.

La biopsie peut étre effectuée, soit sur la pamtérgeure du rectum, soit sur le bord
libre d'une valvule de Houston, soit au niveau d&ons punctiformes, lorsqu’elles
existent. On obtient ainsi un petit fragment de oeuwge, de 1 mm environ de diameétre.
Une partie ou la totalité en est déposée sur une [@ventuellement, dans une goutte de
gomme au chloral qui éclaircit la biopsie) et ééeaa I'aide d’'une autre lame qui sera

laissée en place.
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I1l.2-Résultat :

La B.M.R permet de retrouver aisément les ceufs SclEstosoma mansonie
Schistosomgaponicum de Schistosoma intercalatiety dans de trés nombreux cas, les

ceufs deschistosoma haematobiu(iandia, 2006).

IV-Examens parasitologiques d’'une ponction de moadlosseuse

Ces examens sont indiqués dans les cad dshmaniose viscérale, Trypanosomes

africaines.

La recherche des parasites s’effectue sur undrogtimoelle coloré au MGG.

Le cas de la Leishmaniose viscérale, les parasadesintra ou extracellulaires ; ils sont
souvent peu abondants ce qui nécessite une reehemalongée (Larivieret al, 1987).
V-Examens parasitologiques d’un tissu mou (foie, ta) :

La biopsie prise avec une pince est légeremens@eed plusieurs endroits sur une
lame porte-objet. On obtient ainsi des taches daileles sur la lame. Apres séchage, et
fixation au méthanol, la préparation est colorée commeattisfisanguin, au Giemsa ou au
MGG. Cette technique est principalement utiliséerp@a recherche déeishmaniasp
(Gillet et al.,2008).

VI-scotch test de Graham:

Cet examen est indiqué pour la recherche d’oxyu(@saéerobius vermicularjset
de cestodose Baeniasp (Duranckt al.,2005).
VI.1-Conditions du prélevement :

Le prélevement doit étre effectué le matin avaotedoilette ou défécation ; le
scotch doit étre transparent et adhésif et le eatidoit Etre une personne ayant compris
les nécessités techniques de la méthode (Kvitkoetial., 1979 in El Tahiri, 2008).

VI.2-Technique: Elle consiste a :
» Faire pencher le malade en avant, et écarter $sgdede maniére a bien déplier les
plis anaux.
» Appliquer le morceau de scotch sur tous les pliswaude 'anus.
» Appliquer le scotch sur la lame et y inscrire lemde prénom et la date de
naissance du patient.

» Faire parvenir au laboratoire dans les meilleutaisl§7].
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VIl-Examen parasitologique des urines :

Cet examen est indiqué pour la recherche les ceuthistosoma haematobiuparfois
de shistosoma mansqgnirichomonas vaginalig3] et microfilaires dues a une filariose

lymphatique YWuchereria bancrofét Bruggiasp) (Pierson, 2001).

Technique :

Examen direct: observer les éléments macroscopiques.

Examen aprés centrifugation :utilise une grande quantité d’'urine (urine de 24diyser
sédimenter puis centrifuger a 2500tr/mn pendantiiOm

Cas particulier : Trichomonas vaginalis

Examen a |'état frais plus frottis colorés au Giaros MGG [3].

VIlI-Examen parasitologique du suc ganglionnaire:

Il consiste a recueillir par ponction, a I'étatigrat apres coloration au Giemsa pour la
recherche de trypanosomes ou de toxoplasmes (Ati@pizere, 2015).
IX-Examen parasitologique de I'expectoration (crachts) :

Il consiste pour la recherche d'ceufs de parasdesme Paragonimussp (Aubry et
Gauzere, 2015).
IX.1-Coloration au RAL-555 :
Technique plutét utilisée pour la rechercheRteeumocystis jirovealans un produit de
lavage alvéolaire ou dans une biopsie ou une pamgtilmonaire. Cette coloration permet
de mettrd’intérieur des kystesen évidence. Elle peut étre remplacée par une ataor
au Giemsa (identique a celle d’un frottis sanguin).
IX.2-Coloration au Bleu de toluidine O :
Technique plutét utilisée pour la rechercheRteeumocystis jirovealans un produit de
lavage alvéolaire ou dans une biopsie ou une pamgtilmonaire. Cette coloration permet

de mettre leparois des kyste®n évidence (Gillegt al.,2008).

X. Examen parasitologie des liquides céphalorachidns (LCR) :

X.1-Examen direct :
Rarement, des parasites mobiles peuvent étre vésoal frais, lors de la numération des

leucocytes du L.C.R. Il peut s’agir de trypanosamediquant alors un stade Il de la
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trypanosomiase, des trophozoites amiboiddsadgleriaou d’Acanthamoebap. (qu’il ne
faut pas confondre avec des macrophages, mobidédsnégnt par leurs pseudopodes).
X.2-Examen apres centrifugation :

Il consiste a centrifuger quelques millilitres dER pendant 10 min a 3.000 rpm
dans un tube a centrifuger a fond conique. Décamddicatement le surnageant, sans
toucher le sédiment (invisible si la cellulorack& basse). Le surnageant peut étre utilisé
pour la détermination de parametres biochimiquégdgachie, protéinorachie, etc.). Le
culot de centrifugation, remis en suspension danderniére goutte du surnageant est
déposé sur une lame, recouvert d'une lamelle et eestminé completement et
systématiguement au microscope pour rechercher atgnts pathogenes mobiles
(confirmation a 'objectif 40 x).

Une coloration au Gram, au bleu de méthylene,recteede Chine ou au Giemsa du
sédiment peuvent aussi étre utiles pour détectautids agents pathogenes ou pour
identifier la nature des cellules présentes.

X.3-Examen apres double centrifugation :

La sensibilité de la recherche des trypanosomes l@ahCR peut étre améliorée par une
double centrifugation. Cette méthode consiste aribeger quelques millilitres de LCR
pendant 10 minutes a 3.000 rpm dans un tube aifogetr a fond conique. Décanter
délicatement le surnageant, sans toucher le sétlitoerculot de centrifugation, remis en
suspension dans la derniére goutte du surnageamaspgsé dans un ou deux tubes
capillaires a hématocrite. Sceller a la flamme tfémité qui n’est pas entré en contact
avec le LCR et centrifuger les micro-capillairesf@ifugation de 5 minutes a 12.000
rpm). L'extrémité inférieure des capillaires bouslest examinée sous microscope (Gillet
et al.,2008).
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Les mycoses, situées au premier rang des infectatenées, représentent une
pathologie frequemment évoquée en pratique derogitple. Mais porter un diagnostic
clinique est souvent difficile, car plusieurs affens cutanées peuvent se présenter sous un
méme aspect sémiologique alors qu’elles nécessttdas traitements différents (O S F D
et A D, 2005).

1-Objectifs de I'examen mycologique :

L’objectif de I'examen mycologique est :

- de mettre en évidence le (ou les) Champignon(®ta parasitaire @xamen direct»
dans les tissus, mucosités, liquides biologiquies,. e prélevés correctement et en quantité
suffisante chez le patientpréléevement».

- d'isoler et d'identifier le (ou les) Champigndgri(spliqué(s) «cultures ».

-de savoir utiliser les outils techniques nécessa@ leur mise en évidence et leur

identification dans les produits pathologiques (jHeidal, 2013).
- de confirmer I'origine mycosique.
-d’éliminer les diagnostics différentiels.

-de connaitre I'origine de contamination.

-d’adapter le traitement (Anane, 2008).

2-Avant le prélevement :

- Faire un interrogatoire détaillé : notion de vggaécent en zone tropicale, métier exerce,
animaux de compagnie, loisirs (piscine, cheval).

- s'assurer que le malade n’est pas sous traiteamgifibngique local ou général. Si c’est le
cas, arréter le traitement et attendre au moins semaine avant deffectuer le
prélevement.

- La suspicion d'une mycose d’importation doit ésignalée au biologiste car des
précautions particulieres de manipulation des ddltars et des cultures doivent étre

impérativement respectées (Raoult, 2013).
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3-Prélevement

3.1 Prélevements des mycoses superficielles :

Le préleveur (clinicien ou biologiste) doit conmaiparfaitement la séméiologie des
dermatophyties afin de réaliser le prélevement@mp¥ aux Iésions observées.

Pour les teignes du cuir chevelu, le peteéent sera précédé d’'un examen sous lampe
de Wood dans une piece ou l'obscurité est totale Buorescence verte orientera le
diagnostic vers une teigne tondante microscopiquane teigne favique (Bouchatal.,
2004).

3.1.1 Prélévement des onglede prélevement consiste a :

Nettoyer I'ongle avec de I'alcool a 70°, de maniaréliminer les contaminants et
laisser sécher. Couper toute la partie de I'ongleird avec la pince et/ou les ciseaux
jusqu’a la limite de l'ongle sain et I'éliminer ugratter au cceur de la lésion avec la
curette de Brocg. En cas d’onychomycoses supdtéisiaacler les ilots blanchatres a la
surface de l'ongle (leuconychies) a l'aide d'uneetie de Brocq. Récolter les divers
prélevements dans une boite de Pétri stérile Hi]cas de périonyxis, une légere pression
est exercée sur la tuméfaction située au niveala d®mne matricielle et du repli sus-

unguéal pour faire sourdre du pus qui sera réecup@éeouvillon stérile (Sbay, 2010).
3.1.2 Prélévement du cuir chevelu

On procéde a :
-Examiner les cheveux sous une lampe de Wood.
-Arracher avec une pince a épiler les cheveux élsicents (cas des teignes microsporiques

et faviques). Sinon, prélever les cheveux cas$gsoaipe a proximité du bulbe.

Pour les squames, il faut :

-Gratter les squames et les croltes éventuellesctant a la curette.

-Puis frotter avec une compresse stérile.

-Recueillir les échantillons dans une boite deiPétr

En cas de Iésion inflammatoire suppurée, prélezgous avec un écouvillon (Piarroux,
2015).
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3.1.3 Préléevement de la peau :

= |ésion cutanée :

- Lésions seches: recueillir les squames par getéal'aide d'une curette ou de la lame
d'un scalpel au niveau de la bordure ou périptdita 1ésion, la ou le champignon est le
plus abondant (le centre de la lésion étant en deiguérison). Les produits biologiques
sont récupérés dans un réecipient stérile (boitéatd). En cas de folliculite, des poils et du
duvet peuvent aussi étre prélevés a la pince arépil

- Lésions suintantes: recueillir le pus ou I'exsumlaec 2 écouvillons (un pour I'examen
direct, un pour la culture).

- Lésions discrétes et squames peu abondantegveréh I'écouvillon et appliquer un
ruban adhésif sur la lésion puis le retirer d'umpceec pour I'examen direct. Cette
méthode, appelée le scotch test, est surtout édiligour le diagnostic de Pityriasis
versicolore (Chabasse at, 1999).

3.1.4 Muqueuses Deux écouvillons sont nécessaires : I'un pour lrega direct a I'état
frais, 'autre est mis en culture sur milieu de @alaud (Benchelladt al., 2011 ; Pihett

al., 2013).

3.1.5 Biopsies:examen plus rarement utilisé, pour recueillir deggments tissulaires
(Chabasset al., 1999).

3.2 Prélévement des mycoses profondes

Pour les urines, le LCR, les selles, et autresidegl de ponction ou d’aspiration, ces

prélevements feront I'objet d’'un examen a I'étatidra partir de leurs produits de

centrifugation, un frottis sur lame porte-objet efectué avec coloration de préférence au
MGG. Pour le LCR, I'application de I'encre de chie& indispensable en cas de suspicion
de cryptococcose. Les modalités du prélevementrdigme de la localisation des Iésions.

En outre, les produits pathologiques devront &freeminés au laboratoire et y étre traités
le plus rapidement possible. Le laboratoire indigudonc aux services cliniques les

protocoles de prélevement et les conditions despran des prélevements (Aoufi, 2005)

(Tableau 01).
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4-Examen Direct :

C’est une étape importante et obligatdlrpermet de visualiser le champignon et de

s’orienter sur son identité et son abondance efaiesle poser le diagnostic, la plupart des

prélevements contenant de la kératine, qui estuspapnc, empéche I'observation des

champignons (Aissaoui, 2016).

Intérét : L'examen direct permet de :

- fournir rapidement un rapport préliminaire au eéd;

- détecter une infection fongique en I'absenceedauiture positive;

- faciliter l'interprétation du résultat de la eult (Dufresne, 2014).

Tableau 01: Difféerents Types des prélevements profonds seldondalisation des mycoses

(Aoufi ,2005).

Localisations des mycoses

Types de prélevement

Localisations broncho-pulmonaires

Lavage broncho-alvéolaire (LBA) Aspiration

bronchique, Crachats

Localisations pleurale, articulaire

péritonéale.

ePonction pleurale, Liquide de ponction Liquide

de dialyse, Redons et drains

Localisation cérébrales

Ponction lombaire (PL)

Septicémie

Sang ou cathéters centraux

Tissus profonds

Biopsie

4.1 Examen direct aprés éclaircissement :

On ajoute au prélévement un réactif éclaircissantend plus visible les éléments

fongiques éventuellement présents dans les chegaudans les squames. les réactifs

éclaircissants utilises sont KOH (40%) ou NaOH (2@% la Lactophénol. L’hydroxyde

de potassium en solution aqueuse digere les d@mtisinés, blanchit plusieurs pigments et
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dissout le «ciment »qui retient les cellules kéetiensemble. Il permet, le cas échéant, de

repérer plus facilement les hyphes lors de I'exama&moscopique (Dufresne, 2014).

Le prélevement de cheveux ou de squame est déposike lame dans une goutte
de réactif éclaircissant et recouverte d’'une lameNpres 5 min, on examine la lame au
microscoupe. Le Lactophénol est meilleur, car iisgyve et ne détruit pas le prélevement
contrairement a la KOH .dans le cas d’'une rechedchgityriasis versicolore, on utilise la
technique du scotch test cutané. on découpe urgelnruban adhésif (scotch) de 5 cm
de long environ. On l'applique sur la Iésion cutadé telle maniere que la face adhésive
soit bien au contact avec la lésinons décolle tedbade scotch et on I'applique sur une

lame qu’on examinée au microscope [2].

4.1.1 Lampe De Wood

Certains dermatophytes qui infectent I'enveloppeerne des cheveux produisent
un métabolite (ptéridine) qui donne une fluoreseewmert jaune lorsqu'elles sont a une
lampe de Wood (366 nm). Il s'agit principalemeniviiéassezia canis et M. audouinii. On
peut utiliser la lampe de Wood en laboratoire mlectionner des cheveux infectés pour
la culture. (Dufresne, 2014).

4.1.2 KOH

Placer les squames ou le matériel a examiner demgautte de réactif KOH 10 % sur une
lame. Recouvrir d'une lamelle. Laisser réagir 3Quta@s; chauffer Iégérement si I'on veut accélérer
la digestion. Examiner au microscope. Fermer lehdimgme du condenseur pour obtenir un
meilleur contraste. Utiliser un objectif 10 X pdaire un balayage de la lame. Confirmer avec un
objectif 40 X (Dufresne, 2014).

4.1.3 Blanc de calcofluor

Le blanc de calcofluor est un fluorochrome noéc#mue qui démontre, entre
autres, une affinité pour la chitine retrouvée dinparoi cellulaire des champignons. A
I'examen au microscope a fluorescence, les champsgproduisent une fluorescence vert
pomme.

Cette méthode consiste a : Déposer les squamesroatériel a examiner dans une goutte
de réactif KOH 10 % auquel on a préalablement éjouie goutte de la solution de blanc
de calcofluor. Recouvrir d'une lamelle, laissé néagndant 10 minutes et examiner au

microscope a fluorescence (Dufresne, 2014).
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4.2 Examen direct aprés Coloration

Il n'est pas fait systématiquement, mais dansiocegdésions cutanéo-muqueuses.il
peut étre intéressant (candidose). On étale leeymaient sur une lame propre. Aprés
I'avoir fixé a la chaleur, on le colore par la teiciue de Gram, au Bleu de méthyléne ou le
Giemsa et on procede a sa lecture au microscofmtagrossissement (x 100) [2].
4-2-1 Coloration acide périodique-schiff (Pas) :
Cette technique permet de colorer certains polysaates retrouvés dans la paroi

cellulaire des champignons (Dufresne, 2014).

5- La culture

Intérét : La culture est un complément indisperesal® I'examen direct (augmente la
sensibilité de 'examen direct).en effet ; I'isolemt en culture du champignon responsable
et son identification (qui ne peut étre réalisée lpaseul examen direct ; réaliser une
numération des levures) sont importants puisquérdiiement peut étre différent en

fonction de I'espéce isolée (Nekkache et al, 2015).

Les prélevements sont ensemencés sur diwéisux de culture. On despose les
fragments de poils ou des squames en six ou himtspa la surface des milieux de culture
de géloses en tube, on touche a plusieurs repasasface du milieu de culture coulé en
boite de Pétri avec les poils qui a servi au peieent.

Les milieux utilisés sont le Milieu de Sabouraudu€gise/ le Milieu de Sabouraud +
Actidione + Chloramphénicol a incuber a 27°C penddnjours. Lorsqu'on suspecte une
candidose, on incube ces milieux de culture a Zt°&€37°C. [2].

Les champignons des mycoses superficielles se ajipeht a la température du
laboratoire (20°C a 37°C). Les champignons des sg&Eprofondes doivent étre incubés a
37°C.

La durée d'incubation est variable selon le chanpig

-Les levures (2] a 7j).

-Les moisissures (2j a 10 j).

-Les dermatophytes (21 j) [2].
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6-ldentification

L'identification se déduit habituellement directamhesur le milieu d’isolement de

Sabouraud et repose sur un certain nombre de paesme

-La vitesse de positivité des cultures qui varieorsde champignon de 48 heures en
moyenne pour les levures et les moisissures dssartce rapide comme lAspergillus et
les mucorales ; de 3 jours & 3 semaines pour @wfutroisissures pathogénes comme

Fusarium, Scedosporium ou Acremonium, et de 1 a 4 semaines pour les dermatophytes.

-La thermo-tolérance du champignon et son optimugmbique de croissance.

-Les caractéres macroscopiques et microscopiquesalenies (Chabasst al., 2008 ;
Chabasset al., 2009).

6.1 Examen macroscopique et microscopique :

L’examen macroscopique des cultures catap@analyse de I'aspect macroscopique
des colonies (au recto et au verso) : couleur, éofrondes, étoilées ...), relief (plates,
plissées...), caractéristiques de leur surface (éuset poudreuse, granuleuse, glabre,...),
consistance (molle, élastique, cartonnée,...) detaiéduite, ou au contraire étendue). On
recherchera également la présence d'un pigmenisdift dans la gélose (Goita, 2012).
L’aspect microscopique (forme et taille des chameits) réalisé a partir de la méthode du
drapeau de Roth dans le bleu de lactophénol (ESatés2013).

6.2 ldentification d’un dermatophyte et de levure

6.2.1-Dermatophyte :il existe des techniques complémentaires et aafeguages sur des
milieux spécifiques, qui favorisent la conidiogemédormation des spores) et/ou la
production d’'un pigment caractéristique. De nomkreulieux ont été mis au point, on
peut citer parmi les plus fréquemment utiliséssi@sants :

- Le milieu de Borelli (milieu au lactrimel), stirteula fructification de la majorité des
dermatophytes et renforce la production de pigmémisge vineux pouilrichophyton
rubrum et jaune pouM. canis).

- Le milieu a I'urée indole (gélose a I'urée de iStansen) permet de différencier la variété
duveteuse dé&richophyton rubrum deT. mentagrophytes varinterdigitale.

- Le milieu au Bromocrésol pourpre (BCP caséine),
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- La recherche d’organes perforateurs, technigmplsi et peu colteuse, qui permet de
différencier les souches derubrumde T. mentagrophytes (Kamil, 2015).

- Milieu Potato Dextrose Agar (P.D.A) : pour le mpignt deM. canis (Fathallaket al.,
2008).

6.2.2-Les levures:Un certain nombre de tests, plus ou moins rapidest s
I'identification desCandida (Kamil, 2015).

Test de blasteseil consiste a:

- Emulsionner une pointe de pipette de levures dartsibe en verre contenant un millilitre
de sérum de veau.

-Mettre e a I'étuve a 37°endant 3 a 4 heures maximum.

-Prélever une goutte du culot et regarder au mioms entre lame et lamelle (Niang,
2001).

Test de chlamydosporulation :reposant sur une subculture de 24 a 48h a 25-28°C d
I'isolat en strie profonde dans un milieu pommetelee, carotte (PCB), bile ou Riz Agar
Tween (RAT). C. albicans est alors identifié par la production de chlamydwoep,
structures arrondies produites a I'extrémité dwgdeemycelium. Par ailleurs, s'il y a des
pseudo filaments sans présence de chlamydosplos&gyit d'une levure du genre Candida
(Pihet, 2013).

— Technique RAT ou AT.

» Couler le milieu en boite de pétrie de 5cm d’épaiirs du milieu doit étre d'environ
smm.

* Ensemencer directement les levures a l'aide @ipedte stérile, en surface et au centre

de la boite.

* Recouvrir d'une lamelle passée a la flamme.

* Incuber a 27°C.

* Lire aprés 24 heures en posant directement I Isains le couvercle sur la platine du
microscope.

- PCB: Plusieurs techniques possibles.

* En tube: a l'aide d'une spatule, ensemencer ta darfond du tube, en surface, puis,

arrivé au tiers de la pente, couper dans la gé&ostaisant une strie jusqu'en haut de la
gélose, afin d’ensemencer les levures en profondgues 24 ou 48 heures d'étuve a 27°,

découper a la spatule un petit cube de gélose tiefpd'autre de la strie. Déposer sur une
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lame avec une goutte de bleu de lactophénol. Roeetamelle en écrasant doucement le
cube de gélose. Lire au microscope.

* En boite : couler un tube de PCB en boite de Basemencer a l'aide d'une pipette un
peu de levures en surface. Puis terminer par &strn profondeur dans la gélose Recouvrir
d'une lamelle. Lire apres 24 ou 48 heures d'indoibat 27°C, directement sur la platine du
microscope.

* En culture sur lame: La lame est posée dans oite fermée hermétiqguement afin
d'éviter la dessiccation Mettre a I'étuve a 27&Lepres 24 heures et 48 heures
(Niang ,2001).

6.2.3- Identification des autres espéeceses autres levures sont étudiées par des tests
d’assimilation et de fermentation des sucres (Eddai, 2013).

- Auxanogramme: étude de l'assimilation des sugfesnig, 1995).

la levure est incorporée dans un milieu dépourvauwbee (milieu ynb), puis on dépose des
disques de sucres a la surface de la gélose .sselacuber a 27 "c pendant 24 a 48
heures. L’assimilation du sucre se traduit parriassance de la levure autour du disque
correspondant.

-Zymogramme : étude de la fermentation des sucnes:batterie de tube de milieu de
gélose molle pour fermentation dans lesquels orodoit 1 ml du sucre a étudié
(Cardinale, 2001).

- Api 20C Aux ® : elle étudie I'assimilation de 4Qcres.

-ID 32 C ® : étudie I'assimilation de 29 sucres.

-Auxacolor: utilise des réactions colorées poumiae en évidence de I'assimilation des
sucres.

-Fungichrom: associe la mise en évidence de 6 eezyde l'uréase, de la phénoloxydose
et de la résistance de l'actidismea L’assimilatiery sucres (Niang, 2001).
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Matériel et méthodes

1-Objectif :

Notre travail est une étude prospective concerlentechniques parasitologiques
dans la région de Guelma. En fait, apres une eageétisée au début de notre étude dans
tous les hopitaux de la wilaya de Guelma, nous sd@touverts que tous les échantillons
dirigés pour la recherche des parasites dans niltiga sont orientés vers le laboratoire
de Microbiologie au niveau de I'hopital Ibn Zohr Geielma.

L'objectif de ce travail est de connaitre les diffidts techniques de diagnostic
utilisées en parasitologie —mycologie au laboratdbn Zohr de Guelma. En but de

I'evaluation de I'efficacité de ces techniques d@npréservation de la santé public.
2. Matériel et méthodes :

2.1 Lieu et période d’étude :

Il s’agit d'une étude concernant les examens patagiques et mycologiques des
patients adressés au niveau du laboratoire de Iidogie, paillasse de parasitologie-
mycologie du Ibn Zohr de Guelma, sur une périod@ aeois allant du 12 Mars 2017 au
12 Mai 2017.

2.2 Patients :

Les sujets inclus sont des patients, de différemteshes d’age. Ces malades sont
soit hospitalisés au niveau du lbn Zohr (interngs} externes (orientés pour examen
parasitologique des selles ou examen mycologiqudeshmaniose ou examen des
urines).

2. 3 Diagnostic parasitologique :
2.3.1 Matériel et réactifs du laboratoe :
> Matériel :

Le matériel utilisé ;
-Récipient propre ;
-pipette pasteur ;
-Lame et lamelle ;
-Micropipette et embouts ;
-Microscope optique ;
-Tubes coniques ;

-Centrifugeuse.
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-Flacons d’eau de Javel : Pour la décontaminatasesinbouts, et des lames utilisés
(Figure 01).

> Réactifs utilisés

-Lugol ;

-Eau physiologique ;
-Eau distillée ;
-Solution de formol
-Ether;

-Colorant Giemsa ;

-Colorant vert de malachite (Figure 02);

Figure 02: Les réactifs utilisés

a0
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2.3.2 Examen parasitologique des selles :
v' Le prélevement des selles :
- Chaque patient recoit un récipient propre et geur le recueil des selles matinales

fraichement émises a domicile (Figure 03).

Figure 03: Prélevement des selles.

-Pour chaque préléevement de selles, nous agaifisé un examen macroscopique et un
examen microscopique a I'état frais, apres colonati (Lugol, Giemsa) et apres
concentration (technique physico-chimique de Réchodifiée), et méthode de kato.

v' Examen macroscopique :
Il s’effectue a I'ceil nue et il permet d’avoir uappréciation sur :
-la consistance des selles (molles, dures, pateligasies hétérogenes ou liquides

homogenes).
-La couleur

v' Examen microscopigue il comporte
« Examen direct :
» Examen a I'état frais :
La préparation a I'état frais est la technidaeplus simple a mettre en ceuvre pour
examiner les selles.

= Technique :

a1
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-A l'aide d’'une anse de platine, prélever des seflassuperficie et en profondeur a
différents endroits.

-Ces petites particules de matiere fécale sonéddwdans de I'eau physiologique dans un
tube a essai (la préparation ne doit pas étrectmapentrée ni trop diluée).

-Ensuite, on préleve a l'aide d’'une micropipettepquette pasteur une goutte de la dilution
on la dépose sur une lame et la couvrir d’'une lEn§Eigure 04).

Figure 04: Les étapes de I'examen parasitologique desssgll€tat frais
» Lecture microscopique :
Lire au microscope optique au grossissgeme0 puis x40.
» Examen direct aprés coloration :
o Coloration au lugol : Réactifs : Annexe 1
= Technique :
La méme dilution en eau physiologique préparées damamen a I'état frais est
utilisée dans cet examen en déposant sur une larte gbjet une goutte de cette derniere
et on ajoute une goutte de la solution de Lugohetouvre avec une lamelle.
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= Lecture microscopique :
La lame est observée ensuite au microscope opaidjobjectif x10 puis x40.
o Coloration au Giemsa :
= Technique :
-Réaliser un frottis fécal a partir de la dilutioe th selle en eau physiologique et la
déposer une goutte sur une lame puis I'étaleride’d’une pipette pasteur et laisser sécher
quelques min.
-Fixer a l'aide de MG pendant 3 min.
-Préparer une dilution du Giemsa avec de I'eatodimet (9ml eau et 1ml Giemsa).
-Recouvrir les frottis par la solution diluée.
-Laisser agir 30min.
-Laver a I'eau de robinet.
-Laisser sécher les lames a I'air, en positionimeég.
= Lecture microscopique :
Les lames colorées au Giemsa sont examinées aastogre.
» Examen microscopique aprés concentration : La techque de
Ritchie simplifiée :
= Technique :
-Dans un bécher diluer un volume de selle dans oinéien de formol 10.
- Laisser sédimenter quelques min.
- Dans un tube conique verser le surnageant.
-Ajouter I'éther au 1/3.
-Ensuite fermer le tube conique et agiter vigoueewent jusqu'a I'obtention d’une solution
homogene.
- Centrifuger a 1500 tours/min pendant 3 min.
-Apres centrifugation, on obtient obligatoiremeatfdrmation de quatre phases et qui sont
citées par ordre de haut en bas :
1 Une couche supérieure représentéee par I'éther ;
1 Une couche intermédiaire faite de résidus de bactéde débris alimentaires ;
1 Une couche aqueuse faite par le formol ;
1 Le culot qui nous intéresse et qui contient |ésnéints parasitaires

- Jeter le surnageant et examiner le culot (Figaje
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= Lecture microscopique :
Le culot est examiné entre lame et lamelle au mape optique a I'objectif x40

4

=== Couche d’éther

Couche des
débris

Figure 05 :Les quatre couches obtenues apres centrifugatida pechnique de
Ritchie.
» Méthode de kato :

= Technique :
-découper des morceaux de cellophane en rectaegBemx3cm et laisser séjournée 24
heures dans la solution : Glycérine 100ml, Vertaohite a 3, Eau distillée 100ml.
-déposer un petit fragment de selle sur une lame pecouvrir d’'un rectangle de
cellophane imprégnéde la solution.
-Ensuite, retournée puis écrasée sur une feuilfmpeer absorbant.
-laisser les lames 30 a 45 min.

= Lecture microscopique :

Les lames sont examinées au microscope.
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2.3.2 Scotch-test
= Technique

Appliquer le morceau de scotch sur tous les pliswaude I'anus, puis coupe le scotch sur
la lame et y inscrire le nom, le prénom et la detgrélévement.

= Lecture microscopique:

Les scotchs test ont été observés au microscopguep I'objectifx10 puis x40 pour la

confirmation.

2.3.3 Examen parasitologique des urines :

v' Le prélevement des urines :
Recueillir les urines du premier jet matinal dangube propre.

v’ Examen a I'état frais:

= Technique :

-A l'aide d’'une pipette pasteur prélever les urjnaEsser des gouttes sur une lame.
-Recouvrir la lame par une lamelle.
-Procéder a la lecture au microscope.

v' Examen apres centrifugation:

= Technique :
-On a versé une quantité des urines dans un tabe se
-centrifuger (5000tours/min).
-A l'aide de I'ance de platine étaler le culot &8 lames.
-Sécher les lames a l'aide de bec benzéne.
-Examiner le culot directement et apres coloralitibG.
-Procéder a la lecture au microscopique.
2. 4 Diagnostic mycologique :
2.4.1 Matériel et réactifs du laboratoe :
> Matériel :

Le matériel utilisé :
-Anse de platine.
-Bec benzene.
-Boites pétri.

-Ecouvillons




-Etuve
-lames et lamelles
-Micropipettes
-Microscope optique
» Reéactifs :
-Eau oxygénée ;
-Eau physiologique ;
-Bleu de méthyléne ;
-Huile de paraffine ;
-KOH ;
-Vert de malachite ;
» Milieux de culture :
-Sabouraud simple
- Sabouraud chloramphénicol
- Sabouraud chloramphénicol actidione
2.4.2Les prélevements :
Les prélévements sont effectués au laboratoireupamédecin parasitologue, qui
réalise plusieurs types de prélevement et cecndaltocalisation des Iésions :
-Cuir chevelu on préleve a l'aide d’'un vaccinostyle les cheveuspgcts et les squames
du cuir chevelu et on met dans une boite de péigu¢e 06).

Figure 06 : prélevement du cuir chevelu en vue de I'examenahogique
-Les ongles des pieds et des mains : nettoyerleoagec de I'eau oxygénée ou I'alcool et
laisser, sécher couper toute la partie de I'ontikbrd jusqu’a la limite de I'ongle sain puis
gratter I'ongle avec vaccinostyleréolter les débris dans une boite de Pétri stérile
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Dans le cas des lésions inflammatoires ou suppuodepréléve la sérosité a I'aide d'un
écouvillon de coton.

2.4.3 Examen direct :

» Technique :

L’examen direct a été fait comme suit :
Une partie des squames prélevées (ongle ou cuiekhea été placée au centre d’'une lame
sur laquelle a été déposée 2 a 3 gouttes de K@H letrecouvre par une lamelle. Flambée
trés doucement au bec benzene. Puis on examin&esoope (Figure 07).

Figure 07 : Les étapes de I'examen direct (cuir chevelu, gngle
2.4.3-La culture :

Pour chaque prélévement, trois milieux de cultorgsété utilisés :
-Sabouraud simple
-Sabouraud + Chloramphénicol
-Sabouraud + Chloramphénicol + Actidione
» Technique :

A l'aide d’une pipette pasteur procéder agemencement (faire des points en zigzag )
du reste des prélevements précédent. Les tubesnsoibies pendant 1 & 4 semaines dans
I'étuve a 27°C (Figure 08).
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Figure 08 : Les étapes de la préparation un culture en myilog
2.4.3-ldentification
Elle repose sur :
» l'aspect macroscopique des colonies : forme, @spgmensions, couleur, pigment,
vitesse de croissance......... etc.
* 'aspect microscopique : forme, dimension, racaifion, pigmentation, formation de

cloisons, des organes de fructification (Figure 09)

Figure 09:'aspect macroscopique au recto verso des cultgsxhampignons sur
sabauraud en tubes.

Pour I'identification on a réalisé les technigses/antes :

% Technique de drapeau : dans notre étude on augtlisleu de méthylene et la
verte malachite. Le déroulement des étapes dofaise juste prés du bec

benzéne :
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-Couper une bande adhésive et coller cette bandeursel pipette pasteur (forme de
drapeau).

-Rentrer la pipette dans le tube, et coller ledtsur le milieu qui contient des colonies.
-A 'aide d’'une autre pipette pasteur poser unettgade bleu méthyléne sur une lame.
-Poser la bande scotch sur le bleu méthyléne.

- Nettoyer les bords de la lame avec une compresse.

-lecture au microscope (Figure 10).

Figure 10: Les étapes du test de drapeau
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% Repiquage sur deux types de milieux ; les miliedd et DTA.

-A l'aide d'une pipette pasteur pointue et stérifgendre quelques colonies des
champignons.

-Poser les colonies sur les milieux dans une lo@tpétri.

-Incuber les boites a 27 °C (Figure 11).

Figure 11 :Les étapes du repiquage sur le milieu PDA.

2.5 Diagnostic de la leishmaniose cutanée :

» Matériel :
-lame bistouri.
-pince.
-lamelle.

» Reéactif :

-colorant MGG.

E



Matériel et méthodes

Prélevement - Désinfecter de site du prélevement a l'aide 'daul oxygénée et une
compresse a l'aide d’une pince soulever la croate cas de saignement, éponger a l'aide
d’'une compresse.

-Gratter les bords internes et le fond avec umelde bistouri.

- Faire des frottis les plus minces possibles sud2ames (Figure 12).

Figure 12 :Les étapes du prélévement de la leishmaniose @itané

Coloration : En utilisant la coloration de MGG.

- La fixation : placer les frottis horizontalemenutr un support dans une cuvette et verser
15 a 20 gouttes de colorant May Grinwald de facomcduvrir totalement la lame.
Attendre 03 minutes.

-Rincage avec de I'eau neutre

-Coloration au Giemsa ; Diluer le Giemsa immeédiaetnavant I'utilisation. Verser le
contenant sur les lames prétes, laisser agir 3Qtesret rincer a I'eau neutre.

-Séchage : laisser les lames sécher a I'air.

-Les lames sont examinées au microscope.
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Résultats

Notre travail vise a connaitre les différentes teéghes de diagnostic utilisées en
parasitologie —mycologie au laboratoire Ibn ZohGigeelma.

Pendant une période de 02 mois et 8 jours allanfizimars au 20 mai, le
laboratoire a recu les prélévements de 92 patiéptrtis comme sulit :

- 38 prélevements soit 41,30% pour 'examen dessell

- 03 préléevements soit 3,26% pour I'examen du scietsh

- 12 prélevements soit 13,4% pour I'examen des urines

- 10 préléevements soit 10,86% pour la recherchéetdmanies.

- 29 prélevements soit 31,52% pour I'examen mycolagiq
En fait, on note que la majorité des prélevemernast ®ffectuées pour I'examen
parasitologique des selles avec un pourcentag@®%il.3
1- Examen parasitologique des selles
1-1Type de consultation :

Notre travail porte sur un échantillon de 38 matadent 14 représentent les patients
consultant en externe et 24 patients hospitalisésivaau de I'hépital Ibn Zohr : service
d’infectiologie (patients internes).

m externe minterne

Figure 13 : Répartition des patients étudiés selon le typeodsultation.
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On remarque que les patients hospitalisés sontrogreux que ceux externes avec un
pourcentage de 63,15% (Figure 13).

1-2Fréquence des cas positifs selon I'examen parasigique des selles

Parmi les 38 sujets examinés,

(Figure 14).

m positif mnegatif

07 cas (18,42%) porteurs de parasites intestinaux

Figure 14: Fréquence des cas positifs concernant I'examesipalogique des selles.

1 -3 Les techniques utilisées pour 'examen parasibgique des selles:

04 types d’examens ont été utilisés pour la déatendes parasites dans les selles :

L’'examen direct : les selles de tous les patie3®$ ¢nt subi un examen direct
la technique de Ritchie a été utilisée pour 1%l

la coloration au lugol a été utilisée pour 12 pdte

la Technique de Kato a été utilisée pour 04 patient

a- Fréquence des cas positifs selon I'examen direct :

La figure 15 montre le taux de positivité enre@igiar 'examen direct. On remarque que

parmi les 38 échantillons de selles, 7 sont pesi(d savoir 18,42% de tous les
échantillons).

-
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81,57%
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Figure 15: fréquence des cas positifs découverts selonrfexedirect.
b- Fréquence des cas positifs selon la technique Réchie :

La figure 16 montre le taux de positivité selondehnique de Ritchie. On remarque que la
technique de Ritchie a permis de découvrir lesgi@s intestinaux chez 7 cas sur les 19
patients examinés (a savoir 36,84%).

63,15%

50 36,84%

40 -
30 -
20 -

10 A

positifs negatifs

Figure 16: fréquence des cas positifs selon la techniqueitdgiB




Résultats

c- Fréquence des cas positifs selon la coloratioe ¢ugol :

La figure 17 montre le taux de positivité des piéeasintestinaux selon la coloration de
lugol. On note que la technique de la colorationugwl a permis d’'observer les parasites
intestinaux chez 3 patients sur les 12 patientm@és (a savoir 25%).

75%

70 -
60 -
50 -
40 - 25%
30 -
20 -

positif negatif

Figure 17 :fréquence des cas positifs selon la coloratiolugel.
d- Fréquence des cas positifs selon la technique Kato :
Tous les examens des selles réalisés par la teshdeKato étaient négatifs.
2- Technique du scotch test :
Pendant toute la période de notre étude au nivadabdratoire de Microbiologie,
03 cas seulement ont été recus pour un examerotighdest. Parmi ces cas un seul était
positif.

66,66%

60 -

50 - 33,33%

40 A
30 +

20 A
10 +

positif negatif

Figure 18 :fréquence des cas positifs selon la techniquealels test.
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3-Examen parasitologique des urines :

Le nombre total de prélevements d’'urine est dalt@de 12 effectués a titre d’externes et

hospitalisés.
3-1 Fréguence des cas positifs concernant 'examparasitologique des urines

Selon les données du tableau 02, on remarque queajarité des préléevements sont
négatifs (83,33%). Il y a seulement 02 cas poqiti667%).

Tableau 02: fréquence des cas positifs selon 'examen patagique des urines.

Nombre Pourcentage(%)
Positif 02 16,67
Negative 10 83,33
Total 12 100

3-2 Les techniques utilisées pour I'examen parasitgique des urines :

Parmi les 12 prélévements recus au laboratoire grgnd période de notre étude, on a
réalisé les techniques suivantes pour la découdedgarasites dans les urines :

- latechnique de centrifugation (02 fois),

- la coloration de MGG (02 fois)

- et 'examen direct pour tous les prélevements.
3-2-1 Examen direct
La figure 19 montre le taux de positivité enregigtar I'examen direct. On remarque que

parmi les 12 échantillons des urines, 2 sont pgesith savoir 16 ,67% de tous les

échantillons).
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83,33%
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Figure 19: fréquence des cas positifs découverts selon I'exadirect.

2-3-2 Techniques de centrifugation

La figure 20 montre le taux de positivité selontéchnique de centrifugation. On
remarque que la technique de centrifugation a medmidécouvrir les parasites chez 2 cas
sur les 2 patients examinés (a 100%).

100%

100 ~
90 A
80 -
70 A
60 -
50 A
40 ~

30 1 00%
20 -

10 - g

POSITIF NEGATIF

Figure 20: fréquence des cas positifs découverts selon tggbrde centrifugation

2-3-3 Coloration de MGG

La figure 21 montres le taux de positivité selotelehnique de coloration MGG. On
remarque que la technique de coloration a permig€deuvrir les parasites chez 2 cas sur
les 2 patients examinés (a 100%).
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Figure 21: fréquence des cas positifs découverts selon fmigge de coloration MGG
4- Larecherche de leishmaniose cutanée :

10 échantillons externes ont été recus au laboeatts Microbiologie pour la découverte
de leishmaniose cutanée. Ces échantillons onbé&éés au MGG.

Selon le tableau 03, on note que sur les 10 édloaustiO4 étaient positifs (40%) et 06
négatifs.

Tableau 03 Fréquence des cas positifs dans la recherchaigtarianies.

Coloration MGG

Nombre Pourcentage(%)
Positif 04 40
Négatif 06 60
Total 10 100
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5- Analyses mycologiques
5.1 Localisation des mycoses et leur fréquence

Tous les patients adressés au laboratoire pouagmaistic biologique de mycoses
sont des externes, le nombre total est de 29 mnélénts différents. Selon la localisation
de la mycose, on a 13 cas pour les ongles et 1patade cuir chevelu.

Tableau 04: Répartition des mycoses selon leur localisation.

Localisation Nombre Pourcentage (%)
les ongles 13 44 ,82

Teignes du cuir chevelu 16 55,17

Total 29 100

D’aprés le tableau 04, on remarque que les préléemtsndu cuir chevelu sont les plus
répandues dans notre série avec 16 cas soit 55ar¥apport aux ceux des ongles (13
cas soit 44.82 %).

5.2 Techniques utilisées pour 'examen mycologique
a-Examen direct :

Le tableau 05 nous montre que pour I'examen desesrg) cas étaient positifs et pour

I'examen du cuir chevelu on a enregistré 10 cagifsosur 16 prélevements.

Tableau 05 Fréquence de la positivité pour 'examen mycajogi selon I'examen direct.

Ongles Cuir chevelu
Positifs 6 10
Négatifs 7 6
TOTAL 13 16

b-Culture :

Le tableau 06 nous montre que la culture nous mipede découvrir la positivité de 10

échantillons sur 13 pour les ongles et 10 cas lgocuir chevelu.
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Tableau 06 Fréquence de la positivité de I'examen mycologigalon la technique de la

culture.
Ongles Cuir chevelu
Positifs 10 10
Négatifs 3 6
TOTAL 13 16

c-Association de I'examen direct et la culture :

Tableau 07 Fréquence de la positivité des ongles et duaherelu selon I'association de

I'’examen direct et la culture.

Ongle Cuir chevelu Total
ED+ 6 10 16
C+
ED- 04 00 04
C+
ED+ 00 00 00
C-
ED- 03 06 09
C-
Total 13 16 29

Les résultats globaux des analyses mycologiquesrarargue:
- L’examen direct a montré la positivité de 16 sas 55,17%.
- La culture a montré la positivité de 20 échamidl soit 68,96%.

- L’association des deux techniques a montré |&ipib8 de 68.96% des cas.







Discussion

Notre travail vise comme objectif a étudier et denparer entre les différentes
techniques de diagnostic utilisées en parasitoldgies le laboratoire lbn Zohr de Guelma

et ceci pendant une période de deux mois et 8 gilanst du 12 mars au 20 mai.
5.1 Type de consultation :

Parmi les patients recus au laboratoire de patagigy 36.8% étaient des externes,
ce chiffre est inferieur a celui retrouvé pRenouis et al. (2012) a Oran et dont le
pourcentage des consultations externes est de%7e2®galement inferieur a celui noté
par Kasmi et Saidouni (2016)a Tlemcen. Ces résultats discordants peuvent l&iexp
par la nature des laboratoires (CHU, EPH), aing s habitudes de prescription des

examens par les praticiens de ces deux régions.

5.2 Fréquence des cas positifs selon I'examen patakgique des selles

Notre étude a estimé que 18.4@es patients étudiés sont infestés. Cette fréguen
est comparable aux résultats retrouves @araibi et Seghir (2014)dans la région de
Tlemcen ou 15,14% des prélevements étaient podhlife est aussi comparable a ceux
retrouvés pamBenzalim (2010)dans la région de Marrakech (23.8%). Cependant, la
fréquence des cas positifs dans notre étude estéfduée que celle relevée fasmi et
Saidouni (2016)dans la région de Tlemcen (11 %) et inferieure lie @nregistrée par
Cheikhrouhou et al (1998)dans la région de Sfax en Tunisie (29,6t Ndiaye (2006)
dans la région de dakar (54.4%).

Ces résultats peuvent étre expliqués par le faé ks autres études étaient
effectuées sur une période plus large (entre 07etos ans) et un échantillonnage plus
grand (entre 167 et 30573 patients).

5.3 Les techniques utilisées pour 'examen parasitmique des selles:

Parmi les 38 échantillons de selles recus au lédiogade parasitologie, 7 sont

positifs (a savoir 18,42%) a I'examen direct.

Nos résultats sont restreints par rapport a ceusgeroBs parKasmi et
Saidouni(2016)dans la région de Tlemcen ow/8@s échantillons sont positifs a 'examen
direct. Par contre, ils sont concordants avec cetmuvés parOuraibi et Seghir(2014)

ou 15.24 des prélévements était positifs.
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Concernant la technique de Ritchie réalisée suspgéximens de selles recus au
laboratoire de parasitologie, nos résultats monhtrea positivité de 36,15%. Ces résultats
sont inferieurs a ceux observés gasmi et Saidouniqui ont observé 58% de cas positifs.
Cependant ils sont supérieurs a ceuPutaibi et Seghir (2014) qui ont noté une
positivité dans 17,14% des échantillons de sedetement.

Ceci peut étre expliqué par le fait que la techaide Ritchie permet d’augmenter
le taux de positivité de I'examen direct qui essggade 18.42a 36.15%, et corriger la
négativité de I'examen direct.

D’apres notre étude des résultats de la technigu&ado, tous les examens des
selles réalisées taient négatifs. En fait, cect péne expliqué que cette technique n’a pas
éte exercée pour tous les échantillons, en effetpektimens seulement ont subi cette
technigue. En plus, cette technique s’applique pawecherche des ceufs d’helminthes
(Kremer et Molet, 1975). En fait, elle n'a pas pueéréalisée a cause de la non
disponibilité des réactifs nécessaires, ce quinadusous-estimer la fréquence de certains
parasites.

5.4 Technique du scotch test :

Pendant toute la période de notre étude, 03 cdensent ont été recus pour un
examen de scotch test. Parmi ces cas un seulpésiiif (33,33%). Ces résultats sont
comparables a ceux trouvés [@uraibi et Seghir (2014)qui ont noté 28.6 En effet,
cette technique augmente le taux de positivitéodgares.

5.5 La recherche de leishmaniose cutanée :

Bien que I'examen direct aprés coloration soit deen le plus adapté pour le
diagnostic de la leishmaniose en zone d’endéMaty et al., 2002, les résultats obtenus
dans notre étude sont comparables a ceux retrqard3jezzar-Mihoubi (2006) dans la
région de Constantine ou 42les patients étaient positifs. De méme, nos @Esuiont
concordants avec ceux enregistrés Méaroub et al (2006)dans le foyer de Tlemcen ou
un taux de positivité de 44.7& été noté. Ceci est du au fait que I'examen diapcés
coloration est plus facile et plus efficace pourrédgherche des formes amastigotes de

Leishmania.
5.6 Analyses mycologiques

Les prévalences retrouvées dans natideétoncernant les analyses mycologiques

du cuir chevelu étaient comparables a celles rappedans d'autres études. Le nombre de
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patients dans notre série est inférieur par rapgpedux enregistrés pBerth (2006) avec
873 cas dans la région du Mali.ll est de méme pétude dEI idrissi (2009 avec 2962

cas dans la région de Rabat

La fréquence des cas positifs quand I'examen desttnégatif et la culture est
positive est de 62%. Quand I'examen direct et leuoeli sont négatifs le taux de positivité
est de 37,5%. Néanmoins, La culture n'est jamaimtide et 'examen direct positif. Ces
résultats sont concordants avec ceux observés|pdrissi (2009) dans la région de Rabat
au Maroc etBerth (2006) au Mali. Les prélevements considérés comme p®sitift
montré un développement fongique positif (présefes colonies) aprés culture méme si
I'examen direct s’est montré négatif. Nous constataussi que 6 prélevements se sont
révélés négatifs (37,5%), ce qui signifie que Fa&a direct et la culture étaient a la fois

négatifs.

Les résultats des analyses mycologiques des ordgesiotre étude étaient
comparables a ceux rapportés dans dautres travexvés dans la littérature.
Essamkaoui (2012)dans la region de Rabat a noté des taux de pt&sithférieurs par
rapport aux nétres. En fait, pour un nombre deepédi de 924, le pourcentage des cas
positifs de I'examen direct est de 28,1%. Pour cdexla culture un pourcentage de

42,85% a été enregistré.

Ces resultats seraient expliqués en partie pgrtages connus dans les techniques
utilisées pour le diagnostic des onychomycosesa d@alité du prélevement mycologique
et de la bonne interprétation des examens mycalegiqéalisés. Nous signalons une
absence totale de contamination de nos échantilii¥ievés et analysés. Ceci est peut étre
du a la localisation stratégique du laboratoireegtconditions d'asepsie rigoureuses, ainsi
que l'usage de milieux trés sélectifs, ce qui aténa contamination bactérienne. D'autre
part, il est important de signaler que la réalsatdes préléevements a la salle du
prélevement qui se trouve au sein du laboratoirengleologie a joué un rdle important

dans la prévention des contaminations.
5.7 L’examen parasitologique des urines

D’aprés notre étude, la technique de centrifugagorcoloration MGG ont donné des

résultats satisfaisants avec une fréquence leiyatisile 100%. Ceci peut étre expliqueé
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par le fait que la concentration permet la décaevees parasites méme s'’ils sont en

nombre restreint (Bayo, 2001).

De méme, la coloration permet d’observer les paasnéme s'’ils sont transparents ou de

petite taille et augmente ainsi le taux de poséipar rapport a I'examen direct.
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Conclusion

Le diagnostic parasitaire de certitude est basé lsumise en évidence et
I'observation directe du parasite, avec ou sanerabbn, dans un produit biologique tel
que les selles, le sang, les urines, la peasdetions vaginales, les expectorations ou
les crachats, le liquide duodénal, le liquide Iolanalvéolaire, le liquide
céphalorachidien, les produits de biopsie ou decfam le pus et les cheveux. De méme,
lorsque l'examen direct s'avére négatif, la misecdture du produit biologique sert a

mettre en évidence le parasite dont l'identificafpermettra le diagnostic parasitaire

Le laboratoire est un pilier pour une meilleurespren charge des maladies. Les
analyses effectuées permettent la prise en chaéggapeutique. Il est tres important de
bien maitriser les étapes des examens parasitalegigt mycologiques a partir d’'un

prélevement.

Durant les 02 mois de stage au laboratoire de Miologie au sein de I'Hopital
Ibn Zohr de Guelma, nous avons recensé au totaédd@ntillons. Parmi ceux-ciles
examens parasitologiques des selles constituergxiasens les plus demandés avec 38
examens soit (41,30.

A partir des résultats obtenus, il ressort que6(39, des sujet examinés sont
positifs, alors que la mycologie arrive a la téeelalliste de positivité suivie par I'examen
des selles soit (23.33 puis la leishmaniose (13,38 ensuite les urines soit (6/66et
enfin scotch test soit 3,33

Cette étude prouve a nouveau l'intérét que rev@telamens parasitologiques et
mycologiques dans le diagnostic des parasitosee®tmycoses. Cet intérét est encore
majoré quand cette analyse est réalisee a l'aidenéodes slres, rapides et faciles.
Néanmoins, une baisse du nombre d'examens paogsifjoés et mycologiques effectué au
laboratoire a été constaté. Ceci pourrait s'enpligpar I'insuffisance du matériel et des
réactifs nécessaires pour ce type d’analyse.

Quelques recommandations peuvent étre données :

- Provision des bonnes qualités de matériels etrdestifs nécessaires pour réaliser
plusieurs techniques parasitologiques et mycolagqu

- L’agrandissement des locaux avec création d'alle pour 'examen parasitologique et
une autre pour I'examen mycologique.

-La mise en place d’un controle de qualité en baoltation avec des laboratoires externes
de référence.
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Annexe

Tableau 1 : Composition des colorants utilisés

Colorant

Composition

M.I.F (Petithory, 1998)

» Teinture de merthiolate :

-merthiolate.
-alcool.
-acétone.

- eosine.

» Solution MF (a conserver en flacon brun) :
-teinture de merthiolate : 200ml.
-formol du commerce 25ml.
-glycérine 5ml.

-eau distillee 250ml.

» MIF:

-merthiolate sous forme de teinture.
- iode sous forme de lugol a 5 %.

- formol du commerce.

Coloration de Bailenger et
Farragi(Petithory, 1998)

-Violet cristal ......ovvvveviiiiiiininnnn. 05
-Fuchsine basique ....................... 0,1¢g
-Alcool 295 %0 ... 20 ml
-Phénol cristallisé fondu ............. 4 ml

Apres dissolution, ajouter :
-Eau distillée .........cccceeeeeeee. 100

Coloration au lugol (Rousset,
1993)

» Solution de lugol double :
-lode en paillettes : 0.1g
-lodure de potassium : 0.2g
-Eau distillée : 10ml
Dissoudre l'iodure dans tres peu d’eau,puis ajoute
I'iode peu a peu et compléter avec le reste dell'ea
Le colorant doit étre conserveé en flacon brun et

renouveler régulierement.

-

Coloration au noir chlorazole
de Kohn (Achir et Hamrioui.,
2001)

-Noir chlorazol : 5 g.
-Alcool éthylique a 90° : 170 ml.
-Alcool méthylique : 160 ml.
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-Acide acétique : 20 ml.

-Phénol liquide : 2 ml.

- Acide phosphotungestique a 1% : 12 ml.
-Eau distillée gsp 100 ml.

Coloration de Ziehl-Neelsen -Solution A : 15g de fuchsine sont solubilisés
(Achir et Hamrioui., 2001) dans 100 ml d’éthanol a 95%.

-Fuchsine phéniquée : 10ml de la solution A sont
additionnés a 90ml d’eau phéniquée a 5%.
-Acide sulfurique a 2% : 2ml d’acide sulfurique
sont additionnés a 98ml d’eau distillée.

-Vert malachite a 5% : 5g de Vert malachite sont

dissous dans 100ml d’eau distillée.

Coloration APV- Trichrome » Trichrome :

(Guillaume V., 2007) -Chromotrope 2R : 0.6g.

-Vert lumiére : 0.3g.

-Acide phosphotungestique : 0.7g.
-Acide acétique : 1 ml.

- Eau distillée gsp 100 ml.




Résumé

Sur une période de 2 mois et 8 jours, allant dmmags au 20 mai, quatre vingt douze
(92) prélévements pathologiques de nature différenit été analysés au laboratoire de
Microbiologie, a I'hépital Ion Zohr de Guelma. Ibjectif de cette étude est de connaitre les
différentes techniques mises en ceuvre dans le chdmiagnostic des parasitoses et des

mycoses, chez des patients hospitalisés et destsaé consultation externe.

En effet, on a constaté que la démarche diagnestips parasitoses comporte
'examen des selles (techniques de 'examen diRichie et Kato) des urines, technique du
scotch test, diagnostic de la leishmaniose cutaD&eitre part, les analyses mycologiques

concernent les ongles et le cuir chevelu.

Malgré les imperfections surtout concernant le nui@nde produits et de réactifs, ainsi
gue I'espace restreint au niveau du laboratoies résultats sont concordants avec ceux de la

littérature.

Mots-clés: Guelma, technique, diagnostic, parasitologiecoiygie.



Abstract:

Over a period of 2 months and 8 days, from 12 March to 20 May, ninety-two (92)
pathological samples of a different nature were analyzed at the Microbiology Laboratory At
the Ibn Zohr Hospital in Guelma. The objective of this study is to know the different

techniques used in the diagnosis of parasitoses and mycosis.

Indeed, it has been found that the diagnostic procedure of parasitoses includes
examination of stools (techniques of direct examination, Richie and Kato) urine, scotch test
technique, diagnosis of cutaneous leishmaniasis. On the other hand, the mycological anayzes

concern the nails and the scalp.

In spite of the imperfections especialy concerning the lack of products and reagents, as
well as the limited space at the level of the laboratory, our results are concordant with those of

the literature.

Key words. Guelma, technique, diagnostic, parasitology , mycology.
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