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ELISA :Enzymes - Linked-Immunosorbent-Assay
FIV: Virus de I'immunodéficience féline

5FC: Flucytosine

GXM : Glucuronoxylomannane

GalXM :Galactoxylomannane

HTIC : Hypertension Intra Cranienne

HAART : Highly Active Anti Retroviral therapy
IDSA : Sociéte Américaine de Maladies Infectieuses
LCR: Liquide Céphalo -Rachidien

LBA : Liquide Broncho Alvéolaire

LLC: Leucémie lymphoide chronique

ME : Meéningo-Encéphalite

MP :  Mannoproteines



MGG : May Grunwald Giemsa

OMS : Organisation Mondiale de Santé

PCB: Pomme de Terre Carotte Bile

PNLS : Programme National de lutte contre le SIDA
PAS : Periodic Acid Schiff

SRG : Structure Reporter Group

SNC: Systéeme Nerveux Central

SRI: Syndrome de Reconstitution Immune
SS: Sabouraud Simple

SA:  Sabouraud actidione

SC:  Sabouraud chloramphénicol

SIDA : Syndrome d’Immunodéficience Acquise
TI: Transcriptase Inverse

VIH: Virus de I'lmmunodéficience Acquise
YCB: Yeast Carbone Base

VN :  Valeur normal

VE:  Valeur extréme

VM : Valeur moyenne
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Introduction
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La cryptococcose est une mycose systémique opportuniste fréquente et sévere causée
par Cryptococcus neoformans : un champignon levuriforme encapsulé cosmopolite, et vivant
dans plusieurs niches écologiques. Elle est fréquente chez I'immunodéprimé et rare chez

I’immunocompétent.

Cette infection était rare avant I’ére du SIDA. Ce géant en sommeil s’est réveillé, il est
actuellement un sujet de préoccupation pour tous les praticiens traitant les immunodéprimés et

plus particulierement les sidéens.

C'est une affection habituellement mortelle au cours du SIDA, méme dans les pays ou
tous les moyens diagnostiques et thérapeutiques sont a la disposition du praticien.

A Tlarrivée des traitements antirétroviraux, I’incidence de la cryptococcose a
drastiguement diminué dans les pays ou ces thérapeutiques sont disponibles. Cependant elle
reste un enjeu majeur de santé publique dans la plupart des pays du sud n’ayant pas acces a

ces thérapeutiques.

Dans I’esprit d’apporter une contribution aux connaissances déja acquises grace aux
différents travaux menés sur le sujet, nous avons envisagé de faire a travers la présente étude
une nouvelle mise au point autour de la CNM et de discuter les cas rapportés au CHU Ibn
Sina de Rabat. Ainsi notre travail est divisé en deux parties :

e Une partie théorique : c’est une revue de la littérature médicale traitant les aspects
épidémiologiques, cliniques, biologiques, thérapeutiques et évolutive de cette infection en
précisant les actualités concernant cette mycose.

e Dans la seconde partie de ce travail, nous rapportons 40 cas de CNM diagnostiqués au
service de parasitologie -mycologie de I’hépital Ibn Sina de Rabat sur une période de 21
ans (1993- 2014). Les principaux objectifs de cette étude sont :

v’ Evaluer la fréquence de la CNM au sein du CHU lIbn Sina.
v' Etudier ses aspects cliniques et biologiques et les comparer avec d’autres séries.

v" Souligner les particularités thérapeutiques et I’évolution cliniques des patients.
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Partie théorique :

Généralités sur La Cryptococcose
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I. Historique [1-13]

Anciennement dénommée blastomycose européenne, torulose ou maladie de « busse-
bushke», la cryptococcose a €té décrite pour la 1lere fois en 1894 : Otto Busse et Abraham
Bushke, deux médecins allemands isolerent un microorganisme a partir d’une lésion tibiale

chez une jeune femme de 31 ans, qui ultérieurement décéda d’une infection disséminée.

La méme année en Sardaigne, Francesco Sanfelice isola la levure qu’il découvrit
capsulée dans une culture de jus fermenté de péche. Puis en 1895, il a démontré sa
pathogénicité, il s’est apercu que la levure inoculée a I’animal provoquait des lésions

ressemblant a des tumeurs. Pour cette raison, il I’appela Saccharomyces neoformans.

En 1896, le francais Ferdinand Curtis décrivit un nouveau cas de cryptococcose. Il
renomma cette souche isolée d’une lésion de la hanche Saccharomyces subcutaneous

tumefaciens. Par la suite une cinquantaine de synonymes ont été utilisés.

Ainsi, dés la fin du XIXeme siecle, ces trois descriptions ont suggéré, d’une part la
nature saprophyte dans I’environnement et d’autre part le pouvoir pathogéne de cette levure
pour I’lhomme. La levure initialement nommé Saccharomyces neoformans fut baptisée C.
neoformans en 1901. Au fur et @ mesure de son étude, de nombreuses appellations furent

attribuées a ce champignon :

e Torula histolytica par Frothingamen 1902 .
e Torula plimmer et Torula sanfelice par Weiss en 1912,

e Torulopsis neoformans par Hodder en 1937.

Le nom de Cryptoccocus neoformans fut adopté par le Comité anglais de Mycologie
en 1949.

Le premier cas de méningite a Cryptoccocus neoformans fut diagnostiqué par Versé en
1914. En 1935, les variétés neoformans et gatti furent identifiées par Benham qui vont étre
sérotypés 9 ans plus tard par Evans en sérotypes A, B et C.

La levure fut isolée du sol en 1951 par Emmons en Virginie. Wilson Bennett et Bailley
décrivirent pour la 1ére fois le sérotype D.
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A partir de 1970, les travaux génétiques biochimiques et épidémiologiques ont permis
de subdiviser I’espece de Cryptococcus neoformans en 2 variétés différentes et

d’individualiser I’espece Cryptococcus gattii.

A partir de 1975, les travaux majeurs de Kwon Chung et de son équipe ont permis de
révéler I’existence d’une forme sexuée dans la nature, espece Filobasidiella neoformans: En
croisant deux souches de sérotypes D. Dés I’année suivante, I’espece Filobasidiella
bacillispora fut découverte: En croisant des souches de sérotypes B et C.

Le sérotype AD fut mis en évidence en 1982. En 1999, Franzot propose de créer une

nouvelle variété pour le sérotype A qui devient C. neoformans variété grubii.

Enfin en 2002, Kwon —Chung et ses collaborateurs suggerent finalement de séparer les
deux especes neoformans et gattii sur la base d’arguments écologiques épidémiologiques bio

pathologiques biochimiques et génotypiques.

Le premier cas africain de cryptococcose fut décrit a Dakar par Camain en 1951.Au

Maroc le premier cas fut décrit en 1978 chez un enfant de 7 ans a I’hdpital d’enfants de Rabat.

I1. Epidéemiologie
1. Agent pathogéne
1.1 Position taxonomique [11,14-17]

Le cryptocoque est une levure dont la classification est la suivante :

e Régne : Champignons ( fungi)

e Division : Eumycota ( basidiomycota )

e Sous Division : Basidiomycotina

e Classe :Hétérobasidiomycetes ( tremellomycetes)

e Ordre :Filobasidiales ( tremellales)

e Famille :Filobasidiaceae (tremellaceae)

e Genre :Filobasidiella pour la forme sexuée ,Cryptococcus pour la forme asexuée

e Espéce: neoformans, bacillispora
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A I’heure actuelle, on référence 58 especes différentes de Cryptococcus. Ces levures
capsulées sont trés répandues dans le monde mais trés peu d’entre elles sont pathogénes pour

I’lhomme.

Les travaux génétiques épidémiologiques biochimiques et pathogéniques de Kwon

chung et Bennet avaient montré que I’espéce C .neoformans se subdivise en trois variétés ;
C .n.neoformans, C .n.grubii et C.n.gattii et 4 sérotypes :

+ C.neoformans var neoformans, représentée par le sérotype D.
+ C.neoformans var grubii représentée par le sérotype A.
4+ C.neoformans var gatii, représentée par le sérotype B et C.

Un cinquiéme sérotype AD, constituerait un hybride diploide résultat de la fusion entre
une souche de sérotype A et une souche de sérotype D.

La spécificité de sérotype est portée par le glucuronoxylomannane GXM, il existe des
anticorps monoclonaux anti GXM qui permettent d’identifier ces sérotypes.

Il existe d’autres especes de Cryptocoques cosmopolites saprophytes ne devenant
pathogénes qu’exceptionnellement:

4+ C. albidus a été isolé des lésions méningitiques, pulmonaires et du sang. Il ne pousse pas
a 37 °Cet il n’est pas pathogéne pour la souris.

4+ C. laurentii est saprophyte des fruits des grains de feuilles, du sol et d’eau de mer .II
pousse mal a 37 °C et son caractére pathogéne est discutable.

+ C. terrans a éte isolé du sol en 1954.

4+ C .uniguttulatus a été isolé a partir d’un onyxis en 1934. Il a été retrouvé chez des
patients atteints de bronchites en France.

+ C. curvatuset et C. diffluens ont été isolés du LCR et d’hémoculture des patients atteints
de SIDA.

D’autres espéces ne sont a priori pas pathogenes chez I’homme ou I’animal mais

rapportées chez quelques patients, on cite :

e C. ater

e C. gastricus
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A ce jour, la nomenclature officielle reconnait deux espéces. Et en résumé le sérotype
A correspond a C. neoformans variété grubii, et le sérotype D a C.neoformans variété

neoformans, et les sérotypes B et C sont regroupés sous I’espéce C. gattii.

Tableau I: Taxonomie actuelle de C .neoformans et C.gattii [17]

Especes \ variétés Sérotype Types moléculaires Génotypes
Cryptococcus VNI AFLP1
neoformans A VNII AFLP1B
var grubii VNB AFLP1A
Hybride AD AD VNIII AFLP3
Cryptococcus
neoformans D VNIV AFLP2
var neoformans

VGI AFLP4
Cryptococcus B\C VGIII AFLP5
gattil VGIV AFLP7
VGII AFPL7

1.2 Morphologie [4,18-22]

Les levures du genre Cryptococcus sont des organismes unicellulaires. Elles se
présentent sous forme sphérique ou ovoide de 5a 20 pm en moyenne, avec une paroi épaisse
doublée d’une capsule gélatineuse caractéristique. Cette capsule est plus ou moins épaisse
selon les souches, leur environnement in vivo et la nature du milieu de culture (capsule

importante sur milieu gélosé au malte a 37°C).

Ces levures sont capables de relarguer de I’amidon dans le milieu ambiant. Ce caractére
meétabolique constitue par ailleurs un des éléments du diagnostic différentiel avec des levures

du genre Rhodotorula.

La capsule polysaccharidigue composée de glucuronoxylomananes (GXM), de
galactoxylomananne (GalXM) et de mannoproteines (MP) fait la particularité de
Cryptococcus neoformans, car elle est le facteur majeur de sa virulence et permet aussi un

diagnostic rapide lors de I’examen direct par I’encre de chine.
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Ces levures se reproduisent soit par une :

e Reproduction asexuée : un bourgeonnement généralement unique mais parfois
multipolaire. Les bourgeons sont reliés a la levure mére par un col étroit et peuvent
former exceptionnellement des pseudo-filaments.

e Reproduction sexuée: de spores sexuées appelées basidiospores qui naissent dans

des éléments allongées, les basides.

La variéte gattii se distingue par la taille inférieure et une forme plus ovoide voire

allongée, alors que la variété neoformans est caractérisée par la forme ronde.

Figure 1: Levures de Cryptococcus neoformans a I’encre de chine vues au microscope optique.
(Objectif 40). Photo du laboratoire central de parasitologie-mycologie HIS

1.3 Ultra structure [4,7,12, 15,21-25]

Les levures des deux espéces sont entourées d’une capsule polyosidique composée
majoritairement de glucuronoxylomannane (GXM) qui représente environ 80 % du matériel
polyosidique et 10 % de le galactoxylo-mannane (GalXmM), et de mannproteines (MP).
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La capsule est reconnue comme un des facteurs majeurs de virulence depuis de

nombreuses années.

Mais la démonstration de son pouvoir pathogéne n’a été faite qu’en 1994 aprés clonage
d’un gene nommé CAP59 nécessaire a la synthése de la capsule. Lorsque la souche dont le
géne CAP59 a été inactivé (délétion du gene) est injectée chez des souris, les animaux ne
développent pas de cryptococcose. Lorsque le gene est réintroduit, les levures se ré entourent

d’une capsule et redeviennent virulentes.

La paroi est située sous la capsule et elle a une épaisseur d’environ 50nm, elle se
constitue de trois strates :

e Une couche externe dense aux électrons riche en complexes mannoprotéiques et
renfermant de la chitine.
e Une couche moyenne claire constituée de glucanes.

e Une couche interne dense de nature protéique.

Une zone claire aux électrons de 25 a 40 nm d’épaisseur et de nature chitineuse sépare

souvent la capsule de la paroi cellulaire.

La membrane plastique semblable a celles des autres levures, adhére a la paroi. Elle est
lisse, son épaisseur est de 8 a 10 nm. Elle peut présenter des invaginations cytoplasmiques et
elle est constituée d’une double couche lipidique.

Le cytoplasme contient :

e Un noyau de 1 a2 pum de diamétre qui possede une membrane claire et son matériel
chromatique est généralement désintégré au lieu de former un nucléole défini.

e Des mitochondries.

e Des ribosomes.

e Du réticulum endoplasmique.

e Des vacuoles et des granules lipidiques.
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Figure 2: Aspect de Cryptococcus neoformans en microscopie électronique a transmission

1: Capsule, 2 : Halo, 3 : Paroi, 4 : Membrane cytoplasmique, N : Noyau [15]

1.4 Biotope [4,6,11,26- 30]

C. neoformans est un saprophyte de I’environnement, répandu dans le monde entier
notamment dans le sol, les fruits, les débris végétaux, les excréments d’oiseaux en particulier
du pigeon.

La prolifération du champignon dans le milieu extérieur est favorisée par
un sol enrichi en matiéres organiques et surtout en azote fourni par les fientes d’oiseaux.
Les excréments de pigeon sont trés riches en acide urique, xanthine,  créatinine et
guanine nécessaires au bon développement des levures et a leur multiplication,
ainsi que la genese des formes sexuée. On les trouve parfois dans les fientes de moineaux

perdrix, serin, canari, poules et aigles.

10
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La levure pourrait survivre 16 mois dans le sable et plus de 2 ans dans la terre
ombragée, en particulier dans une atmosphere confinée a forte hygrométrie, de préférence de
pH entre 6,8 a 7,2.

Son développement s’arréte a partir de 39°C, c’est pourquoi il ne peut pas se
multiplier dans le tractus digestif du pigeon mais il survit dans le jabot ou la température est

nettement plus basse. Sa survie peut alors dépasser 10 ans.

C. neoformans a été également retrouve dans les poussieres récoltées au domicile des

patients avec cryptococcose associée au SIDA.

C .gatii serait principalement retrouvé dans le sol. 1l a également pour niche écologique
I’écorce des arbres et en particulier les eucalyptus. Les travaux d’Ellis et Pfeiffer au début des
années 1990 ont démontré cette association spécifique entre la levure et les arbres hotes a
savoir Eucalyptus camaldulensis et Eucalyptus tereticornis. Callejas a aussi démontré la
présence de cryptocoques de sérotype C dans les amandiers de I’espéce Terminalia catappa
en Colombie. Enfin cette variété a été décrite dans les excréments des animaux se nourrissant

de ces plantes notamment les koalas.

Les variétés grubii et neoformans sont cosmopolites et responsables de la majorité de

cas de cryptococcose en particulier chez les immunodéprimés.
2. Larépartition géographique [2, 4,7,11, 31-32]

Il existe deux variétés de C. neoformans : la variété grubii (sérotype A ) ubiquitaire de
distribution cosmopolite responsable de la majorité des cas de cryptococcose, et la variété
neoformans (sérotype D) est plus rare et identifiée principalement en Europe, en particulier

en Italie et en France ou elle est impliqué dans 20% des infections .

Les souches de la variété grubii provoquent des maladies plus graves chez I’homme

que les souches de la variété neoformans.

D’aprés des études épidémiologiques effectuées en France, C. neoformans variété
grubii représenterait 79.5% et il est largement dominant aux Etats Unis, aussi bien dans
I’environnement qu’en pathologie humaine avec des proportions de 95% en Amérique du
Nord et 89% en Amérique latine.

11
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C. gattii (sérotype B) serait limité aux zones tropicales et subtropicales
d’Afrique, d’Asie du Sud-Est. Cette levure est méme endémique en Australie et en
Papouasie. Nouvelle Guinée, mais des études récentes relatent a présent une distribution
plutét mondiale. En effet en 1999, C. gattii a été retrouvé en zone tempérée. Il est ainsi
devenu émergent sur I’Tle de Vancouver et en Colombie Britannique (Canada) avec une
des incidences les plus élevees a travers le monde, créant ainsi un nouveau foyer endémique.
De plus, il a été observé une propagation du champignon depuis [I’lle de Vancouver vers
d’une part, les basses terres continentales de la Colombie Britannique et d’autre
part, vers les états de Washington, et de I’Oregon aux Etats-Unis.

En pathologie humaine, chez les malades atteints de cryptococcose sur terrain SIDA,
seuls les sérotypes A et D ont été identifiés jusqu'a présent malgré I’origine tropicale de
certains malades atteints du Sida. Le sérotype B vient d’étre identifié dans une cryptococcose
chez un africain de Bangui atteint de SIDA. Ainsi les variétés grubii et neoformans sont
cosmopolites et responsables de la majorité des cas de cryptococcose en particulier chez les

immunodéprimés.

Au Maroc les cas décrits de cryptococcose auraient probablement pour agent
responsable Cryptococcus neoformans.

3. Prévalence et Incidence [13,32-34]
3.1 Prévalence

La prévalence de I’exposition a la cryptococcose est élevée puisque 80% de la
population adulte présentent des anticorps anti Cryptococcus neoformans, en I’absence de
cryptococcose. Mais la maladie est relativement rare et survient, le plus souvent sur un
terrain de déficit profond de I'immunité cellulaire. Actuellement 80 a 90 % des infections a
cryptocoques surviennent chez les VIH positifs.

En Afrique sub-saharienne, en général 15 a 35% des patients VIH vont développer une

cryptococcose.
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3.2 Incidence

L’incidence de la maladie est restée faible jusqu’aux années 1980, se cantonnant aux
alentours de 25 cas déclarés par an en France et de 300 cas par an au Etat Unis. C’est avec
I’émergence de I’infection par le VIH, principal terrain favorisant la maladie que la
cryptococcose est devenue une infection opportuniste fréquente dans les années 1990 ou plus
de 80 % des cas étaient associés a I’infection par le VIH. L’infection atteignait alors selon les
séries jusqu'a 10 % des malades infectés par le VIH.

A Tarrivée des traitements ARV, I’incidence de la cryptococcose a drastiquement
diminué dans les pays ou ces thérapeutiques étaient disponibles. Ainsi en France I’incidence a
baissé de 47 % depuis 1997.

La cryptococcose reste cependant un enjeu majeur de santé publique dans les pays du
sud n’ayant pas acceés a ces thérapeutiques. Les données récentes de I’OMS soulignent la
gravité de la situation actuelle dans les pays émergents ou I’acces aux (ARV) reste limité.

Ainsi des études récentes en Afrique et en Asie du Sud Est ont montré que la prévalence
de Iinfection atteignait jusqu'a 18 % des patients infectés par le VIH sévérement

immunodéprimés.

La cryptococcose reste une des infections opportunistes les plus fréquentes et contribue
de fagon majeure a la mortalité précoce responsable de 13 a 44 % des décés dans les cohortes
des patients infectés par le VIH dans ces pays.

On comptabilise presque un million de nouveaux cas de cryptococcose tous les ans dans
le monde, et 700 000 déces parmi des cas. Par comparaison I’OMS cite le chiffre de 213 000

nouveaux cas de lépre dans le monde en 2010 soit cing fois moins.

Au Maroc la prévalence et I’incidence de la cryptococcose neuroméningée ne sont pas
connues, il n’existe que des données parcellaires publiées sur des cas sporadiques hospitaliers.
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4. Facteurs favorisants
4.1. Le Sida principal facteur de risque
a. Rappel sur le Sida [35]

Le Virus de I’lmmunodéficience Humaine (VIH) appartient a la famille des rétrovirus.
Il s’agit d’une vaste famille de virus a ARN, dotée d’une enzyme spécifique dénommée
Transcriptase Inverse (TI).Cette enzyme va permettre de synthétiser a partir de I’ARN viral

un ADN bi caténaire dit « proviral » qui va s’intégrer dans le génome de la cellule infectée.

L'infection a VIH est un phénoméne dynamique caractérisé par l'altération progressive
des défenses immunitaires. 1l en résulte des affections opportunistes dont la survenue est
largement facilitée par l'immunodépression qui caractérise le SIDA qui est donc une poly
pathologie.

Le VIH infecte les cellules du systeme immunitaire, en particulier les lymphocytes
T CD4+et les cellules présentatrices d'antigenes (monocytes, macrophages, cellules
dendritiques, etc.). Ce qui conduit a une fragilisation des défenses de I'organisme qui fait du
SIDA une "porte ouverte" a de multiples affections bactériennes, virales, parasitaires et

tumorales et a la reviviscence d'infections quiescentes antérieures a I'immunodépression.
b. Situation épidémiologique du VIH au Maroc [36-37]

Depuis le premier cas en 1986, le nombre de cas de VIH/sida notifiés a atteint 8705 en
fin décembre 2013 dont 5243 (soit 60%) au stade sida maladie et 3416 porteurs
asymptomatiques du VIH. Cette proportion a évolué de 32% en 2009 a plus de 50% en 2012
-2013.

Selon la surveillance sentinelle, la prévalence du VIH au Maroc reste faible et
relativement stable chez la population générale (autour de 0,14%) et chez les femmes
enceintes (0,1%). Elle est cependant beaucoup plus élevée chez les populations clés les
plus exposées aux risques d’infection au VIH, telles que les professionnelles du sexe
(2.0%), les homosexuels (4.5%), les usagers de drogues injectables (14%) et les migrants
(4.5%). Des prévalences élevées ont aussi été enregistrées parmi certaines populations
vulnérables telles que les détenus (0.3-1%) et les ouvrieres saisonnieres (0.4-1%).
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c. Cryptococcose et VIH [4, 21, 32, 34,38-40]

La majorité des cas de cryptococcoses dans le monde survient donc chez des patients
infectés par le VIH (50 a 75 % des cas selon les séries). Cette mycose apparait a un stade
avancé d’immunodépression (médiane des lymphocytes CD4+< 50 mm?®), et c’est un
événement classant syndrome d’immunodéficience acquise (sida) en cas d’atteinte extra

pulmonaire.

Le principal facteur de résistance du Cryptococcus a la phagocytose est sa capsule, et il
a été montré que la protéine d’enveloppe gp 120 du VIH inhibe la capacité de phagocytose
des macrophages alvéolaires humains envers le cryptocoque. De méme dans les cultures
cellulaires infectées par le VIH, une tres forte concentration de polysaccharide capsulaire
cryptococcique augmente la production d’antigéne (Ag p) 24, suggérant la possibilité d’une

stimulation de I’infection virale.

Le taux de mortalité associé a la méningite cryptococcale, causée par la levure
C. neoformans, peut s’élever a 30 % chez les patients atteints du sida dans les régions ou les
ressources font défaut. Lors de son dernier sommet, l'organisation mondiale de la santé
(OMS) a approuve selon les statistiques que la cryptococcose venait en deuxiéme position des
infections opportunistes fatales apres la toxoplasmose chez les personnes infectées par le
VIH.

Dans les années 1990, C. neoformans est devenu la premiere cause de méningite
positive par culture dans de nombreuses régions, y compris la ville de New York. La
meningite cryptococcale fait a elle seule environ 624 000 victimes chaque année.

La surveillance de la cryptococcose a débuté en 1985 au CNRMA en France. Jusqu’au
23/02/2014, 3063 cas de cryptococcoses ont été enregistrés. Le nombre de cas diagnostiqués
et notifies est stable depuis plusieurs années, aux alentours de 70cas/an avec une proportion
désormais égale de sujets séropositifs pour le VIH et séronégatifs.

En effet, le nombre de cryptococcoses diagnostiquées chez les sujets séronégatifs pour
le VIH a tendance a augmenter depuis 2004 sans qu'on n‘ait encore trouvé une explication,

avec une augmentation concomitante de la proportion de femmes.
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En 2002 selon L'OMS, 10 a 30% des personnes vivantes avec le virus
d'immunodéficience humaine présentant une cryptococcose neuromeningeée et vivant en zone
tropicale sont décédés de cette pathologie opportuniste. La fréquence de cette maladie a été
évaluée a 35% en Afrique centrale et elle reste la premiére cause de méningite aigué en
Afrique subsaharienne,

4.2. Autres terrains prédisposant a la cryptococcose [4, 32,41- 51]

Certaines populations de patients séronégatifs pour le VIH se révélent particulierement
sensibles & C.neoformans par le biais d’une immunodépression également cellulaire.

L’infection est majoritairement opportuniste chez ces patients.
» Transplantés d’organes :

Son incidence dans cette population tend a augmenter variant de 0.3 a 5% selon les
études, contre 0.2 a 0.9 pour 100000 habitants séronégatifs pour le VIH en 1994,

Selon un travail récent, la cryptococcose est la troisieme infection opportuniste
fongique chez les transplantés d’organes aux Etats —Unis survenant en moyenne plus de un
an apres la greffe chez 68.5 % des patients, le plus souvent apres I’arrét de toute prophylaxie
antifongique. 1l s’agit probablement de réactivations plus que d’infections de novo. Chez les
transplantés hépatiques, le risque de dissémination semble supérieur a celui noté chez les

transplantés rénaux, cardiaques et pulmonaires.
> Neoplasie et hémopathie lymphoide maligne :

Plusieurs cancers et hémopathies malignes sont associés a la survenue de
cryptococcose, en particulier les patients atteints de lymphome non hodgkinien, de leucémie
lymphoide chronique(LLC) ou de maladie de Waldenstrom. Le risque est majoré par certains
anticorps monoclonaux comme I’alemtuzumab (anti CD52) ou par des analogues de purines

comme la fludarabine responsable d’une immunodépression cellulaire majeure.
> La corticothérapie :

Elle constitue un facteur de risque majeur, car elle entrave I'immunité cellulaire. Elle est

associée a une mortalité accrue, et survient le plus souvent chez les patients VIH négatifs.
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» Sarcoidose :

Cette pathologie est responsable d’un déficit immunitaire cellulaire et donc constitue

un facteur favorisant la maladie.
> Le lupus érythémateux disséminé :

Cause une immunodépression cellulaire ainsi que sa prise en charge nécessite un
traitement immunosuppresseur, ce qui favorise la survenue de la cryptococcose comme

complication.
» Les nouveaux immunosuppresseurs :

Les autres facteurs de risque émergents sont les nouvelles chimiothérapies par anticorps
monoclonaux responsables d’une immunodépression cellulaire TCD4 prolongée comme
I’infliximab, I’éfalizumab (anti CD11), I’adalimumab (anti-tumor necrosis factor alpha), qui
sont utilisés dans certains cas de transplantation d’organe, maladies inflammatoire chronique,

cancers solides ou hémopathie malignes.

> Autres facteurs favorisants :
4+ Lagrossesse :

Est une situation physiologique classiquement a risque accru de cryptococcose
notamment pulmonaire. Cette période est caractérisée par un déséquilibre entre les
lymphocytes T helper et T suppresseurs avec une réponse accrue des TH2 et une suppression
de I’action des cytokines thl, ce déséquilibre augmente le risque d’infection.

Des cas de cryptococcose neuroméningée survenues chez des femmes enceintes sans

aucun autre facteur d’immunodépression ont été décrits.
4+ Lesexe:

Il existe une large prédominance masculine chez les patients atteints de cryptococcose.
Des facteurs génétiques et hormonaux ont été évoqués mais non encore identifiés. 1l semble
résulter aussi d’une production plus forte de cytokines a action pro inflammatoire permettant

I’élimination du champignon chez la femme.
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+ L’age:
La cryptococcose est plus rare dans I’enfance, plus fréquente a I’age adulte. Des études
ont démontré qu’il existe une diminution de I’immunité & médiation cellulaire avec I’age, et

dans 20% des cas, il n’est retrouvé aucun terrain prédisposant et notamment aucune

immunodépression.
4 Tabagisme :
Le risque de la cryptococcose est accru chez les sujets fumeurs.
4+ Diabete :
Une relation étroite existe entre la cryptococcose et le diabéte dans 8 a 23% des cas.
I11. La physiopathologie
1. Mode de contamination et de dissémination [4,11, 41,52-58]

La contamination se ferait essentiellement par voie respiratoire, par inhalation des
levures présentes dans I’environnement. La contamination cutanée est possible aprés une
inoculation directe mais elle est minoritaire. Il existe de rares cas de contamination par voie

digestive.

Apres pénétration dans les alvéoles pulmonaires, les levures entreraient en dormance

probablement dans les macrophages alvéolaires et ce pendant de nombreuses années.

Lors de I’apparition d’un deficit immunitaire, elles pourraient se « réveiller »et se

multiplier dans les poumons provoquant une pneumopathie.

Dans la majorité des cas, le pathogene passe alors dans la circulation sanguine et
dissémine dans I’organisme provoquant une méningo-encéphalite et I’infection d’autres tissus

(peau, foie, rein ...).

Une méningite cryptococcique non traitée est fatale dans 100% des cas et méme apres

traitement, le taux de mortalité reste del10 a 15%.

L’infection ne se transmet pas d’homme a homme, sauf dans de rares cas de greffe

d’organes contamines.
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C. neoformans serait aussi responsable de méningites ou de pneumopathies chez le
cheval, ainsi que de graves mammites chez les bovins, les moutons et les chévres. Le passage
de levures dans le lait pourrait constituer un risque pour la santé publique mais la

pasteurisation permet la destruction des levures.

C. gattii quant a lui, provoque des infections disséminées chez les koalas. Dans tous les
cas (infections par C. neoformans ou C. gattii), il n’y a pas de transmission de I’animal a

I’homme.
2. Facteurs de Virulence [4,21, 59-64]

Le facteur de virulence caractéristique de C .neoformans puisqu’il est le seul
champignon pathogene a en posséder une, est certainement la capsule polysaccharidique. Le
principal composant de la capsule est un polysaccharide, le glucuronoxylomannae (GXM).

Il est secrété au cours de la croissance est donc de I’infection et sa présence est utilisée
pour le diagnostic de la cryptococcose.

Le rble de la capsule dans la virulence de C .neoformans a été établi in vitro et in vivo.
Le polysaccharide induit de nombreux effets délétéres pour I’hdte allant de I’cedéme cérébral,
entrainant une hypertension intracranienne a laquelle est lié le pronostic vital, a des effets
immunoodulateurs nombreux : inhibition de la phagocytose, inhibition du chimiotactisme,
déplétion en complément, dérégulation de la sécrétion de cytokines, paralysie humorale,
induction de cascades de suppresseurs, stimulation de la réplication du VIH in vitro,
inhibition de la prolifération des lymphocytes T, interférence avec la présentation de
I’antigene.

eLe Glucuronoxylomannane GXM :

Le GXM représente 80% du matériel polyosidique, c’est un polymeére dont la taille n’est
pas encore définitivement établie. Le motif général de sa structure pour tous les sérotypes de

cryptocoques est un squelette d’a-1,3-mannose portant des résidus p-D-xylopyranosyl, acide

B-D-glycopyranosyluronique et des branchements 6-O-acétyl.

En 1998, Cherniak et son équipe ont défini 6 structures élémentaires qu’ils ont
nommées SRG (structure reporter group) allant de M1 a M6. Ces structures constituent les
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éléments de base du GXM. L’agencement et la proportion des différents résidus varient selon

les espéces, les variétés et les isolats.

Ainsi la structure du GXM de chaque souche peut étre définie comme un mélange de
plusieurs SRG. Il existe toutefois un SRG majoritaire spécifique de chaque sérotype et un ou
plusieurs SRG minoritaires.

e L e Galactoxylomannane (GalXM) :

Les structures complétes du GalXM et des mannoprotéines MP qui occupent 20 % du
matériel polyosidique, ont pu étre déterminées par purification du polyoside et des protéines a
partir d’une souche de sérotype D ne produisant plus de GXM (souche Cap67).

Le GalXM est un polymere a (1,6)-galactose possédant des branchements S (1-3)
galactose, a (1.2) mannose et des branchements «a (1.2) mannose plus ou moins g (1-3)

xylosylés.
e Les Mannoprotéines (MP) :

Les Mannoprotéines capsulaires quant a elles sont immun géniques et a I’origine d’une
immunité protectrice. Par exemple, la protéine MP-98, présentant des homologies de
séquences avec des chitine-désacétylases, a été décrite comme fortement immunogeéne vis-a-

vis des cellules T.

La structure de la capsule change méme en fonction de I’environnement in vitro
(milieux de culture, temps et températures de culture). Ainsi certaines conditions de culture
(milieux riches en acides aminés, sulfate d’ammonium, incubation en présence de CQO2),

permettent d’induire une capsule plus large.

La structure et la taille de la capsule changent aussi tres rapidement au cours de

I’infection.
Toutefois, il existe d’autres facteurs de virulence comme :

v' la capacité de croitre a température physiologique de 37°C.
v" la production de mélanine : son importance dans la virulence de C. neoformans a été

démontrée dans les années 1980 : le cerveau est un tissu riche en catécholamines et
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composés di-phénoliqgues comme le DOPA, donc C.neoformans utilise des

catécholamines dans le cerveau pour produire la mélanine, ce qui protége cette levure

contre les dommages oxydatifs en piégeant les radicaux libres.

v la production de certaines enzymes

e Superoxyde dismutase : compense les baisses éventuelles de la production de la
mélanine.

e La phospholipase : perturbe les membranes des cellules des mammiféres et permet
aux cellules de levures de pénétrer dans les tissus de I’hote.

e Protéase : nombre limité de preuves indiquant la production in vivo de protéases a
été présenté par Salkowski et Balish. Ces chercheurs ont observé des lésions
cutanées apres des infections par voie intraveineuse avec souche de Cryptococcus

neoformans.

v' Le mannitol: le D-mannitol hexitol joue un role important dans la survie de C.
neoformans chez I’hote selon deux moyens :
e Tout d’abord de forte concentration de D- mannitol dans le SNC cause un cedéme
cérébral.
e Deuxiémement, le mannitol est un charognard puissant des radicaux hydroxyles. 11
protége I’agent fongique contre les dommages oxydatifs.
3. Les mécanismes de défense de I’héte [4, 16, 32, 42,59, 61,65-66]

3.1 Immunité humorale
Elle a probablement un réle accessoire mais indéniable

Les anticorps anti cryptococciques et le complément ne sont pas directement lytiques
pour le champignon, mais sont des éléments majeurs de certains mécanismes de défense
cellulaire, notamment en stimulant I’action anti-cryptococcique des macrophages et des
lymphocytes.
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3.2 Immunité naturelle ou non spécifique

La premiére ligne de défense est celle de I'immunité innée, ou les macrophages
notamment alvéolaires jouent un rdle majeur, leurs fonctions au cours de la cryptococcose

sont nombreuses :

= Phagocytose de levures,
= Destruction dans le phagolysosome,
= Activation immunologique via la production de cytokines pro inflammatoires,

= Présentation d’antigénes fongiques aux cellules effectrices de I'immunité adaptatrice.

Le statut immunitaire, le fond génétique de I’héte, I'importance de I’inoculum et les
facteurs de virulences de la souche modulent I’efficacité de ces phénomenes et ainsi la
présentation et la gravité de I’infection : infection asymptomatique, ou patente, infection
localisée, ou disséminée, clairance fongique compléete ou persistance de levures sous forme

latente.

L’efficacité de cette défense est limitée par la capsule qui gene la phagocytose. Toutes
ces interactions phagocytes- levures sont limitées par la capsule qui inhibe la phagocytose et
permet a la levure de résister a I’activité fongicide phagocytaire.

C. neoformans est capable de survivre et de se multiplier a I’intérieur du
phagolysosome dans certaines conditions expérimentales. Il peut méme s’échapper vivant
hors du macrophage par un phénomeéne d’extrusion active dépendant de I’actine et infecter
d’autre macrophages.

3.3  Immunité a médiation cellulaire

Les travaux expérimentaux utilisant des souris Nude et des sérums anti lympocytaires
avaient depuis longtemps démontré que I’immunité cellulaire joue un réle prépondérant dans
les moyens de défense contre C. neoformans en limitant sa multiplication intra pulmonaire, et
sa dissémination en particulier au cerveau dans les modeles de dissémination intra trachéales.
Les polynucléaires détruisent dans un premier temps la plupart des cryptocoques.

Secondairement, I’infiltration monocytaire devient prédominante.
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Les lymphocytes CD4 + et CD8 + possédent une activité cytotoxique directe, ils
augmentent aussi celle des phagocytes par le biais de I’interféron gamma et I’efficacité des
anticorps monoclonaux anti GXM.

Au cours d’une cryptococcose, il existe des phases ou la levure est extracellulaire et
d’autres ou elle est intracellulaire. Les levures extracellulaires sont phagocytées par les
monocytes -macrophages apres opsonisation par des anticorps anticapsulaires ou par le
complément (particulierement C 3b).L’efficacité de cette phagocytose est optimale seulement
si les monocytes- macrophages sont stimulés par les lymphocytes T4 de type THI.

Les levures intracellulaires sont éliminées par cytotoxicité des lymphocytes T8 sur les
cellules infectées.

4. Particularités de la réponse de I'hdte dans le systéme nerveux central [67]

L'apparente prédilection de C. neoformans pour le systeme nerveux central n'est pas
nécessairement liée a un « tropisme » particulier qu'aucun auteur n'a dailleurs mis en
évidence pour linstant, mais plutét a l'incapacité du systéeme immunitaire de I'h6te a
développer localement une réponse adaptée empéchant la multiplication des levures. En effet,
les travaux expérimentaux chez I'animal démontrent clairement la dissociation entre la vitesse
de multiplication fongique dans les tissus périphériques et dans le cerveau, et la faiblesse de
la réponse inflammatoire locale dans le cerveau comparée a celles mesurées dans les autres
tissus ou le sang. De plus, il a récemment été démontré que la réponse cytokinique locale
dans le liquide céphalo-rachidien était diminuée chez les patients atteints de SIDA et de
cryptococcose méningée par rapport aux patients n'ayant pas ce facteur favorisant le
développement d'une infection cryptococcique. Ce déficit local de la réponse inflammatoire
explique au moins partiellement les difficultés rencontrées pour stériliser le liquide céphalo-

rachidien, méme avec un traitement antifongique optimal.

23



Analysons et Discutons les cas de Cryptococcose neuroméningée de I’hdpital Ibn Sina de Rabat (40 cas en 21 ans)

IV. Tableaux cliniques

Les présentations cliniques varient en fonction de I’espece en cause et du terrain sous
jacent. L’atteinte cérébrale est la localisation la plus fréquente de I’infection identifiée chez

90% des patients séropositifs, et 69 % des séronégatifs.

Ce champignon peut atteindre tous les organes lors d’infections disséminées chez des
patients séverement immunodéprimés avec des atteintes cutanées, prostatiques, oculaires,
ostéoarticulaires, ganglionnaires et sanguines. L’existence de localisations extra méningées et

une dissémination sont associées a un pronostic pejoratif. [32]
1. Méningo-encéphalite [2,68]

La symptomatologie est le plus souvent subaigiie mais peut étre brutale, ce qui est un
élément de mauvais pronostic. Les signes cliniques sont le plus souvent une fiévre et des
céphalées. Le syndrome méningé n’est pas constant. Les autres signes sont les singes
encéphalitiques comme les vertiges, Iirritabilité, les troubles de conscience allant de
I’obnubilation au coma. La baisse de I’acuité visuelle et le plus souvent le reflet de
I’hypertension intracranienne (HTIC).

La présence d’une atteinte méningée signe en général I’existence d’une infection
disséminée et donc la recherche d’une localisation extra méningée est mise en évidence dans

plus de 50% des cas chez les patients immunodéprimés.
2. Atteinte pulmonaire [4, 69-71]

Cette atteinte est la deuxieme par ordre de fréquence puisqu’elle est la principale porte
d’entrée de C. neoformans dans I’organisme. Cependant les présentations cliniques sont tres
variables : découverte radiologique fortuite asymptomatique jusqu'a une détresse respiratoire

sévere.

La symptomatologie reste dans la plupart des cas modérée et non spécifique avec une

toux plus ou moins productive, plus rarement des douleurs thoraciques et un amaigrissement.

Les aspects radiologiques ne sont pas spécifiques souvent I’aspect est compatible avec

une tuberculose ou un cancer.
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3. Atteinte cutanée [13,72]

Elle peut étre primaire par inoculation directe, mais résulte le plus souvent d’une
dissémination hématogéne métastasiques et peut pendre chez les patients immunodéprimés
des aspects acnéiformes, pustuleux, papuleux nodulaires, ou ulcéronécrotiques. Un aspect de
molluscum contagiosum est parfois observé. Ces Iésions se situent principalement au visage

et aux extrémités des membres, sans adénopathies satellites.

Figure 3: Cryptococcose cutanée du front aspect évocateur d’un molluscum contagiosum. [72]

4. Atteinte oculaire [16,73]

Des troubles visuels divers allant jusqu'a la cécité, peuvent étre en rapport avec une
atteinte fongique directe des voies optiques, une arachnoidite, une choriorétinite, ou une
hypertension intracranienne. L’cedéme papillaire existe dans 30 % des cas. Des cas de
conjonctivites et d’endophtalmie ont été décrits.
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5. Atteinte urinaire et prostatique [32]

L’atteinte prostatique est le plus souvent asymptomatique. Elle a pourtant une
importance notable, puisqu’elle est incriminée dans les rechutes de cryptococcose, formant
peut étre un réservoir pour le champignon notamment lorsque I’infection est insuffisamment
traitée. Son diagnostic repose sur une culture d’urines positive chez 30.5 % des patients

infectés par le VIH et 25 % des patients non infectés.
6. Atteinte osseuse et articulaire [4,42]

Elle prend I’aspect froid pseudo tuberculeux siégeant préférentiellement au niveau des
os plats (cotes, crane), et des vertebres. Elle survient chez les sujets séropositifs et
séronégatifs pour le VIH. Ces lésions osseuses n’ont pas d’aspect radiologique

caracteéristique.
7. Atteinte cardiaque [7,21]

Elle réalise de véritables myocardites, endocardite, péricardite. Cette atteinte a été

rapportée pour la premiére fois en 1965.
8. Fongémie a C. Neoformans [32,74 -75]

Elle est fréquente au cours de I’infection par C.neoformans, malgré I’absence de choc
septique associé. La fongémie est citée dans de nombreuses études, comme facteur de

pronostic défavorable au cours de la cryptococcose méningée.
9. Autres localisations [2,4]

Il existe également des atteintes ganglionnaires, hépatiques, musculaires et péritonéales.
Ainsi que des localisations ORL. Les levures peuvent également étre isolées de selles sans

que les localisations tissulaires intestinales soient identifiées.
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V. Syndrome de reconstitution immune
1. Définition [76-77]

Le syndrome de reconstitution immunologique SRI regroupe I’ensemble des
manifestations pathologiques qui sont attribuées a la reconstitution de la réponse immunitaire
vis-a-vis d’agents infectieux ou non infectieux apres introduction d’un traitement

antirétroviral ART.

Le SRI entraine une réaction inflammatoire importante dans les tissus renfermant les
levures actives, quiescentes ou inactivées par les traitements antifongiques observés avec la

plupart des agents infectieux responsables d’infections opportunistes.
2. SRI au cours des infections a C. neoformans [4, 32,77- 79]

Le SRI concerne 49 % des patients infectés par le VIH atteints de cryptococcose et
seulement 5% des patients transplantés d’organes. Il survient le plus souvent dans les deux
mois suivant [Iinstauration du traitement mais peut étre beaucoup plus tardif. Les
principales manifestations cliniques sont: L’apparition de fievre, de méningites aseptiques
(64%) et d’adénopathies nécrotiques souvent médiastinales ou superficielles (22%).

Compte tenu du tropisme neurologique de la cryptococcose, des manifestations graves
sont rapportées : état de mal épileptique, hémiplégie, paraplégie, trouble de conscience, mais
d’autres manifestations rares telles que détresse respiratoire ou adénopathie compressive ont
été rapportées. La mortalité attribuable au SRI est estimée a plus de 20%.

Le SRI est un événement relativement fréquent chez les patients infectés par le VIH,
aprés I’introduction du traitement antirétroviral et donc doit étre pris en compte dans la

stratégie thérapeutique au cours de la cryptococcose.
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V1. Diagnostic biologique
1. Diagnostic mycologique
1.1. Prélévement [4, 7, 11,43]

La recherche de C. neoformans s’effectue généralement sur le LCR mais également
dans le sang, les urines, le liquide broncho alvéolaire (LBA) et les crachats, les biopsies
cutanées et tissulaires (0s, ganglion...). D’autre part, tout point d’appel clinique ou
radiologique nécessite une biopsie.

Le LCR est hypertendu dans prés d’un tiers des cas, chez les patients séropositifs pour
le VIH, ce qui est un élément de pronostic défavorable. Ce dernier est le plus souvent clair
lymphocytaire ou a formule panachée mais pauci cellulaire, avec hyperalbumunorachie et
hypoglycorachie, il peut étre normal sur le plan cellulaire et chimique chez le sidéen.

1.2. Examen direct au microscope [7, 21,32]
L’examen au microscope est réalisé apres centrifugation du prélévement.

Une goutte de culot est mélangée a une goutte d’encre de Chine diluée au 1\3, elle est
ensuite examinée au microscope a l’objectif 10, puis a I’objectif 40. Cela permet la
visualisation de la capsule polysaccharidique. Celle-ci apparait alors comme un halot blanc
bien visible sur un fond noir en particulier dans le LCR.

L’examen direct a I’encre de chine est simple, immédiat, peu colteux et rentable
puisqu’il est positif chez plus de 70% des patients infectés par le VIH et de 50% des patients
séronégatifs.

Les crachats purulents et le pus ou tout autre prélevement dense doivent étre traités
au préalable par une solution d’hydroxyde de potassium KOH a 20- 30 %, avant le mélange
a I’encre de chine pour fluidifier le prélevement et éliminer les artefacts pouvant préter a

confusion.

C. neoformans et C. gattii ont pour particularité majeure de posséder une capsule. Elle

peut étre parfois beaucoup plus grande que la cellule elle-méme. Mais certaines levures
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possedent une capsule de petit diamétre la rendant difficile a voir, ce qui peut étre a

I’origine des faux négatifs et induit des erreurs diagnostiques (Histoplasma).

La taille de la levure et de sa capsule varient en fonction du tissu hdte généralement
large dans le tissu cérébral, et au contraire plus petite dans le tissu pulmonaire ou la peau. Il
faut noter aussi que I’observation d’une capsule a I’encre de chine ne permet pas
I’identification de C. neoformans ou de C. gattii car d’autres espéces de Cryptocoques
rarement isolés en clinique en possédent également une, ainsi que I’imparfaite spécificité de

I’encre de chine implique la nécessité de confirmer le résultat par la culture.
1.3. La culture [32]

L’isolement de C. neoformans est toujours pathogéne sauf quelques cas de colonisations
pulmonaires rares chez des patients ayant des affections respiratoires chroniques. La culture
est une référence diagnostique avec une excellente spécificité et sensibilité.

Les Milieux d’isolement [4, 32, 74,80-81]

Le rendement des cultures est amélioré par la mise en culture de grands volumes de

liquide biologique, car les concentrations de levures peuvent étre faibles.

Les biopsies tissulaires sont ensemencées aprés broyage dans du sérum physiologique
stérile.

La croissance est possible sur tout type de milieu sauf ceux contenant de cyclohexmide
(Actidione).

Les milieux de culture couramment utilisés sont : le milieu de Sabouraud gélosé simple
et le milieu de Sabouraud contenant des antibiotiques (chloramphénicol, gentamicine). Il est

recommandé d’ensemencer plusieurs tubes au moins deux tubes par prélévement.

Le rendement des hémocultures peut étre amélioré par ensemencement de la couche
leucocytaire, par repiquage systématique des flacons contenant du Sabouraud ou par la
technique de lyse centrifugation.
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1.4. Identification
1.4.1. Caractéres morphologiques et culturaux [4, 32,81-82]
a. Température et délai de pousse

La culture se positive généralement apres 48 — 72 heures sur gélose de Sabouraud a une
température de 30 a 35°C. Elle peut étre plus lente jusqu'a sept jours chez les patients en

cours de traitement antifongique et elle est possible a 37 °C.
b. Aspect macroscopique

Les colonies ont un aspect muqueux et polymorphe caractéristique sur gélose de
Sabouraud. Elles sont de couleur d’abord blanche puis crémeuse puis ocre.

L’orientation se fera en fonction de la couleur, ou de la présence ou I’absence d’une

pousse sur les milieux sélectifs.
c. Aspect microscopique de la colonie

Les levures sont plus ou moins bourgeonnantes globuleuses, et la capsule et peu visible
voire absente. Celle-ci est mieux mise en évidence apres culture sur milieux PCB (Pomme de

terre-Carotte -Bile) ou a I’extrait de malt.
1.4.2. Caractéristiques biochimiques [2,11,81,83-88]

Les cryptocoques sont capables de dégrader [I'urée-indole et ce test a I'uréase se
positivera rapidement en 1 a 4h a 25°C. C’est un caractére insuffisant puisque certains
cryptocoques sont déficients, et d’autres especes comme Trichosporon pouvant hydrolyser

I’urée en moins de 4h.

L’identification de C.neoformans se fait aussi grace a des profils d’assimilation de

sucres (Auxanogramme).

Le glucose, I'inositol, le galactose, le sucrose, le maltose sont toujours assimilés, par
contre le résultat est négatif avec le lactose, le glycérol, xylitol et la mélibiose et variable
avec I’arabinose, la cellobiose, le ribose, I’érythritol et le rhamnose.
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L’activité phénoloxydasique positive est spécifique de C .neoformans. Ce dernier est en
outre sensible au cycloheximide et donc ne pousse pas sur un milieu qui contient cette

molécule.

Cultivées sur milieu pauvre en nutriments comme le milieu YCB (Yeast Carbone
Base) avec présence d’un disque contenant de la D -Proline, seules les souches de C.gattii
seront capables de pousser. Elles peuvent utiliser la D-Proline comme seule source azotée et
on verra donc apparaitre en 3-5 jours un halo de culture autour du disque contrairement a C.

neoformans qui ne s’y développera pas.

Cultivées sur un milieu CGB (L-canavanine-glycine —bleu de bromothymol), les
souches de C.gattii le font virer au bleu en 2 a 5 jours. En effet C.gattii est résistant a la
canavanine et hydrolyse la glycine provoquant une augmentation de PH et ainsi le passage du
milieu du vert au bleu. Par contre, les souches de C. neoformans n’hydrolysent pas la glycine
et sont systématiqguement sensibles a la canavanine, elles laisseront donc le milieu inchangé

soit de couleur verte.

Pour la Vérification de la pureté des souches de C.neoformans et C.gattii, il est
nécessaire d’utiliser un milieu bien particulier : le milieu gélosé a base de graines de Niger.
Sur ce milieu les souches de C.neoformans et C.gattii produisent de la mélanine aprés 3-7
jours grace a la présence d’une laccase et deviennent brunes contrairement aux autres espéeces

qui resteront blanches.

2. Diagnostic immunologique
2.1. Recherche d’antigénes circulants [4, 32,89-90]

C’est I’un des tests immunologiques les plus utiles en mycologie. Les kits disponibles
sur le marché reposent sur des techniques Enzymes -Linked—Immunosorbentassay (ELISA),
(sensibilité et spécificité > 95 %) ou sur des particules de latex recouvertes d’anticorps anti

Cryptococcus.

La fraction antigénique capsulaire majeure est constituée par un GXM et un GalMX en
plus faible quantité. Ces polyholosides solubles sont recherchés habituellement dans le sérum
et le LCR, mais également dans le LBA et les urines.
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La technique la plus courante utilise des particules de latex sensibilisées par des
anticorps polyclonaux anti cryptococciques produits par le lapin. Ces anticorps réagissent
avec I’antigene polysaccharidique capsulaire présent dans I’échantillon a tester et provoquent
une agglutination visible a I’ceil nu. Cette réaction est trés sensible et tres spécifique dans les
méningo-encéphalites (ME) (99% de LCR positifs).

Les faux négatifs restent exceptionnels entre O et 0.4% et sont essentiellement liés a
I’absence d’utilisation d’une enzyme protéolytique (pronase).

Les stades précoces d’infection a C.neoformans peuvent également étre a I’origine de
faux negatifs. Les faux positifs sont majoritairement liés a I’existence d’un facteur rhumatoide
surtout sur des échantillons sanguins nécessitant alors un chauffage des échantillons. Les
autres causes sont : une perfusion de macromolécules de type hydroxy éthyl amidon ou une
infection due a un champignon ayant des antigenes croisés avec C. neoformans

(Trichosporon spp, et d’autre espece de Cryptococcus ) .

Le suivi des taux d’antigenes dans le LCR est utile pour juger de I’efficacité du
traitement mais ils se négatives tardivement. Par contre une ré ascension des taux signe une

rechute.
2.2. Recherche d’anticorps [4,91]

L’étude de I'immunité humorale s’est toujours heurtée a I’absence ou au trés faible taux
d’anticorps spécifiques sériques : dépression immunitaire des malades, faible antigénicité du
parasite, ou faible diffusion des antigénes en raison de I’épaisseur de la capsule.

Seuls les motifs épidémiologiques ou les enquétes immunologiques peuvent justifier sa

réalisation par les techniques classiques :

Agglutination

Immunofluorescence

Immun -précipitation sur gel

Immuno—enzymatiques
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2.3. Technique immuno-chromatographique [92]

Le test Cr Ag Lateral Flow Assay est un test immuno-chromatographique sur
bandelette. Il est réalisé a partir de 40ul d’échantillon aprés 10 min d’incubation. La présence
de deux bandes dont une du témoin interne signe la positivité du test. Ce test présente une
bonne sensibilité et spécificité. Son utilisation est facile, rapide moins de 15 min avec une

lecture objective et adapté pour un diagnostic d’urgence.
3. Diagnostic Histologique [15, 32,93]

L’examen histologique des préléevements tissulaires dans un contexte évocateur permet
aussi une identification rapide de C. neoformans gréce a des colorations non spécifiques mais
plus sensibles que la coloration a I’encre de chine, comme le periodic acid Schiff (PAS) et le
May -Grunwald -Giemsa (MGG). Dans les tissus, le halo vide correspondant a la capsule est

visualisé aprés coloration a I’hématoxyline —€osine.

La capsule peut également étre visualisée par coloration spécifique par le bleu alcian ou

la mucicarmine.

Enfin la mélanine de la paroi peut étre visualisée par la coloration de Gomori-Grocott.
Les données autopsiques obtenues chez les malades infectés par le VIH avec méningo-
encéphalites mettent en évidence une réaction inflammatoire tres modérée en regard des
levures, contrairement a ce qui est été observé dans les méningites bactériennes, il s’agit

majoritairement de macrophages et de quelques lymphocytes.
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Figure 4: Coloration au bleu alcian -présence de levures Encapsulées [15]

VII. Traitement [11,94]

Non traitée, la cryptococcose est toujours mortelle. En moins d’un an, le taux de déces
est de 100 % et I’infection reste mortelle dans 20 % des cas malgré un traitement optimal.

La stratégie thérapeutique dépend de I’existence ou non d’une immunodépression et du

caractére disséminé ou non de la mycose.
1. Traitement médical spécifique [2,94]

Le traitement de la cryptococcose est avant tout médical et repose sur la prescription
d’antifongiques qui sont prescrites en association dans les formes neuro méningées. Une

monothérapie est indiquée pour les patients immunocompétents non VIH.

1.1 Molécules
« Les molécules de choix utilisables en bithérapie sont I’amphotéricine B et la
flucytosine :
a. L'amphotéricine B [4,15, 95]

Est un antibiotique antifongique de la famille des macrolides polyenes, extrait
de Streptomyces nodosus. Elle se fixe sur des stérols de la membrane cellulaire des
champignons sensibles, la rendant perméable et provoquant la lyse membranaire.
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L'amphotéricine B agit par contact direct (fongistatique et fongicide si la concentration
est élevée). Son spectre d'activité in vitro s'étend a de nombreux champignons pathogenes,
agents des mycoses profondes ou superficielles. L’AmB ne franchissant pas la barriére
intestinale, seule la voie intraveineuse permet d’obtenir des concentrations sériques efficaces.
Elle diffuse dans le LCR.

Le principal effet indésirable est celui de la toxicité rénale. L’administration en
perfusions alternes 1 jour sur 2 diminue ce risque toxique di a I’accumulation sanguine du
produit, c’est pourquoi des formes liposomales ont été mises sur le marché : AmBisome®
(forme liposomal), Abelcet ® (complexe lipidique), Amphocil® (dispersion colloidale) et
Intralipid ® a 20% (émulsion extemporanée de nutrition parentérale). Les formulations
lipidiques permettent une excellente diffusion tissulaire de I’AmB, sans que celle-ci puisse

interagir avec le cholestérol membranaire des cellules humaines.

Ces nouvelles molécules ont prouvé leur efficacité et leur innocuité et pourraient étre

administrées aux patients présentant un risque plus important de toxicité rénale.
b. La flucytosine: (Ancotil®) ou S-fluorocytosine (S-FC) [96]

Est une pyrimidine fluorée peu liée aux protéines sériques, qui agit en perturbant les
synthéses protéiques par substitution d'un S-fluoro-uracyl a I'uracyl fongique et en altérant la
biosynthese de I'ADN fongique par inhibition de la thymidylate-synthétase. Elle a une activité
sur 90 % des souches de Cryptocoques isolées. Cependant elle ne peut étre utilisée en

monothérapie en raison du risque important d'apparition de mutants résistants.

Son hématotoxicité (leucopénie, thrombopénie) fréquente au cours de la cryptococcose
associée au SIDA impose l'arrét du traitement dans 30 & 50 % des cas. Il est également décrit
une toxicité digestive (nauseées, diarrhée, colite ulcéreuse) et hépatique. Sa diffusion
systémique est trés bonne y compris dans le LCR. L’association a 'AmB réduit I'élimination
rénale de la 5-FC qui est en partie responsable de la majoration de cette toxicité.

¢ Les dérivés azolés sont utilisés en monothérapie. Ils sont divisés en deux groupes : les
imidazolés qui sont peu utilisés et les triazolés.

a. lesimidazolés [4]
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- Le Kétoconazole ( Nizoral®)
Actuellement abandonné. Il était utilisé avant I’apparition des triazolés. En effet, il ne
diffuse pas dans le LCR et donc ne pouvait étre utilisé que dans les formes extraméningées.
b. les triazolés [96-98]
- Le Fluconazole

Disponible sous forme de gélules ou d'ampoules injectables, est un triazolé faiblement
lié aux protéines hydrosolubles. Sa tolérance est excellente, ainsi que sa diffusion tissulaire y
compris dans le LCR. Il a été utilisé avec succes dans la forme cutanée.

Dans 20% des cas, il entraine des troubles digestifs bénins (nausées, vomissements,
ballonnements), une élévation des transaminases (20%),ou un rash cutané (15%). 1l faut aussi
noter que ce produit est tératogene chez I'homme, il induit des malformations osseuses

(surtout cranio-faciales) et cardiaques.

La rifampicine entraine une diminution de sa demi-vie de 20 %.ll s’administre a la
posologie de 400 mg / jour en traitement d’attaque et 200 mg / jour en traitement d’entretien.
C’est le médicament de choix pour le relais de la bithérapie et le traitement d’entretien a vie

chez les immunodéprimés VIH +.
c. Les molécules alternatives [4,16]

Sont : I’itraconazole (Sporanox ®) disponible per os avec une bonne liposolubilité
favorisant sa diffusion. Malgré sa faible pénétration dans le LCR, il reste efficace contre les

méningites a cryptocoques.
Le voriconazole (Vfend®) constitue une bonne alternative au fluconazole en ayant une
bonne tolérance et un spectre antifongique plus large.

1.2 Stratégie thérapeutique pour la cryptococcose [15,32]

Les recommandations thérapeutiques ont été récemment actualisées par la Société
américaine de maladies infectieuses (IDSA) en 2010. Le schéma thérapeutique dépend
essentiellement du site anatomique de I’infection, de I’état clinique et du statut immunitaire

du patient, et ceci dans le but d’établir un traitement bien codifié.
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1.2.1. Traitement de la cryptococcose isolée chez les patients

séropositifs au VIH :
% Méningo-encéphalite ME [32, 99- 102]
Le traitement comprend trois phases :
Phase d’induction :

Elle comporte une bithérapie associant I’AmB a raison de 0,7 mg al mg / kg/ jour par
voie intraveineuse et la 5-FC a 100 mg/kg/ jour per os en quatre prises. C’est le traitement de
référence pour la forme neuro - méningée chez les patients infectés ou non par le VIH. En
I’absence de contre indication chez les VIH positif, il a été démontré que cette combinaison
est tres efficace pour I’éradication du C .neoformans dans le LCR a deux semaines de
traitement, versus I’AmB seule ou I’association d’AmB et FLC ou une trithérapie AmB, 5 FC,
FLC. Cette stratégie diminue significativement la mortalité en comparaison a une
monothérapie par AmB.

La durée minimale requise de traitement d’induction est estimée a 14 jours. En effet une
durée de traitement par 5-FC inférieure a 14 jours a été associée de fagon indépendante a un
taux d’échec plus important a trois mois de traitement. Si contre indication a la 5 -FC
I’association d’AmB 0,7 mg/ kg/jour et de FLC per os 800 mg/ jour est possible en traitement
d’attaque avec une mortalité a six mois supérieure a celle notée en cas de bithérapie de

référence.

La phase de consolidation :

Un traitement de consolidation de 8 & 10 semaines par le fluconazole (400mg) est
préconisé.

La phase d’entretien :

Une phase d’entretien par le fluconazole 200 mg/j est indispensable pour prévenir les
rechutes jusqu'a restauration d’une immunité efficace. Elle dure en général 6 a 12 mois
minimum. Deux alternatives au FLC en cas de toxicité ou mauvaise tolérance sont
envisageables bien que leur efficacité soit moindre : I’itraconazole ou I’AmB trois fois par

semaines.
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Cette phase peut étre interrompue un an apres I’instauration du traitement par ARV, dés
que le taux de CD 4 est supérieur & 100/mm?®, que la charge virale est indétectable depuis au

moins trois mois et que I’antigéne sérique est inférieur a 1/ 512.
% Forme extra méningée [4,32]

Le risque majeur est la dissémination chez ces patients, ce qui implique un traitement

systématique de toute localisation extra pulmonaire.

Une atteinte pulmonaire ou d’un autre organe isolé tout comme une antigénémie
positive avec CD 4 < 200 par mm®, sans signe de gravité clinico-biologique peuvent étre
traitées par FLC seul per os a la posologie de 400 mg\ j pour une durée de 12 mois.

L’association fluconazole 400mg/j + 5FC (100mg/kg/j) pendant 10 semaines a été
proposée comme alternative. En cas de symptomatologie sévere I’AMB doit étre utilisée

jusqu'a résolution des symptomes.
1.2.2. Traitement de la cryptococcose isolée chez les patients
séronégatifs au VIH
% Forme neuro méningee [2,4]

Le but est de stériliser le LCR et de prévenir les séquelles. Le traitement optimal
comprend donc en traitement d’induction, I’association d’amphotéricine B 0,7 a 1 mg/ kg
/j et de 5-FC (100 mg/kg /j) pendant au moins 2 semaines puis un traitement de consolidation
par le fluconazole 400 mg/j pendant 10 semaines. En cas d’insuffisance rénale, la formulation
liposomale d’ Amphotéricine B peut étre utilisée pendant la phase d’induction.

La longueur du traitement étant en fonction de I’existence d’une immunodépression

sous-jacente et de facteurs de gravité.
% [Forme extra méningée [2]

Le but du traitement est de guérir I’infection et de prévenir la dissémination et en
particulier I’atteinte méningée chez les patients immunodéprimés. Chez I’immunocompétent,

le fluconazole 200 a 400 mg/j est le traitement de choix pour une durée de 3 & 6 mois si
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I’atteinte est asymptomatique, pour 6 a 12 mois si elle est symptomatique et peu grave. Chez

I’immunodéprimé, le traitement est celui préconisé en cas d’atteinte méningeée.

1.2.3. Traitement de la cryptococcose chez le transplanté d’organe
[32,80, 103]

% Meéningo encephalite

Le traitement comporte les mémes trois phases que chez le patient séropositif pour le
VIH. La phase d’induction comporte une bithérapie associant I’AmB de 0,7 al mg / kg / jour
et le 5F-C a 100 mg/ kg/ jour en quatre prises pour 14j au minimum, a prolonger en I’absence
de stérilisation du LCR. Chez les transplantés rénaux I’AmB liposomale a 3mg/ kg/ jour doit
étre employée en premiére intention du fait d’une toxicité rénale moindre et d’une efficacité

accrue.
% Forme extra méningée

Un traitement par FLC seul a 400 mg/jour est suffisant chez des patients ne présentant
pas de détresse respiratoire. Le traitement doit étre maintenu pendant au moins 12 mois selon
les recommandations de L’IDSA. En cas de signe de gravité, méme sur une atteinte
pulmonaire isolée, le traitement de référence est calqué sur celui de la méningo-encéphalite

cryptococcique.
2. Traitement non spécifique chirurgical [20,32]

Ce traitement est exceptionnel car les cryptocoques répondent aux antifongiques. Il est
réservé aux lésions de grande taille pulmonaire et cérébrale, les atteintes cutanées type de
cellulites extensives ou de phlegmons évoluant malgré un traitement anti fongique bien

conduit.
3. Prophylaxie [4,96, 104]
La prévention de la cryptococcose passe par différentes mesures :
3.1 Prophylaxie primaire

La premiére mesure pour tout immunodéprimé, est d’éviter le contact avec les sources

de contamination mais reste difficile sur le plan pratique.
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Dans les régions ou la prévalence de la maladie est €levée et ou les antifongiques
efficaces sont disponibles, les sidéens ayant < 200 lymphocyte T4/mm® pourraient bénéficier
d’une prophylaxie primaire au fluconazole a raison de 200 mg / j.

3.2 Prophylaxie secondaire :

C’est une obligation chez les patients immunodéprimés. La molécule de choix est le
fluconazole a des posologies comprises entre 200- 400 mg, a moduler en fonction du taux des
CDA.

4. Lasurveillance biologique du traitement [32 ,96]

Malgré I’accés aux ARV de plus en plus important et les progrés en termes de
traitements antifongiques, la mortalité liée a I’infection cryptococciques reste élevée dans les
pays du nord, de I’ordre de 20 %. Elle est surtout liée & L’HTIC ou au non controle de

I’infection.
Cette surveillance passe par :

e la surveillance clinique

e l'évaluation de l'efficacité des molécules utilisées, par des cultures régulieres des
liquides pathologiques (LCR, urines, crachats) et par le dosage régulier des antigénes
cryptococciques. 1l est recommandé de faire un contréle du LCR a la fin du traitement
d’induction deux semaines apres le début et lors du passage au traitement d’entretien
(généralement 10 — 12 semaines). Un échec thérapeutique ou une rechute se traduisent
par une culture positive et par une augmentation des titres d’antigénes circulants.

e Le dépistage de la toxicité des produits utilisés, en évaluant de maniére réguliere les

fonctions rénale et hépatique, et la numération formule sanguine.
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Partie Pratique
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I. Introduction

La cryptococcose représente apres la toxoplasmose la deuxieme infection opportuniste
du SNC chez les sidéens. Son incidence dans les pays occidentaux a significativement
diminué depuis la généralisation des thérapies anti -rétrovirales. Malgré la bonne prise en
charge des malades atteints du VIH, des cas sporadiques de CNM ont néanmoins été repérés
chez les sidéens.

Trés peu d’études portant sur les aspects épidémiologiques, clinique et biologique de la
CNM sur une période étendue ont été conduites au Maroc, ainsi nous avons pensé a réaliser

ce travail afin d’enrichir nos connaissance sur la cryptococcose dans notre pays.

La présente étude rapporte 40 cas de cryptococcose neuro-méningée diagnostiqués au
service de Parasitologie Mycologie de I’'H6pital Ibn Sina de Rabat sur une période de 21 ans
(1993- 2014) :35 patients etaient VIH positifs, alors que les 5 autres étaient séronégatifs au
VIH.

Il. Matériel et Méthode
1. Matériel

Il s’agit d’un travail rétrospectif étalé sur une période de 21 ans de janvier 1993 a
décembre 2014 portant sur 40 cas confirmés de CNM diagnostiqués au service de
parasitologie mycologie de I’hdpital Ibn Sina de Rabat. Tous les renseignements ont été tires
des registres du laboratoire de parasitologie et des dossiers médicaux des patients hospitalisés

dans les services.
Les paramétres étudiés dans notre travail sont :

Le sexe, I’&ge, les signes cliniques, les atteintes extra méningées associées, les
infections opportunistes associées, le terrain d’immunodépression, la révélation ou la
complication du stade SIDA, le taux de CD4, I’examen cytochimiques du LCR, I’examen

mycologique du LCR, le traitement et I’évolution clinique des malades.
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2. Méthodes

Dans le laboratoire de parasitologie mycologie de I’hépital Ibn Sina, le diagnostic de la
CNM repose sur la mise en évidence des levures dans le LCR par :

% L’examen direct a I’encre de chine :

Technique : les prélevements de LCR sont centrifugés a 4000 tours /min pendant
10min. En pratique, une goutte du culot de centrifugation est mélangée a une goutte d’encre
de chine puis examinée entre lame et lamelle au microscope optique aux objectifs 10 et 40.
Les capsules des Cryptococcus apparaissent distinctement comme une auréole blanche, trés
nette, réguliere de taille variable autour de la levure, le tout sur un fond noir. (Fig. 5 et 6)

Figure 5: Levures de Cryptococcus neoformans a I’encre de Chine dans le LCR (Objectif 40).

Photo du laboratoire central de parasitologie-mycologie HIS

Figure 6: Levures de Cryptococcus neoformans a I’encre de Chine dans le LCR (Obijectif 40).

Présence d’un bourgeon. Photo du laboratoire central de parasitologie-mycologie HIS
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o,

s La recherche d’antigénes circulants de C. neoformans: réalisée sur le
surnageant par :

Une technique d’agglutination: qui met en ceuvre des particules de latex
recouvertes d’un anticorps monoclonal anti-glycuronoxylomannane (GXM), composant
majeur de la capsule de Cryptococcus. Une réaction entre les particules et le GXM se traduit
par une agglutination visible a I'eeil nu. La trousse utilisée est PASTOREX™ CRYPTO
PLUS de BIO-RAD®.

La technique est utilisé pour la détection des antigénes dans les Liquides
biologiques : LCR, LBA, sang et urines.

Le test est effectué sur des préléevements inactivés 30 minutes a 56°C, dans le but
d'éliminer le risque de contamination par le virus HIV. Un traitement enzymatique par
pronase de tous les échantillons, excepté les urines, est nécessaire afin d'‘éliminer les

interférences et d'augmenter la sensibilité de la détection. (Fig. 7)

Figure 7: Test de détection des antigenes solubles de Cryptococcus neoformans PASTOREX™
CRYPTO PLUS de BIO-RAD® positif. Photo du laboratoire central de parasitologie-mycologie
HIS

o,

% La culture: La mise en culture a partir du liquide biologique pour tous les
échantillons est indispensable sur trois milieux :

e Le milieu Sabouraud simple (SS).

e Le milieu Sabouraud additionné de chloramphénicol (SC).

e Le milieu Sabouraud additionné de chloramphénicol et d’actidione (SA).
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Technique : Pour chaque prélevement, on ensemence trois tubes (SS, SC et SA), dans
des conditions stériles et en quantité suffisante. Les tubes sont ensuite gardés dans une
étuve a une température de 37°C. Si apres 3 jours on ne note aucune pousse, les cultures sont

gardees un mois avant de rendre un résultat négatif.

Résultats : Aprés 72h d’incubation, on observe des colonies crémeuses, a bords
réguliers brillantes blanchatres devenant ocrées en une semaine. Le champignon ne pousse

pas sur le milieu SA puisqu’il est sensible a I’actidione. (Fig. 8)

Figure 8: Culture de LCR sur milieux SS, SC et SA aprés 72 heures d’incubation a 37°C.

Photo du laboratoire central de parasitologie-mycologie HIS

L’examen microscopique des colonies montre des levures globuleuses, de 2 & 12 um de
diametre.

A I’encre de Chine, la capsule est plus mince ou absente, la mise en culture sur milieu

a I’extrait de Malt lui permet de se reformer. (Fig. 9)
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Figure 9: Repiquage sur milieu MALT aprées 72 heures d’incubation. Photo du

laboratoire central de parasitologie-mycologie HIS.

X Identification de Cryptococcus neoformans par Auxanogramme a partir
des cultures: La galerie AUXACOLOR™ 2 de BIO-RAD® est un systéme
d'identification dont le principe repose sur I'assimilation des sucres. La croissance des levures
est visualisée par le virage d'un indicateur de pH le pourpre de bromocrésol, qui vire du bleu
au jaune si la levure assimile le sucre. Le test comprend également trois tests
enzymatiques : le premier pour la détection de [I'activité hexosaminidase (HEX), le
deuxieme pour détecter I’activité phénoloxydasique (POX) de Cryptococcus neoformans
associée a un test de détection de I’activité proline-arylamidase (PRO). (Fig. 10)
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Figure 10: La microplaque AUXACOLOR™ 2 de BIO-RAD® avec milieu de suspension. Photo

du laboratoire central de parasitologie-mycologie HIS.

L’inoculum est préparé a partir de la culture dans des conditions stériles. Le milieu de
suspension est ensemencé avec des colonies de souche pure en quantité suffisante (1 a 5
colonies identiques). La solution est homogénéisée a I’aide d’un vortex puis distribuée dans
chacune des cupules de la microplaque qu’on recouvre parfaitement et on incube a 30°C +
2°C. La lecture se fait aprés 72 heures suivant un guide d’interprétation des réactions
colorées qui permettra de déterminer un code spécifique afin de pouvoir identifier le

levure dans le tableau d’identification du manuel du kit. (Fig. 11)

Figure 11: La microplague AUXACOLOR™ 2 de BIO-RAD® identifiant Cryptococcus

neoformans. Photo du laboratoire central de parasitologie-mycologie HIS
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X Test de I'uréase : les colonies sont ensemencées dans des milieux liquides
contenant 1ml de [I’urée —tryptophane avec un indicateur coloré de pH, le rouge de
phénol a 1% incubés pendant 3h a 25°C . (Fig. 12)

Figure 12: Milieu urée-tryptophane ensemencé a TO0. Photo du laboratoire

central de parasitologie-mycologie HIS
Le cryptocoque est une levure possédant une uréase, I’indicateur du PH vire au rouge

apres 3h d’incubation. (Fig. 13)

Figure 13: Milieu urée-tryptophane aprés 3 heures d’incubation. Photo du laboratoire

central de parasitologie-mycologie HIS.
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I1l. Reésultats

1. Caractéristiques Socio- Démographiques
1.1. Taille de I’échantillon :

Tableau Il: Répartition des cas de CNM selon les années

Année Nombre de cas

1993

1994

1995

1996

1997

1998

1999

2000

2001

2002

2003

2004

2005

2006

2007

2008

2009

2010

2011

2012

2013

O OINOOIINOICIAININDINIPIOIOC|IO|IRL,|IO|O|O|O

2014

o
o

Total

Notre travail est étalé sur une période de 21 ans de 1993-2014, 40 cas de cryptococcose

ont été colligés au sein de laboratoire de parasitologie mycologie de I’Hépital Ibn Sina :

49




Analysons et Discutons les cas de Cryptococcose neuroméningée de I’hdpital Ibn Sina de Rabat (40 cas en 21 ans)

Nombre de cas
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Figure 14: Evolution du nombre de cas de la cryptococcose selon les années

Cette étude est étalée sur une période de 21 ans du janvier 1993 a décembre 2014.
D’aprés les résultats du tableau Il et la figure 14, nous constatons que pendant les dix
premieres années (1993 -2002), un faible nombre de cas est enregistré (3 cas), soit en
moyenne un cas tous les 3 -4 ans. La deuxieme décennie a partir de 2003 est caractérisée par
une évolution trés importante des cas (37 cas) soit en moyenne 3 cas par an. En passant de 2
cas en 2003 a 4 cas en 2006 pour atteindre un maximum de cas en 2008, 2013 et 2014 avec

Six cas.

1.2. Caractéristiques des malades atteints de cryptococcose neuromeéningée

1.2.1. Répartition des malades selon le service d’hospitalisation:

Selon le tableau Il et la figure 15, le service de médecine interne a recu la majorité
des patients atteints de CNM (30 cas) soit 75 %, et c’est le méme service ou sont

hospitalisées les patients séropositifs au VIH.

Huit patients ont été hospitalisés aux services de réanimations (4 cas) et au service des
urgences médicales hospitalieres (4 cas). Un patient séronégatif au VIH traité par
corticothérapie au long cours pour hyalinose segmentaire et focale a été hospitalisé dans le

service de néphrologie.
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Un autre patient séronégatif au VIH qui présentait une cryptococcose disséminée avec
une localisation neuro méningée, cutanée et pulmonaire, a été hospitalisé au service de

dermatologie.

Tableau I11: Répartition des malades selon le service d’hospitalisation

Service Cas de CNM Pourcentage %

Médecine Interne

30 75
Réanimation Médicale

4 10
Urgences Médicales
Hospitaliéres 4 10
Néphrologie

E : 1 2,5

Dermatologie

1 2,5
Total 40 100

Urgence Néphrologie Dermatologie
médicale  25%  \ 7 25%

hospitaliére
10%

Réanimation
médicale
10%

Médecine

interne
75%

Figure 15: Répartition des malades selon le service d’hospitalisation
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1.2.2. Répartition des malades selon le sexe :

Le tableau IV et la figure 16 montrent que le sexe masculin prédomine (n= 30), il est
trois fois plus touché que le sexe féminin n= 10, avec un sex ratio de 3.

Tableau IV: Répartition des malades selon le sexe

Sexe Effectif Pourcentage %
Masculin 30 75
Féminin 10 25

Total 40 100

Figure 16: Répartition des malades selon le sexe
1.2.3. Répartition des malades selon la tranche d’age :

L’age moyen de la survenue de la cryptococcose était de 38 ans avec des extrémes de
24 ans et de 65 ans. D’apres le tableau V et la figure 17, on constate que c’est la population
jeune qui est la plus touchée entre 20 -39 ans (22 cas) soit 55 %, vient en deuxiéme position

la tranche d’age 40 — 59 ans avec (11 cas) soit 27,5%.

Dans notre série aucun cas de cryptococcose chez I’enfant n’a été enregistré.
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Tableau V: Répartition des malades selon I’age

Tranche d’age Effectif Pourcentage %
0-20 ans 0 0
20-39 ans 22 55
40-59 ans 11 27.5
>60 ans 2 5
Dossiers perdus 5 12.5
Total 40 100
25
20
15
| Effectif
10
5
O T T T - 1
0-20 ans 20-39 ans 40-59 ans > 60 ans

Figure 17: Répartition des malades selon I’age

2. Caractéristiques cliniques

2.1. Répartition des malades selon le terrain d’Immunodépression

Dans notre série, 35 patients étaient séropositifs pour le VIH soit 87,5%, cing patients
(12.5 %) était séronégatifs au VIH dont :

v"Un patient était suivi au service de néphrologie pour hyalinose segmentaire et focal et
traité par corticothérapie au long cours.
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v'Une patiente enceinte qui a développé une méningo- encéphalite a cryptocoques
compliquée d’hypertension intracranienne avec troubles oculaires ayant imposé une
dérivation ventriclo- péritonéale.

v'Un patient a présenté une cryptococcose disséminée avec localisation neuroméningée,
cutanée et pulmonaire.

v/ un autre patient était hospitalisé pour une maladie de Bechet, avec une
thrombophlébite aggravant son état, il était traité par corticothérapie en association
avec les immunosuppresseurs.

v' Le dernier patient était hospitalisé pour une suspicion de tuberculose pulmonaire

résistante au traitement anti bacillaire.

Tableau V1: Répartition des malades selon le terrain d’immunodépression

Type d’immunodépression Effectif

Patients VIH + 35

Patients non VIH

> Corticothérapie 1
>  Grossesse 1
» Cryptococcose cutanée 1
> Maladie de Bechet 1
» Tuberculose pulmonaire 1

Total 40

2.2. Répartition des malades selon que la cryptococcose a révélé ou a

compliqué le SIDA

Durant la période d’étude, sur 35 cas de patients séropositifs au VIH, la cryptococcose a
compliqué le SIDA dans 22 cas soit (62,85% ), tandis qu’elle a révélé ce stade dans 13 cas
(37,14 %).
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Tableau VII: Répartition des malades selon que la cryptococcose a révélé ou a compliqué le sida

Effectif VIH + 35 Pourcentage %
CNM révélant VIH 13 37.14 %
CNM compliquant VIH 22 62.85 %

Figure 18: Répartition des malades selon que la cryptococcose a révélé ou a compliqué le Sida

2.3. Répartition selon les signes cliniques observés au cours de
I”hospitalisation.

Tableau VI1I11: Répartition des malades selon les signes cliniques observés au cours
d’hospitalisation

Les signes cliniques Effectif Pourcentage %
Fiévre 30 75
Céphalées 30 75
Raideur de la nuque 22 55
Vomissements 18 45
Troubles oculaires 13 32.5
Crises convulsives 11 27.5
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Le tableau VIII montre que les signes cliniques de la cryptococcose étaient dominés

essentiellement par la fievre, les céphalées, et la raideur de la nugue.
2.4. Répartition des malades selon les infections opportunistes associées

Tableau IX: Répartition des malades selon les infections opportunistes associés

O;;Bz)eriﬂ?\?sstes Effectif Pourcentage %
Toxoplasmose 3 7.5
Pneumocystose 2 5
Candidose esophagienne 2 5
Total 7 17.5

Sept patients avaient une infection opportuniste associée (17.5 %). La toxoplasmose
était la plus observée avec 3 cas, suivie de la candidose et de la pneumocystose (2cas).

2.5. Répartition des malades selon les atteintes extra méningées

associées a la cryptococcose.

Tableau X: Répartition des malades selon les atteintes extra méningées associées a la

cryptococcose
Autres localisations Effectifs
Fongémie 7
Pulmonaire 5
Urinaire 2
Digestive 3
Total 17
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Sur 40 cas de CNM, 17 patients ont développé une cryptococcose extra méningée, sept
avaient une fongémie, cing avaient une atteinte pulmonaire et deux seulement avaient une

localisation urinaire. Le cryptocoque a aussi colonisé le tube digestif dans trois cas.

3. Les caractéristiques biologiques
3.1. Répartition des cas de cryptococcose en fonction du taux de CD4 +

Tableau XI: Répartition des cas de cryptococcose en fonction du taux de CD4 +

TN 502000 et Effectis Pourcentage %
1- 49 10 o5
50- 100 7 175
>100 9 225
Non réalisé 14 35
Total 40 100

Pendant la période d’étude, 26 patients ont bénéficié d’une numération des CD4. 17
patients avait un taux de CD4<100 éléments/ mm®, montrant que leur immunodépression

étaient trés détériorée voire avancée au moment du diagnostic.
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3.2. Caractéristiques cytochimiques du LCR :

Tableau XI11: Répartition des malades selon la macroscopie, la cytologie et la biochimie du LCR

. Aspect du C-himie du LCR : : Cytologie \
Patients LCR Glycorachie Albuminorachie | VN <5 cellules par mm
VN:05g/l |VN:0.2-04g/I
1 Clair 0.52 0.70 40
2 Clair 0.40 0.54 308
3 Clair 0.66 0.40 20
4 Clair 0.64 0.23 3
5 Clair 0.43 0.90 123
6 Clair 0.51 0.21 3
7 Clair 0.24 0.32 3
8 Clair 0.34 0.47 140
9 Clair 0.23 1.52 3
10 Clair 1.01 2.9 6
11 Clair 0.21 0.65 24
12 Clair 0.62 0.27
13 Clair 0.76 0.35
14 Clair 0.37 2.14 NR
15 Clair 0.33 0.30 NR
16 Clair 0.31 2.02 NR
17 Clair 0.37 0.52 NR
18 Clair 0.54 0.47 NR
19 Clair 0.00 0.48 NR
20 Clair 0.21 1.24 NR
21 Clair 0.62 0.69 NR
22 Clair 0.50 0.39 NR
23 Clair 0.18 0.76 NR
24 Clair 0.60 0.18 NR

Le liquide de ponction lombaire avait un aspect clair dans les 40 cas de CNN.
Seulement 24 patients de notre série ont bénéficié d’une analyse cytochimique du LCR. Une
hypercytorachie a prédominance lymphocytaire a été observé chez six patients.

La chimie du LCR a montré une hyperalbumunorachie chez 15 patients et 13 patients

ont présenté une hypoglycorachie.
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3.3. Etude mycologique du LCR
% Tous les patients ont bénéficié d’un examen direct du LCR & I’encre de chine,
d’une culture sur milieux (SS, SC, SA), d’un auxanogramme et d’un test a
I’ureéase.
% L’examen direct a I’encre de chine était positif a 100% pour toute la série, et a

montré la présence de levures encapsulées.

Tableau XI11: Sensibilité du test a I’encre de Chine

Coloration Effectifs Pourcentage %
de I’encre de chine
Positive 40 100
Négative 0 0
Total 40 100

« La culture du liquide céphalorachidien sur milieux (SS, SC) était positive dans tous
les cas, et a permis I’isolement et I’identification de Cryptococcus neoformans. La
culture sur milieux de Sabouraud —actidione est restée négative dans les 40 cas de notre
série.

« Dr’autre part, le test a I’'uréase était positif pour toutes les cultures.

« L’identification de Cryptococcus neoformans par Auxanogramme (Auxacolor®) a
partir des cultures a été realisee pour les 40 cas.

+«+ La recherche d’antigénes solubles cryptococcique dans le LCR a été réalisée chez 36
patients et elle était positive dans tous les cas. Le titrage a été réalisé chez 16 patients,
les titres des antigenes solubles étaient compris entre 10 et 1000 pour 15 patients. Un

seul patient avait un titre supérieur a 10.000.
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Tableau X1V: Répartition des titres des antigénes solubles

Intervalle des titres Effectifs
10-100 10
+100-1000 5
+1000-10000 0
>10000 1
Total 16

4. Protocole thérapeutique initial et Evolution clinique
> Protocole thérapeutique

Tableau XV: Protocole thérapeutique des malades atteints de cryptococcose

Type de protocole thérapeutique Effectif Pourcentage %
Monothérapie a base de L’AMB 9 295
(Img/kglj) '
Monothérapie a base de Fluconazole
(400mg /j) 27 67.5
L’AMB avec un relais par FLC 4 10
Bithérapie : AmB +5 FC 0 0
Total 40 100

27 patients de notre série ont été traités par monothérapie a base de fluconazole 400mg
/j (soit 67.5%). L’AMB a été utilisée chez 13 patients dont 4 ont bénéficié d’un relais par le
fluconazole. Par contre la bithérapie a base de (AmB +5FC) n’a pas été adoptée dans notre
série.

> Evolution clinique

18 patients de notre série sont décédés, alors que trois cas ont connu une rechute et une
complication de leur état. Et I’évolution a été favorable pour 13 patients de notre effectif. Six

perdus de vue ont été enregistrés.
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Tableau XVI: Evolution clinique des malades atteints de cryptococcose

Evolution Effectifs Pourcentage %
Favorable 13 32.5
Complication 3 7.5
Décés 18 45
Perdu de vue 6 15
Total 40 100

Complication
8%

Figure 19: Evolution clinique des malades atteints de cryptococcose
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I\VV. Discussion

1. Prévalence Hospitaliere de la CNM

La cryptococcose est devenue une infection opportuniste fréquente depuis les années
1990 ou plus de 80% des cas étaient associés a I’infection par le VIH. Elle atteignait jusqu'a
10% des malades infectés par le VIH, mais avec I’avenement des traitements antirétroviraux
hautement actifs (HAART), [I’incidence de la cryptococcose a diminué dans les pays ou
I’acces a cette thérapeutique est possible. Des études récentes en Afrique et en Asie du Sud
Est, ont montré que la prévalence de I’infection atteint jusqu'a 18% des patients infectés par

le VIH séverement immunodéprimés. [32]

Au Maroc peu d’études ont été menées sur la prévalence et I’incidence de la CNM,
seulement des cas sporadiques qui sont rapportés : premier cas décrit en 1978 chez un enfant a
Rabat [4], 14 cas colligés de 1987 a 1998 au CHU Ibn Rochd de Casablanca [33], et 27 cas

diagnostiqués au méme centre sur une période de 4 ans de 2008 a 2011. [105]

Notre étude rapporte 40 cas sur une période de 21 ans allant de 1993 a 2014 avec une

nette différence, dans I’évolution des cas entre la premiére et la deuxieme décennie.

La premiere décennie de notre étude de (1993 — fin 2002) est caractérisée par un faible

nombre des cas enregistrés (3 cas), avec en moyenne un cas tous les 3 a 4 ans.

La deuxiéme décennie débutant en 2003, est marquée par une évolution importante des
cas (37cas) enregistrés, soit en moyenne 3 cas/an. Ceci pourrait probablement s’expliquer
par : une meilleure connaissance de I’évolution de I’incidence et de la prévalence réelles de la
maladie, par I’apparition de plus en plus des facteurs favorisants le développement de la
cryptococcose, et par un avancement progressif dans la prise en charge des patients vivant
avec le VIH. La centralisation et I’enregistrement des données sur des cas confirmés ont

contribué a la surveillance de I’infection.
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2. Caractéristiques sociodémographiques des patients
2.1. Selon le sexe

Tableau XVI1: Répartition de la cryptococcose selon le sexe dans les diverses séries

. . Bulletin
CHU Ibn Clrlb CHU o g ST CHU de Epidémiologique
Notre Habib Luc de L )
Série Rochd de Bouraiba Oran Kisantu Treichville Hebdomadaire
Casablanca Tun?sie Alger Condo D’Abidjan Cote Infection fongiques
[105] [107] g d’lvoire [109] invasives en France
[106] [108]
[110]
EIECliny 27 27 61 11 22 1859
Total
Hommes 30 15 22 37 6 15 1344
Femmes 10 12 5 24 5 7 515
Sexe 3 1.25 44 | 154 1.2 2.1 2.6
Ratio

La cryptococcose est souvent plus observée chez I’hnomme que chez la femme avec un
sex ratio variable selon les études. Ceci laisse supposer qu’il existe des facteurs favorisants
plus la contamination des hommes par le cryptocoque : la profession est le plus souvent
incriminée, et la prédominance de I’infection a VVIH chez le sexe masculin. Par contre chez les
femmes, la maladie est moins fréquente, et semble résulter d’une production plus forte de
cytokines a action pro inflammatoire permettant I’élimination accrue du champignon. [15,

34,96]

La majorité des études parcourues [111-120] confirment cette prédominance

masculine. Ainsi I’incidence annuelle dans la population est de 19 cas pour un million de

personne chez I’homme et de 2.6 cas par million de personne chez la femme [4].

Dans notre série la prédominance masculine est également plus marquée (30 cas) par
rapport au sexe féminin (10 cas), ce qui est conforme aux données des différentes séries

présentés dans le tableau.
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2.2. Selon I’age

Tableau XVII11: Répartition de la cryptococcose en fonction de I’age dans les diverses séries

CHU CHU La CHU lbn CHU de Bobo
d’Oran du Point « G» Rabta Rochd Dioulasso
Notre Algérie Bamako Mali Tunis | Casablanca | Burkina Faso
série [107] [15] [121] [4] [122]
Effectif 40 61 26 22 14 61
s 38 26 36 35 32 32
Moyen
Age 24 17 8 21 23 8
Minimal
e 65 55 75 64 57 75
Maximal

La tranche d’age juvénile prédomine dans de nombreuses études [15, 16,34, 96, 106,
111-117, 123-124].

devenue un Véritable indicateur de portage du VIH [112], et aussi du fait que cette tranche

Ceci peut s’expliquer d’une part par le fait que la cryptococcose est

d’age est similaire a celle la plus active sexuellement [125].

Les enfants restent peu atteints par la cryptococcose quel que soit leur statut sérologique
vis-a-vis du VIH et ceci sans explication claire. Des facteurs génétiques et hormonaux ont été
évoqués mais non encore identifiés [32,126].Des cas sporadiques d’atteinte chez les enfants
ont été décrits dont le premier cas au Maroc en 1978 chez un enfant de 7 ans, le deuxieme en
1984 chez un garcon de 11 ans [4].

L’age moyen des patients de notre série est de 38 ans, ce qui concorde avec les autres
études présentées dans le tableau XVIII. Les extrémes d’age sont proches dans toutes les
séries, sauf pour la série Malienne [15] et celle du Burkina Faso [122] qui ont présenté des

extrémes de 8 ans et de 75 ans.
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3. Caractéristiques cliniques et biologiques

3.1. Caractéristiques cliniques

Tableau X1X: Signes cliniques de la cryptococcose neuroméningée dans les diverses séries

CHU de Hopital saint La Rabta CHU
Treichville Luc de Tunis du Point « G»
Notre série D’Abidjan kisantu [121] Bamako
Cote d’lvoire Congo Mali
[109] [108] [15]
Effectif 40 22 11 8 26
Céphalée 30 21 9 8 21
Fievre 30 22 9 5 17
Raideur de 22 20 7 NS 19
nuque
Vomissement 18 11 2 5 8
Crises 11 5 4 3 NS
convulsives
Troubles 13 NS 4 NS NS
oculaires

Les manifestations cliniques de la cryptococcose sont multiples et non spécifiques. Cela

rend problématique le diagnostic clinique de cette pathologie qui doit étre évoqué devant des

céphalées persistantes, des troubles de la vigilance et des crises épileptiques avec ou sans

signes méningés. Et ceci surtout chez les patients immunodéprimés, principalement les VIH

positifs, avec un taux de CD 4 < 100 éléments /mm %[3, 4, 122].
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Les méningites cryptococciques témoignent du grand tropisme du C.neoformans pour
le SNC, avec pour conséquence le développement d’une symptomatologie et des signes en
rapport avec une atteinte de ce systeme (céphalées, vomissements, raideurs de la nuque) dans
un contexte fébrile. En effet, dans une étude rétrospective des cas de CNM au Burkina Faso,
les signes cliniques enregistrés sont par ordre de fréquence : les céphalées (81,9%), la fievre
(57,3%) et les vomissements (44 ,2%) [122].La dominance des céphalées a été trouvée aussi
au Nigeria [127] en Ethiopie [128] et en Taiwan[129]. D’autres études de la littérature
confirment cette prédominance des céphalées, fievre et raideur de la nuque [130].

De méme pour une étude parisienne portant sur 76 cas de CNM chez les patients
séropositifs pour le VIH, les céphalées étaient présentes dans 69 % des cas (céphalée associée
aux vomissements), la fiévre dans 86% des cas et la raideur de la nuque dans 37% des cas
[131].

Dans notre série, les symptémes enregistrés sont par ordre de fréquence :Les céphalées
(75%), la fievre (75%), et la raideur de la nuque (55%). Cette prédominance des trois signes
est également présente dans les données de séries étudiées. Les symptébmes tels que les
vomissements, crises convulsives, et troubles oculaires peuvent étre présents mais sont

inconstants.
3.2. Atteintes extra méningée associées

Dans le cadre de I’infection par le VIH, L’atteinte neuroméningée reste la localisation la
plus fréquente, néanmoins le champignon peut atteindre tous les organes lors de I’infection
disséminée surtout avec des atteintes pluri systémiques (pulmonaire, cutanées, prostatique,
oculaire, ganglionnaire, ostéoarticulaire et sanguines).Cette dissémination est associée a un

pronostic péjoratif [32].

Les hémocultures positives sont le témoin d’une dissémination. Les données du
CNRMA révelent I’existence d’une fongémie dans 50% des cas chez les patients séronégatifs,
et dans 70% des cas chez les patients séropositifs [34].La fongémie est un facteur de
pronostic défavorable au cours de la CNM. Dans notre série, sept patients avaient une
fongémie associée a I’atteinte neuroméningée soit (17, 5%).
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L’atteinte pulmonaire vient en deuxieme position, puisque c’est la porte d’entrée de
C .neoformans dans I’organisme. Selon la littérature internationale, 5 a 28% de localisations
pulmonaire sont décelées au cours de la cryptococcose dans le sida [132]. Dans notre série,
cinq patients (12 ,5%) ont développé une cryptococcose pulmonaire en plus de I’atteinte

neurologique.

La localisation des levures de Cryptococcus neoformans dans les selles est
exceptionnelle. Dans une étude Frangaise sur I’épidémiologie de la cryptococcose, la présence
de levures dans les selles n’a été rapportée que dans 5 des 1057 cas étudiés [133].
Trois autres cas de présence de levures de Cryptococcus neoformans dans les selles ont
été diagnostiqués en Argentine[134-136].Dans notre série trois cas de localisation gastro-
intestinale ont été rapportés soit (7.5%)

La recherche de Cryptococcus neoformans dans les urines ne se fait pas
systématiquement car I’atteinte urinaire est le plus souvent asymptomatique. Elle ne fait
pas partie du bilan d’extension et n’est réalisée que dans 30 a 50% des cas, et n’est
positive que chez 20% a 30% des patients. La Cryptococcose urinaire ne doit pas étre
méconnue en particulier chez I’lhomme ou la prostate est un sanctuaire pour la levure. En
effet, un gite prostatique mal stérilisé a été incriminé dans les rechutes de I’infection a
cryptocoques [2].Chez un seul patient de notre série, nous avons trouvé C.neoformans dans

les urines.

Il est donc intéressant d’effectuer d’autres prélevements liquidiens lorsque le
diagnostic de la cryptococcose est posé sur une ponction lombaire. Cela permettrait de

rechercher d’autres localisations de la levure et donc d’adapter le traitement.
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3.3. Cryptococcose et immunodépression

4+ Cryptococcose et VIH

Tableau XX: Répartition des cas de cryptococcoses selon la sérologie VIH dans les diverses

séries
CHU CHU de Rapport  Annuel d’activité
el Lo Habib C,:HU Bobo Dioulasso du Centre National de
Notre Rochd . d’Oran Ki ‘5
série | Casablanca Bour_gl_ba Algérie burkina Re érence des _I\/chqses
[105] Tunisie [107] Faso Invasives et Antifongiques
[106] [122] [34]
Nalafe 40 27 27 61 61 3063
des patients
Sujet
séropositifs 35 26 18 61 61 2222
au VIH
Sujet
séronégatifs 5 1 9 0 0 841
au VIH

La cryptococcose est une infection typiquement opportuniste chez les malades atteints

du sida (50 a 70 % des cas selon les séries), qui survient a un stade de déficit immunitaire

profond [20, 21, 32, 33].0r le CNRMA a révélé en 2013 que le nombre de cryptococcose

diagnostiqués chez les sujets séronégatifs pour le VIH a tendance d’augmenter depuis 2004

sans explication trouvée [34].

Dans notre étude, sur 40 patients 35 était séropositifs au VIH et 5 patients était

séronégatifs a ce virus. Un résultat qui concorde avec les différentes séries du tableau XX.
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4+ Révélation ou Complication du VIH par la cryptococcose

Tableau XXI: Répartition des cas de Cryptococcose neuroméningée dans les diverses séries

selon qu’ils révelent ou compliquent une infection par le VIH

Centre Hospitalier Universitaire La Rabta
Notre série du Point « G» Bamako Tunis [4]
Mali [15]

Effectifs de
patients VIH + 35 26 12
CNM inaugurale
du VIH 13 5 5
CNM compliquant
VIH 22 21 7

La cryptococcose est une infection définissant le stade sida dans 85% des cas et
révélatrice de I’infection VIH dans 15% des cas [4]. L’étude réalisée au CHU de Casablanca
entre 2008 et 2011[105] a montré que sur les 26 cas diagnostiqués seulement 11 cas ont
présenté une cryptococcose inaugurale. Le pourcentage des cas révélant le SIDA est plus
important (60%) dans I’étude menée au méme centre en 1999 [4], ceci peut s’expliquer par la
prise en charge a I’époque de I’infection a VIH qui a commencé & prendre I’ampleur au
Maroc [33].

Dans notre série la CNM a été révélatrice du VIH dans 37% et a compliqué un SIDA

connu dans 63% des cas ce qui rejoint les données des deux séries présentés dans le tableau.
+ Les autres contextes d’immunodépression

L’utilisation des corticoides est reconnue comme facteur favorisant indépendant de la
maladie. Elle est associée a une mortalité accrue [32], avec des proportions de 33%, 30%,
18% respectivement dans des études menées en France, Australie, Etats Unis [4].Dans notre

série deux patients sous corticothérapie au long cours, ont développé une CNM.
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La grossesse est un autre facteur de risque pour le développement de la cryptococcose.
Ely et al [49] dans une revue de 29 patientes enceintes présentant chacune une cryptococcose,
dont 27 cas sans autres facteurs d’immunodépression, ont montré que la majorité des patientes
avait développé soit une cryptococcose pulmonaire isolée soit une cryptococcose méningée.
Récemment deux cas de cryptococcose disséminée avec avortement chez des femmes
enceintes ont été publiés [137-138].L’hypothése évoquée par les différentes publications est
celle de I’état d’immunotolérance pendant la grossesse pouvant favoriser la cryptococcose.
Dans notre série, nous avons relevé le cas d’une patiente de 35 ans, enceinte sans autre
facteur d’immunodépression qui a développé une méningo- encéphalite a cryptocoques
compliquée d’hypertension intracranienne, avec troubles oculaires ayant imposé une

dérivation ventriclo-péritonéale.

Selon la littérature, 10 a 40% des cryptococcoses surviennent chez des patients
apparemment indemnes de toute immunodépression. Avant la survenue du SIDA environ
20% des cas survenaient chez des patients apparemment non immunodéprimés [4]. Depuis
quelques années, de rares publications de cryptococcoses neuro-méningées sur des terrains

immunocompétents sont faites [139- 141].

Dans une observation de trois patients atteints de CNM, Ndiaye et al [142] ont montré
qu’aucun facteur d’immunodépression classique n’a été retrouvé, et la numération
lymphocytaire n’a pas montré d’anomalie. Dans une série de 9 patients Ecevit et al [143]
n’ont pas aussi retrouvé de facteur d’immunodépression chez 77% de patients.

Dans notre série deux cas de cryptococcoses ont été rapportés chez deux patients ou

aucun facteur d’immunodépression n’a été retrouvé.
3.4. Les infections opportunistes associées

La toxoplasmose cérébrale et la pneumocystose sont les infections opportunistes
classante du stade SIDA qui peuvent se retrouver associées a la cryptococcose
neuromeningée [144].Dans la série de Sow et al la cryptococcose est associée a la
toxoplasmose dans 14.3% des cas [91]. Une étude au Cameroun a révélé que la
pneumocystose était diagnostiquée chez un patient parmi les 33 cas de cryptococcose soit
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3%, [145]. Dans notre étude, nous avons releve 3 cas d’association toxoplasmose cérébrale-

CNM soit 7.5% et deux cas d’association pneumocystose-CNM (5%).

La candidose cesophagienne peut également étre associée a une CNM chez le sidéen.
Dans la série de Sow et al une association CNM- candidose cesophagienne été observée dans
71% des cas [21].Dans notre série deux cas ont été notés de CNM associée a une candidose
esophagienne. Bissagnéné et al [21] ont trouvé une association de la cryptococcose
neuroméningée a d’autres infections opportunistes dans 65,8 % des cas, avec une
prédominance de la candidose digestive présente dans 70 cas soit 46,97 %.

3.5. Aspects biologiques
3.5.1. Tauxdes CD4

Tableau XXI1: Taux des CD4 des patients VIH positifs atteints de cryptococcose neuroméningée

Données
elil SRl e CHU Epidémiologique du
, . Oran Rochd de . s
Notre série Alger Casablanca de Bobo Dioulasso | centre de référence sur
[187] [105] Burkina Faso [122] la cryptococcose en
France [4]
Effectifs testé
 FEUETE 26 61 26 13 604
séropositifs au
VIH
Taux de CD4
moyen éléments
/mm 99 - 53 56 42
VN 500 -1600
Eléments /mm °
Taux de CD4
extrémes 7 - 317 50 -250 - 13 - 387 0- 250
Eléments /mm °
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La cryptococcose neuroméningée est une infection opportuniste survenant au stade
tardif du SIDA avec des taux de CD4 généralement inférieur & 100 cellules /mm?, ou le
risque de survenue de I’infection est multiplié par 8[4]. Une étude réalisée en France sur
1057 cas a révélé que 80% des patients entre 1985 -1993 et 77% des patients entre 1997 -
2001 avaient un taux de lymphocytes <100 cellules /mm®[7]. De méme au centre hospitalier
de Bamako Mali 13 patients infectés par le VIH avaient un nombre de lymphocytes CD4<100
éléments /mm°. Cet état d’immunodépression sévére pourrait expliquer la faible réactivité
cellulaire observe dans le LCR [111,145].

Un taux de CD4 tres bas témoigne d’une déplétion importante de I'immunité cellulaire,
essentielle dans la défense contre C. neoformans. Et il serait donc un facteur de risque de
mortalité lors de la cryptococcose. En effet une étude en Cambodge sur 74 cas de
cryptococcose chez des patients VIH positifs, la moyenne du taux de CD4 lors du diagnostic
était de 14,6 éléments /mm* chez des patients qui allaient par la suite décéder, chez les
patients ayant survécu & Iinfection cryptococcique le taux moyen était de 97.9 éléments/mm®
[7].

Dans notre série, nous avons relevé un taux de CD4< 100éléments /mm® pour 17
patients et supérieur a 100 pour 9 patients. Le taux de CD4 moyen était de 99

éléments/mm°.Ceci concorde avec toutes les séries du tableau XXII, ol le taux moyen est

<100 éléments /mm?® indiquant I’état immunitaire avancé des patients.
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3.5.2. La cytochimie du LCR

Tableau XXI11: Caractéeres cytochimiques du LCR des patients dans les diverses séries

CHU de
CHU de, CHU Ibn La Rabta Bobo Dioulasso
, . Yaoundé Rochd . .
Notre série Tunis Burkina
Cameroun Casablanca
[145] [4] [4] Faso
[122]
Effectifs testé 24 30 14 8 61
Aspects Clair Clair Clair Clair Clair
Eéﬁi?;?rlgance Lymphocytaire | Lymphocytaire | Lymphocytaire | Lymphocytaire Polynucléaire
Albuminorachie VM 0.77 VM 0.75 VM 0 64 VM 0.40 VM 0.81
g/l VN 0.2-0.4 | VE(0.18- 2.9) | VE (0.1-2.1) ' VE(0.25 -0.95) VE (0.27- 4)
Glycorachie g /L VM 0.44 VM 0.34 VM 0.35 VM 0.29 VM 0.31
VN 0.5 VE(0.00-1.01) | VE (0.1-0.67) ' VE(0.10 -0.65) (0.06 -0.87)

D’apreés les données de la littérature, lors de la cryptococcose neuroméningée le LCR

est souvent clair, avec une prédominance lymphocytaire. Une hypercytorachie est présente

dans 38% des cas. L’hyperalbuminorachie est retrouvée dans 59% des cas. Selon les études,

47 a 75% des patients présentent une hypoglycorachie [4]. Cette description classique de la
biologie du LCR est retrouvée dans d’autres études de la littérature [109,118, 146- 147].

Dans notre série, comme dans toutes les séries présentées dans le tableau XXIII, le

liquide de ponction lombaire a un aspect clair a prédominance lymphocytaire, avec une

hyperalbuminorachie et hypoglycorachie chez la majorité des patients. Cependant pour la

série de Burkina faso [122] une faible réaction cellulaire lymphocytaire (6.25 lymphocytes

/mm?) a été notée avec une prédominance de polynucléaires. L’hypocellularité de LCR serait

liée a la baisse de I'immunité & médiation cellulaire au cours du SIDA.
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Cette présentation cytochimique du ICR traduit le fait que la cryptococcose

neuromeningée, fait partie intégrante des meningites a liquide clair comme les méningites

virales et tuberculeuses. L’analyse cytochimique du LCR ne permet donc pas d’orienter le

diagnostic de fagon certaine vers une cryptococcose.

3.5.3. Mycologie du LCR

Tableau XXI1V: Mycologie du LCR des patients dans les diverses séries

CHU Ibn | CHU de Bobo | _CUH de Hopital du || pabta
. Treichville point .
Notre | Rochd de Dioulasso RN Tunis
.- . D’Abidjan G Bamako
Série | Casablanca Burkina o . . [4]
Cote d’lvoire Mali
[105] Faso[122] [109] [15]

Examen Effectif | 40 27 61 22 26 8
direct a Nombre

Fencrede | . amens | 40 27 61 16 26 8

chine "

Positifs

iz Effectif | 40 27 X 22 14 8
Nombre de

cultures 40 27 X 22 14 8
positives

Recherche Effectif | 36 27 X X 26 8

des antigénes

solubles de | Nombre de

Cryptococcus | recherches | 36 27 X X 25 8
positives

> Examen direct a I’encre de chine :

L’examen du LCR aprés coloration & I’encre de chine est une clé du diagnostic de la

cryptococcose. C’est un examen simple pratique et peu colteux. Sa spécificité est de 100%,

s’il est bien effectué, mais la sensibilité est variable et dépend de plusieurs parametres

notamment I’épaisseur de la capsule et du volume du liquide biologique disponible. [91]
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Dans notre série tous les patients ont bénéficié d’un examen direct a I’encre de chine,
qui était positif dans les 40 cas. Dans toutes les séries présentées dans le tableau XXIV
I’examen direct a I’encre de chine était positif chez tous les patients sauf pour la série
ivoirienne [109] ou la recherche du cryptocoques a I’examen direct apreés coloration a I’encre
de chine n’était positive que chez 16 patients soit (72.7%) des cas et négative chez six autres
patients (27 ,3%). Ceci pourrait s’expliquer par le fait qu’au début de la maladie I’examen
direct aprés coloration a I’encre de chine peut étre négatif. 1l importe donc de répéter la
ponction lombaire selon la majorité des auteurs devant des signes typiques de CNM avec
LCR stérile afin d’améliorer la rentabilité de cet examen. [109]

> Intérét de la culture :

La culture est I’examen de référence qui permet de confirmer le diagnostic de la
cryptococcose avec une spécificité et une sensibilité proches de 100% [32]. Dans notre série,
le résultat de cultures était positif pour tous les patients et pour toutes les autres séries du
tableau XXIV. La culture sur milieu Sabouraud avec actidione est négative : aucune poussée
de colonies n’est observée. Ce résultat contribue au diagnostic de I’espéce de C .neoformans.

> La recherche d’antigénes circulants de Cryptococcus

La détection de I’antigene polysaccharidique cryptococcique est I'un des tests
immunologiques les plus utiles en mycologie. Sa sensibilité et sa spécificité dépassent 95%
[32].C’est un test rapide, simple & mettre en ceuvre et trés performant mais son codt limite son
accessibilité [148].

La recherche d’antigenes solubles était positive chez tous les patients ayant bénéficié
du test dans notre étude (36 patients), et dans les autres séries du tableau XXIV. Par contre
pour la série Malienne[15],un seul cas avait une recherche négative.

En outre, le titre de I’antigene cryptococcique reflete la charge fongique chez les
malades, et offre une meilleure surveillance du traitement puisque I’absence d’une diminution
ou lI"augmentation sont fréqguemment corrélées a une séverité de I’infection, a un échec
thérapeutique ou a une dissémination extra-méningée [4]. 15 patients de notre série avaient

des titres entre 10-1000 et un avait un titre supérieur a 10.000.

75



Analysons et Discutons les cas de Cryptococcose neuroméningée de I’hdpital Ibn Sina de Rabat (40 cas en 21 ans)

La corrélation entre le titre antigénique du LCR et la mortalité a été établie. Des

données de la littérature relevent que des titres > 10000 sont associés a une mortalité de 100%

[16].Cependant un patient de notre série a fait I’exception, il a été déclaré guéri alors que le

titre était > 10.000.

4. Evolution

Tableau XXV: Evolution des patients dans les diverses séries

Series Notre CHU Oran CHU de Treichville Hopital saint CHU Ibn Rochd
Série Alger [107] D’Abidjan Luc de kisantu de Casablanca
Evolution J Cote d’Ivoire [109] | Congo [108] [105]
clinique
Favorable 13 (32 .5%) | 40 (65 %) 10 (45.5%) 7 (64%) 10 (37%)
Complication | 3 (7.5%) 0 0 0 1 (4%)
Décés 18 (45%) | 18 (30 %) 12 (54.5%) 4 (36 %) 16 (59%)
Perte de vue 6 (15 %) 3 (5%) 0 0 0
Effectifs total 40 61 22 11 27

Avant I’établissement des protocoles thérapeutiques codifiés, que se soit pour la prise en

charge de la CNM et/ou des pathologies sous-jacentes la favorisants(HAART), la mortalité

liée a la CNM était trés importante. La situation globale a relativement évolué, on note que le

taux de mortalité varie en fonction des contextes du fait des disparités dans I’acces aux

différents arsenaux thérapeutiques.

Dans les séries occidentales récentes, on reléve des taux de mortalité entre 14-31%,

[149-150], un peu plus dans les pays du Maghreb allant jusqu’a 63.63% pour une étude

tunisienne [121].Les cas de déces restent également élevés dans les pays subsahariens.

(58,8%). [151]

Dans notre série, nous avons relevé 18 décés documentés (45%), 3 cas de

complications, 13 cas d’évolution favorable (32 .5%) et 6 perdus de vue au cours du suivi.
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Le protocole thérapeutique recommandé de la CNM n’est pas toujours respecté dans
notre contexte du fait de la non disponibilité des médicaments et de leur colt élevé, ce qui
conduit & une monothérapie non recommandée a I’amphotéricine B ou au fluconazole avec

pour conséquence la survenue de complications voire le déces.
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Conclusion
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Notre étude rétrospective de 40 cas de cryptococcose neuroméningée survenus sur une
période de 21 ans (1993 a 2014) et diagnostiqués au service de Parasitologie Mycologie de
I’hdpital 1bn Sina de Rabat au Maroc, nous a permis de décrire le profil épidémiologique,
clinique, biologique, et pronostique de I’infection chez les malades hospitalisées. Et de bien
connaitre I’importance et la nécessité des outils de diagnostic mycologique qui permettent un

diagnostic rapide et un suivi adapté.

La cryptococcose neuroméningée reste une mycose profonde opportuniste et grave, qui
survient lors des stades avancés de I’'immunodépression par le VIH mais également chez des
patients séronégatifs a ce virus, ce qui implique que devant le moindre signe neurologique, la

recherche de C.neoformans doit étre appliquée systématiquement.

La réduction de la mortalité par cette mycose impose la nécessité d’un diagnostic rapide
et d’un traitement approprié par le respect de I’utilisation du protocole recommandé.
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Résumé

Titre : Analysons et Discutons les cas de Cryptococcose neuroméningée de I’hopital Ibn Sina de
Rabat (40 cas en 21 ans)

Auteur : BANDADI FATIMA -ZAHRA
Mots-clés : Cryptococcose neuroméningée, Immunodépression, VIH, Cryptococcus neoformans

La cryptococcose neuroméningée est une mycose opportuniste fréquente et sévere causée par
une levure encapsulée Cryptococcus neoformans.

Nous rapportons dans ce travail 40 cas de Cryptococcose neuroméningée , diagnostiqués au
laboratoire de parasitologie de I’hopital 1bn Sina de Rabat sur une période de 21 ans (1993 & 2014).

Dans notre série, 35 patients étaient infectés par le VIH. 2 patients étaient apparemment
immunocompétents et 3 patients immunodéprimés non VIH dont : deux étaient sous corticothérapie
au long cours et une patiente était enceinte.

L’age moyen des patients était de 38 ans avec une prédominance du sexe masculin (n= 30) par
rapport au sexe féminin (n= 10). Les signes cliniques étaient dominés par la fiévre, les céphalées et
la raideur de la nuque. La cryptococcose neuroméningée était révélatrice de I’infection par le VIH
dans 13 cas (37.14%).Dans 22 cas (62.85%), elle a représenté une complication du SIDA.

Le diagnostic de la cryptococcose neuroméningée a reposé sur la mise en évidence de
C.neoformans dans le LCR apres I’examen direct a I’encre de chine, et la culture sur milieux de
Sabouraud sans actidione, ainsi que la recherche d’antigenes solubles. 27 patients de notre série ont
été traités par la monothérapie a base de fluconazole (soit 67.5%). L’amphotéricine B a été utilisée
chez 13 patients (32.5%).

L’évolution a été favorable pour 13 patients (32.5%) et 3 cas ont connu une complication
(7.5%). Alors que 18 patients de notre série sont décédés (45%) et 6 ont été perdus de vue (15%).

Pour un diagnostic rapide, la recherchne de C .neoformons doit étre appliquée
systématiquement devant le moindre signe neurologique.
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Abstract

Title: Analysis and discussion cases of Cryptococcal meningitis at Ibn Sina Hospital in Rabat
(40 cases in 21 years)

Author: BANDADI FATIMA-ZAHRA

Keywords: Cryptococcal meningitis, immunosuppression, HIV, Cryptococcus neoformans

Cryptococcal meningitis is a frequent and severe opportunistic fungal caused by encapsulated

yeast Cryptococcus neoformans.

We report in this work 40 cases of Cryptococcal meningitis ( CNM), diagnosed in the

laboratory of parasitology of the 1bn Sina hospital in Rabat over a period 21 years ( 1993-2014).

In our series, 35 patients were infected by the HIV. 2 patients were apparently
immunocompetent and 3 immunosuppressed patients non HIV of which: Two were under long-term

corticosteroid therapy, and a pregnant.

The average age of patients was 38 years with a predominance of males (n = 30) compared to
females (n = 10).The clinical signs were dominated by the fever, the headache and the stiff neck.
Cryptococcal meningitis was indicative of HIV infection in 13 cases (37.14%). In twenty two cases
(62.85%), it represented a complication of AIDS.

The diagnosis of Cryptococcal meningitis was based on the detection of Cryptococcus
neoformans in the cerebrospinal fluid after direct examination with India ink and culture on Sabouraud
medium without actidione, as well as search the cryptococcal soluble antigen. 27 of our patients were

treated with monotherapy of fluconazole (67.5%). Amphotericin B was used in 13 patients (32.5%).

The evolution was favorable for 13 patients (32.5 %) and 3 cases have known a complication (7.
5%). while 18 patients of our series died (45 %), and six lost sight (15 %).

For rapid diagnosis, the search for Cryptococcus neoformans must be systematically applied in

front of the slightest neurological sign.
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de mes conffréres si

Je manquais a mes engagements.
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dent leur estime si je suis fidele
d mes promesses, que je SoiLs méprisé
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dignité humain.
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Serment de Ga
fideéle a leur renseignement.
de la santé public, sans jamais oublier ma
responsabilité et mes devoirs envers le malade et sa
probité et du désintéressement.
favoriser les actes criminels.
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Je jure en présence des maitres de cette faculté :

In

- D’étre fidele dans [exercice de la pharmacie a la
législation en vigueur, aux régles de ["honneur, de la

connaissances et mon état pour corrompre les meeurs et
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confiés ou dont j’aurais eu connaissance dans [exercice
de ma profession, de ne jamais consentir a utiliser mes

- D’honorer ceux qui m'ont instruit dans les préceptes de
mon art et de leur témoigner ma reconnaisse en restant

- De ne dévoiler a personne les secrets qui m’auraient été

- Que les hommes m
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