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Etalonnage du micrométre oculaire

Pour mesurer les éléments qui se trouvent dans le champ du microscope, il est
nécessaire que l'oculaire posséde une échelle de mesure. Cette échelle doit étre
préalablement étalonnée. Le micrométre oculaire est un disque plan en verre sur
lequel est gravée une échelle divisée en 50 ou 100 petites divisions. Ces divisions
auront une valeur différente selon le grossissement de I'objectif du microscope. On
calcule la valeur de chague division en se servant d'un micrométre objectif sur
lequel est gravée une échelle étalonnée connue divisée en fractions de 0,1 mm,
elles-mémes subdivisées en fractions de 0,01 mm. Pour étalonner le micrométre
oculaire, procéder de la maniére suivante :

1 Retirer 'oculaire (10x ou autre) du microscope et dévisser la lentille supérioure
ou inférieure, selon le modale. Piacer le micrometre oculaire sur le diaphragme,
a l'intérieur de I'oculaire, le coté gravé contre la face inférieure du réticule.
Revisser la lentille et remettre I'oculaire en place

2. Mettre le micrométre objectif sur la platine du microscope et mettre au point
avec |'objectif le plus faible sur une partie de |'échelle, avec I'oculaire 10x.

3. Ajuster le micrometre objectif en déplacant la platine de fagon que le trait 0 du
micromeétre oculaire se superpose exactement au trait 0 du micromeétre objecti,
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4, Sans deéplacer le micrométre objectif, chercher un autre point a I'extréme droite
du champ ol deux autres traits se superposent exactement. Ce deuxiéme jeu
de traits superposes doit étre le plus a droite possible des traits 0. Cette distan-
ce variera selon I'objectif utilisé. A fort grossissement, I'épaisseur des traits gra-
vés peut étre telle qu'il faille chercher & superposer soit le bord gauche soit le
bord droit deg traits.

5. Comptler le nombre de traits du micromeétre oculaire entre le trait O et le point od
le deuxiéme jeu de traits se superpose, Dans I'exemple montré sur la figure, ce
nombre, indiqué par la ligne pointillée, est de 33 divisions de l'oculaire.

6. Compter le nombre de traits de 0,1 mm entre le trait O et les deuxiémes traits
superposés sur @ micrometre objectif ; sur la figure, ce nombre, indiqué par la
fleche, correspond & 0,22 mm.

7. Calculer comme suit la longueur correspondant a une division de |'oculaire :
33 divisions de l'oculaire = 0,22 mm
1 division de l'oculaire = 0,22 mm = 0,0066 mm = 6,6 um

33
Donc, pour I'objectif utilisé : 1 division de I'oculaire = 6,6 pm. Chague object!f
du microscope doit &tre étalonné séparément.

8. Quand tous les objectifs sont étalonnés, préparer une fiche simple donnant le
facteur d'étalonnage pour chague objectif,
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Identification des parasites intestinaux

Pour le diagnostic des parasitoses intestinales, le but du microscopiste est d'etablir avec
certitude la présence de parasites dans les selles, gu'il s'agisse de minuscules kystes de
protozoaires ou de gros ceufs d'helminthes, et de les identifier correctement. Dans certains
cas, les parasites sont présents en quantité suffisante pour &tre trouvés par examen direct
d'une petite quantité de selles constituant I'étalement direct (voir planche 1). L'addition
d'une goutte de solution de Lugol & la préparation fait souvent ressortir d'importants aspects
marphologiques des parasites, ce qui facilite leur identification.

L'identification des formes végetatives et des kystes de protozoaires dans des étalements
de selles non colorés est déllcate méme pour un microscopiste expérimenté et dans des
conditions idéales de collecte et de préparation des prélévements Les formes végétatives
degenerant trés vite, il faut procéder rapidement pour examiner les prélévements de selles,
préparer les étalements pour la coloration permanente ou conserver le prélévement dans un
fixateur spécial comme le merthiolate-formal-iode (MIF). L'examen direct de matériel
conservé dans le MIF est utile, mais le microscopiste doit &tre familiarisé avec la reconnais-
sance des parasites dans les étalements a I'état frais

Il est recommandé de procéder a une coloration permanente des étalements pour identifier
les protozoaires parasites. Les étalements peuvent étre réalisés a partir de selles fraiches
ou conservées dans ['alcool polyvinylique (PVA) ou dans I'acétate de sodium-acide ace-
tigue-formol (SAF). Les autres conservateurs pour selles, par exemple le formol & 10 %, sont
déconseillés pour préparer les étalements colorés, Les colorants les plus couramment utili-
sés sont le trichrome et I'hématoxyline ferrique Le frichrome est facile & utiliser et convient
particuliérement pour les étalements réalisés a pariir de selles fraiches ou conservées dans
le PVA ; il est déconseillé pour colorer des selles conservées dans le SAF, Techniquement,
I'nématoxyline ferrique est plus difficile & utiliser, mais elle donne d'excellents résultats sur
lous les types d'étalements de selles. Dans certains cas, 'emploi de lechniques de colora-
tion plus spécialisées, faisant appel a des colorants acidorésistants, mettra mieux en évi-
dence des coccidies de petite taille comme Cryptosporidium et Cyclospora. Méme les
minuscules spores de certaines espéces peuvent étre détectées dans les selles au moyen
de techniques de coloration modifiées ou spéciales.

La plupart des protozoaires parasites sont faciles & identifier dans les étalements colores.
Méme les caractéristiques les plus fines de ces parasites peuvent étre visualisées. Comme
on le remarguera sur les microphotographies, la coloration des parasites et des éléments
des matieres fécales peut varier considérablement, méme avec le méme colorant. Cela
peut étre di & de nombreux facteurs, notarmment I'Age du prélévement au moment de la
fixation, le fixateur utilisé, I'épaisseur de |'étalement et le temps de décoloration. Nous avons
essayé de montrer les caractéristigues diagnostiques de tous les protozoaires parasites
courants, en utilisant des clés de détermination et des microphotographies de tous les
stades de chacun des parasites, tels gu'ils apparaissent sans coloration ou colorés a 'aide
d'un ou plusieurs des colorants mentionnés ci-dessus,

En géneéral, le diagnostic des helminthes intestinaux est moins difficile que celui des proto-
zoaires. Les ceufs d'helminthes sont souvent plus faciles a trouver et a identifier du fait de
leur tallle et de leurs caractéristigues morphologigues distinctives, Les étalements directs
de selles fraiches permettent souvent de voir les ceufs d'helminthes, mais il est en général
plus efficace pour le laboratoire de procéder & une concentration simple (voir planche 2)
pour éviter que Bles parasites qui seraient présents en trés petit nombre ne passent inaper-
cus, Dans certaines circonstances, comme lors d'enguétes a grande echelle dans la com-
munauté, les objectifs spécifiques sont limités & la détection de schistosomes ou de néma-
todes transmis par le sol (Ascaris, Trichuris et ankylostomes). Une modification de la
technigue directe d'étalement, la technigue de Kato-Katz (voir planche 3), est particuligre-
ment utile lors des enguétes de terrain portant sur ces infestations, car elle donne égale-
ment une estimation de leur intensité. Nous montrons des images des helminthes parasites
de l'intestin tels qu'ils apparaissent dans |es selles ou, dans certains cas, dans les prepara-
tions de Kato-Katz.

Enfin, il est extrémement important que le microscopiste soit capable de mesurer les objets
qui se trouvent dans le champ microscopique L'estimation exacte de la taille des parasites
est importante pour poser un diagnostic correct. |l existe pour pratiquement tous |es micro-
scopes des réticules oculaires. Ceux-ci peuvent éire étalonnés a l'aide d'un micrométre
objectif, en suivant les instructions données au verso

Pour en savoir plus :

Ash LR, Orihel TC Parasiles: a guide to laboratory procedures and identification, Chicago, ASCP Press,
1991

Ash LR, Orihel TC Atlas of human parasitology, 3rd ed, Chicago, ASCP Press. 1990,

Farasilologie médicale . techniques de base pour le laboraloire Genéve, Organisation mondiale de la
Santg, 1993
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Examen direct des selles — Préparations a I'etat frais en soluté physiologique ef a l'iode

Matériel ef réactifs

1. Batonnets applicateurs en bois ou allumettes
2. Lames porte-objets (75 x 25 mm)
3. Lamelies couvre-objets
4. Crayons ou feutres indélébiles pour marquer les lames
5. Flacons compte-gouttes contenant :
soluté physiologique (0,85 %. 8.5 g/l)*
Lugol (solution a 1 %)

* Pour la préparation des réactifs, se reporter & la publication OMS Parasifologie méadicale - tech-
niques de base pour le laboratoire, 1993 (ISBN 22 4 254410 8).

Mode opératoire

1. Inserire le nom ou le numéro du malade et |la date sur le cété gauche de la lame avec un
crayon gras ou un marqueur,

2. Déposer une goutte de soluté physiologigue au milieu de la moltié gauche de la lame et
une gouite de Lugol au milieu de la moitié droite de (a lame (Figure 1)

(Note : Les preparations & |'étal frais & liode sont irés utiles pour les protozoaires, mais
moins pour les helminthes).

3. A l'aide d'un bé&tonnet applicateur ocu d'une allumette, prélever une petite portion de selles
(environ 2 mg, sait la taille d'une téte d'allumette) et l1a déposer dans la goutte de soluté
physiologique | prélever une autre portion identique et la déposer dans la goutte de solu-
tion iodée. Meélanger les selles avec les gouttes de fagon a obtenir des suspensions
(Figure 2)

4. Couvrir chague goutte avec une lamelle , pour cela, tenir la lamelle inclinée au contact de
la lame, toucher le bord de la goutte et abaisser doucement la lamelle de fagon a éviter a
formation de bulles d'air (Figure 3).

(Note : Les préparations idéales contenant 2 mg de selles sont uniformes - pas trop
épaisses, pour gue les débris de matiéres fécales ne cachent pas les parasites, ni trop
minces, pour qu'il n'y ait pas de vides dans la préparation).

5. Examiner les préparations avec |'objectif 10x ou, si nécessaire, un abjectif plus puissant,
en procédant de fagon systématique (de haut en bas ou de droite & gauche), de fagon a
observer la totalité de la préparation couverte par la lamelle (Figure 4). Si I'on observe des
parasites ou des éléments suspects, passer a |'objectif supérieur pour vair leur morpholo-
gie plus en détail.

Figure 1

Figure 2

224
4/ 71 82

Figure 3
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Les euls normaux, fécondés, d'Aseeris lmbricpltgs mesuten! 55-75 pm sur 35-500 pm, sonl |aune d'or & bruns el contennent (Eul typigue didseanis, fecande, tel qu'il apparall dars une

ung seule caltule lorsgu'ils sont émis dans es selles. |'eul possede une suslace nallement mamelonnes preparation e Kalo-Katz.

[Ewls fyprgues d'Msennis, nan fecondés, dans 65 § Ces @uls sonl de forme allongée et sont pius gros 8595 pm (Eufs d'Aseands, féconde (en bas & gauche). el nor fécondé
SUr43-47 pn) que-les euts tecondes, ol ne cogue ling et une couche exteme irégulierement mamelonnée La-cantenu de l'eul dans une préparatian de Kato-Katz
sl habituellement granuleus &t na meontee aupune droanisation,

Asgaris. Quelguelsis, 1es muly nomawy 1 ol perdo Asearie. (Euf normal dépourvn e sa couche exdaime (en (Euls d'dweaeir (en haot) el da Frehueris (en bas) dans une
feur Gouthe axterns mamentinde faul & pavehe) dins une préparalion oe Kalo-Kalz préparahon de Kato-Katz.




Planches pour le dingnostic des parasites intestinaux

@ Organisation mondiale de ta Santé 1994

Planche 2

Techniques de concentration des selles — Formol — ether /acétate d'éthyle /essence

Maiériel et réactifs
1. Centrifugeuse, avec couronne et adaptateurs pour tubes coniques de 15 ml 1l faut
utiliser des gaines étanches.
2. Tubes a centrifuger de 15 ml, coniques (marquer une graduation a 10 ml avec un
crayon gras).

. Flacons compte-gouttes ou pissettes en plastique, 250 ou 500 ml.

. Batonnets applicateurs en bois, 145 x 2,0 mm.

. Petit becher, 25, 50 ou 100 ml.

. Tamis en plastigue ou en metal a mailles de 400 um ou gaze chirurgicale.

7_ Lames porte-objets (75 x 25 mm),
8. Lamelles couvre-objets,
9 Pipettes Pasteur jetables, avec poire en cacutchouc.

10. Bauchons en canutchoue pour tibes 3 centrifuger.

11. Support pour tubes.

12. Formol & 10 %.*

13. Ether, acétate d'éthyle ou, si I'on ne dispose d'aucun de ces solvants, essence.
(Attention: |'éther est hautement valatil | il s'enflamme et explose rapidement au
contact d'une flamme ou d'une étincelle. Conserver les bidons ou les flacons enta-
mes sur une étagére dans la partie la plus fraiche du laboratoire. Ne pas mettre un
flacon entamé d'éther au réfrigérateur car les vapeurs s'accumulent et peuvent  Figyre 2
exploser lorsau'on ouvre 1a porte).

14. Flacon compte-gouties contenant :

Soluté physioclogigue (0,85 %, 8,5 gll)
Lugol (solution & 1 %).

Figure 1

D n s L

* Pour la préparation des reactifs, consulter la publication OMS Parasitologie médicale - tech-
niques de base pour le laboratoire, 1993, (15BN 92 4 254410 8)

Mode opératoire

1 A l'aide d'un béatonnet applicateur, infroduire 1,0-1,5 g de selles dans un tube & centrifu-
ger contenanl 10 ml de formol, = mélanger pour obtenir une suspension.

2 Passer lo suspension sur le tamic @ mailles de 400 pm ou sur deux couches de gaze chi
rurgicale humide, directement dans un aulre lube & centrifuger ou dans un petil bécher,
Jeter la goze

3. Rajouter du formol & 10 % dans la suspension pour ajuster le volume total & 10 ml,

4. Ajouter 3,0 ml d'éther [ou d'acétate d'éthyle ou d'essencel & la suspension et bien mélan-
ger en bouchont le tube avec un bouchon de caoulchouc et en agitant vigoureusemenl
pendant 10.secondes

5 Enlever le bouchon et mettre le tube dans la centrifugeuse Equilibrer les 1ubes et centrifu-
ger @ 400-500 g pendant 2 & 3 minutes.

6. Refirer le tube de la cenfrifugeuse ; le contenu est séparé en quatre couches © al une
cauche supérieure d'éther [ou d'acétate d sthyle ou d'essence) ; b) un bouchon de débris
gras adhéranl & la paroi du fube | ¢ une couche de formal ; ef d) le culot (Figure 1)

7 Décoller doucement le bouchon gras (débris) & 'aide d'un batonnet applicateur et jeter
les frois couches supérieures en une seule fois, en laissant le ube refourné s'égoutier pen-

dant au moins 5 secandes lovsque came manceuvre est correctement rédlisée, une petite
quenite de liguide redsscondm das parwis du lube dans le culot Figures 2 of 3

4 Mblanger oo liuide avee le culet Il 22 porois nécessaire d'ajouter une goutte de soluté
physslaique olin davall asssz de liguide pout remetire le culot en suspension) & l'aide
d'une pipete 21 veng (eloble Transiés une goutte de suspension sur une lome pout
Cevaminer sous une lomelle | on peut également faire une préparation colorée & I'iode

(Figure 4).

@ Examiner les preparations avec 'ebjectif 10x ou, si cela est nécessaire pour ['identificar
fion, avec un objeciif plus puissant, en procédant de facon sysiématique pour couvrir lo
fotalite de la zone ~owverte par la lamelle (Voir planche 1, Figure 4). Si ['on observe des

| ]
| ]+ Bber
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porosites ou des éléements suspects, passer au grossissement superieur pour voir leur mor-
phalogie plus en détail.
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Technique de Koto-Katz — Etalement épuis de selles sous cellophane
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L
Materiel et reactifs
1 Batohnets applicataurs an bols
2 Tamis en acler INoxydable, nylon cu plasticus, & mailles de G000 (Flaue 1)
3 Plague perfores en acier inoxydabile. plestigue ou carton (Fguie 1) 1| exisls des plaguas de
laillee variables selon lBe paye. Une plague ayanl un trou de 8 mm de diamstre gur 1 mm

e

d'épaisseur délivrera 50 mg de sellss | une plague ayant un trou de 6 mm de diamétre sur 15
mm d'épaisseur donnera 41,7 mg de selles, el une plague ayant un trou de 6,5 mm sur une
épaisseur de 0,5 mm donnera 20 mg de selles. Les plagues doivent étre normalisées au
niveau du pays, et il faut toujours utiliser des plagues de méme format pour assurer 1a repro-
ductibilité el la comparabilité des données de prévalence et dintensite.

4, Spatule en matiére plastique (Figure 1),

. Lames porte-objets (75 x 25 mm)
Cellophane hydrophile, de 40 a 50 um d'épaisseur, en rectangles de 25 x 30 ou
25 % 35 mm (Figure 2)

. Bocal a fond plat avec couvercle (Figure 2).

. Pinces.

. Papter hygiénigue ou papier absorbant.

. Papier journal.
Solution de glycérol - vert malachite ou de glycérel - bleu de méthyléne (ajouter 1 mi de solu-
tion aqueuse a 3 % de vert malachite ou de solution aqueuse a 3 % de bleu de méthyléne
dans 100 ml de glycéral et 100 mi d'eau distillée, et bien mélanger). Verser cette solution dans
un bocal sur les rectangles de cellophane et laisser reposer au moins 24 heures avant emploi

o

— DO~

Mode opératoire

4

1. Déposer une petite quantité de selles sur un morceau de papier journal ou autre el appuyer le
tamis sur l'échantiflon de tagon a faire passer une partie des matieres iécales a fravers le tamis
(Figure 3).

2 A l'aide de lz spatule & bord plat, racler la surface supérieure du tamls pour recueillir les
matiéres fecales tamisées (Figure 4),

3. Disposer la plague perforée au centre d'une lame porle-objets, el & |'aide de la spatule remplir
entirement le trou de selles tamisées (Figure 5). Avec le bord de la spatule, éliminer I'excés
(la spatule ef le tamis peuvent &lre soit jetés soit soigneusement laves et réutilisés),

4. Retirer solgneusement la plague de fagon que le cylindre de matigres fecales reste sur la lame.

5. Couvrir la matiere fécale avec un rectangle de cellophane imbibé de glycérol (Figure 6). La
cellophane doit atre trés mouillée si les selles sont séches et moins mouillée si les selles sont
molles (s'il y a trop de glycérol sur la face supérieure de la cellophane, I'essuyer avec du
papier hygiénigue) En climat sec, un excés de glycérol retardera la dessiccation mais ne
l'empéchera pas ;

6. Retourner la lame et presser fortement I'échantilion de selles contre |la cellophane en se ser-
vant d'une autre lame ou d'une surface lisse, par exemple un morceau de tuile ou une pierre
plate. La matigre fecale se répartira régulitrement entre la lame et la cellophane (Figure 7).
L'épaisseur de I'étalement doit &tre telle gu'il soit possible de lire des caractéres de journal au
travers (Figure 8).

7. Retourner doucement la lame en la soulevant de c6té afin d'éviter que |a cellophane ne se
détache. Déposer la lame sur la paillasse, la cellophane étant sur le dessus. L'eau s'évaporera
pendant que le glycerol éclaircira les selles

8. Pour tous les ceufs sauf ceux d'ankylostomes, conserver la lame une ou plusieurs heures 2
température ambiante pour que le matériel s'éclaircisse avant I'examen au microscope. Pour
accelerer le processus, on peut déposer la lame dans une étuve a 40°C ou la mettre au solell
pendant quelgues minutes.

9 Les ceufs d'Ascaris ou de Trichuris restent visibles et reconnaissables pendant de nombreux
mois dans ces préparations. Les ceufs d'ankylostormes s'éclaircissent rapidement el cessent
d'étre visibles au bout de 30 & 60 minutes. Les ceufs de schistosomes peuvent &tre reconnais-
sables pendant plusieurs mois, mais il est preférable, dans une zone d'endémie, d'examiner
les préparations dans les 24 heures,

0. L'etalemen devia dre exarming da lagon systématigue (volr planche 1, Figure 4) ; nofer le
nombre d'aeuls rauve pour chaaues espece. Multiplier ensuite par le nombre approprié pour
pbtenir e nombre diosls par gramme de selles (multiplier par 20 si on utiise une plaque per-
loree de 50 myg, par 50 8 on ulillee une plague de 20 mg, et par 24 si on utilise une plague de
41,7 mgy). En prégence o'un grand nombre d'ceuls, pour conserver une lecture rigoureuse en
reduisant le temps d'observation, on peut recommander de faire une dilution quantitative selon
la technigue de Stoll, avec NaOH 0,1 mol/l (voir Parasitologie médicale : techniques de base
pour le labotatoire, OMS, 1993).
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Les muls de Sehistosema mansant sont grands (114-175 pen sur 45-70 wm), ont una ébque fing ¢t Iransparente et un gpéron

[atéral bien visible ; Ils contiennent un miracidium. Si |'€peron nest pas visible, it st possible de |e faire apparaltie en lapatamt

dourement ja lamella

P - L - I. ol
J -

Les reufs de Setsiosems japaniesm sont olus petits que caux de 8, mamsond et de S. haematoblum. Iis mesurent 70-100 pm
sU1 55-63 p eb sont de forme ronde 3 ovaie, nossédent une cogue Jing el un petil éparen latéral peu visitle 1S contiennent un miraci-
dium, Il est réquent que des débiris de matigres Hoales adhdrents 8 | surkaca da l'eeud, ou que V'orieniation e et cachent ['Speron

Les euls 428, Amsmloliom ant Ln &peron terminal et contiennent unmiracidium. [is mesurant 112-170 um sur 50-70-um, Ges
eufs e trouvent généralement dans 1'urine mais en peul aussi parfois (es trouver dans les sellss

Note : 5i foutes |52 phiotagiaphies
e Irat vepresente 25 jum

Les couls de 8. manson dans les préparations de Kato-Kalz
sont facilement (dentil 'La[yblm d'aprés leur laille, leur forme el
['8peron laléral

Dans les préparations de Kato-Katz, I'dperon de |'guf de
5. fapanioum est rarement observable el 18 miracidium
deviert rapidement invisible, Powr identifier 'espace, an se
base sur 14 taille gt 13 présence d'una coque mince.

% " B

Les mUfs de Sehistosama infercalatum sont habitugllement plus gros
fue ceix d2 8. haematabivm, il mesurent environ 140-240 pen, s'obser-

st haviniiaraet Mane bas sntldao. of nraeantant (in rardlerm il armgr=banal
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* Schistosoma mekongi = Schistosoma intercalatum ne son! pas représentés o Les ceuls de S, mekongi mesurent 5 1-78 pm sur 3966

les ceuls de S. infercalatum mesuent | 40-240 pm de long.
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Planche 4 - Helminthes

Note : sur loutes les pholographies,
le \rait raprasants 25 um
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e Bepatice mesursnt habllusizment 130-150 pum sur
uperctis e Visible, ne sonl pas embryennes; & on soverl
e Ja cacue A 'axtrémilé opposee A (opercule (et imégulanle
s 5 les ceuls de Fasefolopsis buski, par ailleuss simitaires)

65 (euls da Melegonimas pokapawal mesurenl 20-30 pm sur

I; £ 15-17m, onl un opercule peu visible & ol pas de protubérance 4
Yl pevend ackeéner 3 12 coqe: f 5 U'estrémite opposée. En général, il n'y 4 pas de débris adhérents @ |2
e et of Epesborelels it 2 méime asaesl coque: Les czufs frouves dans les selies contiennent un miracidium

Les teuls de Fursgunimas medismman meswant haditusliement BO-120. Les muls de: Paragomimes ileradiioralls, une espéce africaine,  Oipipiiobmtimiom futwin. Ces @uls de cestodes operculgs mesyrent
LN suf 45-70 o, sont de couleut beun Core, ont une cogue epaisse, ne: sant habitusiiement plus petits que ceuw de P westermani, mesurant 30« habitiellemant SH-75. wm sir 40-60 m, ne Sant pas emionyonneés oans
sont pas ambryonnés dans les selles o les ciachats et possedent un oper- 85 pm sur 35-55,em, Bt onf un opercule mains visiole leg selles, el peuvent presentar uné pelite profubgrance a lextrémite
cute bien visible La cogue est épalssie a lexirémild cpposse & 'operculle Opposés 4 fapsrcule

Les osits d Taemie sont tous identigues, aver un damete de 31-43.ym.  Les ceuls o' Mymmenolepls diminule mesirenl 70-85 wm sur 60 Les euls dpmeaiegis neos sont habilusliement sphériques, da 30-47

e conue épaisse O 1 ptismatique, ¢ confiennent Un ambryon 4 gk BC pm, sont sphengues, de couleur brun jaunatre et contrennent un pm ge diameélre, possédent une coque mince hyaling af conlignngnt Lne

crochets, longnsphere. Parfois, une mince membrang embryonnaie byaling  embryon  six crachets. Il iy a pas da filaments comme chez H. oncasphere & six crochets: La paroi de ['oncosphere présente deux épais-

faut ftre cornssrvie aulour de ces eufs nana sissements polzires d'oi parlent muatre & huil flaments gui s8enden! enire
I'oncosphére el 1a coqus externs




Planches pour le diagnostic des parasites intestinaux Planche 5

@ Organisation mondizle da la Sanlé 1994

Techniques de coloration des protozoaires dans les selles

L'emploi de solution de Lugol pour colorer les préparations & |'état frais de prélévements de selles
fraiches ou conservées dans le formol est décrit sur la planche 1. lci sont décrites quelques tech-
niques de coloration permanente d'étalements préparés a partir de selles fraiches ou conservees
dans le PVA ou le SAF On trouvera également de nombreux détails sur la préparation des étalements
de selles et 'application des diverses technigues de coloration dans les publications mentionnées a la
fin de l'introduction.

Colorants pour la coloration permanente des étalements de selles

A. Colorant ou trichrome

Utilisation. Trés bon colorant pour les étalements de selles fraiches ou conservées dans le PVA :
ne donne pas de bons résultats avec des selles conservées dans le SAF,

Préparation. Ajouter 10 ml d'acide acétique glacial & 6 g de chromotrape 2R, 3 g de vert lumiére
SF et 7 g d'acide phosphotungstigue dans un flacon propre. Mélanger en imprimant un mouvement
de rotation au flacon et laisser repeser 30 min. Ajouter 1000 ml d'eau distillée et mélanger soigneu-
sement ; la solution doit étre violet fonce. Conserver dans un flacon bouché & ['émeri | le colorant est
stable et s'utilise non dilué

Technique de coloration. Déposer les lames, fixées soit dans le fixateur de Schaudinn soit dans le
PVA, dans de l'alcoal & 70 % pendant 2 min. Ajouter du Lugol dilué dans de |'éthancl & 70 %
jusgu'a obtention d'une couleur brun foncé ; déposer les lames dans la solution pendant 5 min

Passer les lames dans deux bains successifs d'alcool & 70 %. Colorer les lames dans du colorant
au trichrome non dilué pendant 10 min Retirer les lames, égoutter soigneusement, et les déposer
dans de 'alcool acidifié & 90 % (préparé en ajoutant 4,5 ml d'acide acétique glacial & un litre d'étha-
nol 4 90 %) pendant 2 & 3 secondes. Plonger les lames dans de l'alcool 2 95 % pour les rincer, puis
les deshydrater dans de I'éthanol a 100 % et du xyléne ou dans un mélange carbol-xyléne Couvrir
d'une lamelle en prenant un milieu de montage résineux.

B. Colorant @ I'hémataxyline ferrique

Utilisation. Trés bon colorant pour les étalements de selles fraiches ou conservées dans le PVA ou le
SAF.

Préparation.
Solution-mere A ! dissoudre 1 g de cristaux d'hématoxyline dans 100 ml d'alcool a 95 % ; laisser
reposer a la lumiére pendant une semaine puis filtrer.

Solution-mere B : mélanger 1 g de sulfate ferreux d'ammonium, 1 g de sulfate ferrique d’ammo-
nium et 1 ml d'acide chlorhydrique dans 97 ml d'eau distillée.

Préparer une solution de travail en mélangeant 25 ml de chacune des solutions-méres A et B ; pre-
parer cette solution au moins 3 & 4 heures avant 'emploi. Préparer une solution d'acide picrigue
pour la décoloration en ajoutant 25 ml d'acide picrique en solution agueuse saturée a 25 ml d'eau
distillée. :

Technique de coloration. Déposer les lames dans de l'alcool a 70 % pendant 5 min, puis dans
de l'alcool & 50 % pendant 2 min, dans de I'eau du robinet pendant 5 min, dans |a solution de tra-
vall d’nematoxyline pendant 10 min, dans 'eau distillée pendant 1 min, dans la solution d'acide
picrigue pendant 1 min, sous |'eau courante du robinet pendant 10 min, dans de l'alcool & 70 %
contenant une goutte d'ammoniaque pendant 5 min, et enfin dans ['alcool a 95 % pendant 5 min.
Déshydraler dans de I'alcool a 100 % et du xyléne ou dans un mélange carbol-xyléne, Couvrir
d'une lamelle en prenant un milieu de monlage résineux

C. Technigue de Ziehl-Neelsen modifiée (coloront acidoresistant)
Utilisation, Pour la détection de Cryplosparidium, Cyclospora, et d'autres infections & coccidies.

Réactifs. Carbol-fuchsine, formol, solution HCI-éthanol, solution glycérol-vert malachite (ou glycé-
rol-bleu de méthyléne), solution HCl-méthanol. Pour préparer les réactifs, voir la publication de
I'OMS Parasitologie médicale : techniques de base pour le laboratoire, 1993

Technlquu de coloration. Prépomer un shaleman minee o zslizs - sdeher & gl ol N an piihenod s
dant 29 3 min Colurer aves o corbol fughaine ode pendam 5 & 10 min Diférenciar an solimon d'HC

éthanol & 1 % jusqu'a ce que le colorant cesse de diffuser. Rincer @ I'eau du robinet. Faire une contre-colo-
rafion par le vert malachite (ou le bleu de méthyléne] & 0,25 % pendant 30 s. Rincer & |'eau du robinet.
Sécher au papier buvard ou laisser égoutier.



Planche 5 - Prolozoaires

Naote: : =ur toutss ks phalagaphiss
le irail regrasente 10 pm

Planches pour le diagnostic des parasites intestinaux

@ Organisafion mondiale de la Sante 1994

Entamoeba histolytica et Entamoeba hartmanni

& i;

" H - - - _' =0 L. | y » | . _*‘_ —— . —_— = J
Gauche : kyste binuclee d'E. slolyfies dans une preparation & Forme vegélalive vivante 0. Mstgdplios canlenant de nom- Kystes mononucldds d'E. hartisoni
Felat frais dans le MIF; ung grosse vacuole de glycogens se trouve Dreoses hemalies - preparalion 4 l'elat rps nan colores Gauche : vacuole de glycagene gt cristaioites | nchrame.
entre les noyaux. Droile  kysle & matiniie de B hslelplios dans Drgile - enstalloides. ématoiyling ferrinue

une preparation & 'Glat frais & Visde 1 3 des 4 noyaux senl visibles

a . g

Gavche  kysle mononel#2 (en haut) el kyste binuctis dF  histelplics, Farme végetative G E. Mstadyties  (nchioms Gaphe - kysle & malurnitd ©'F, harfmaand aver 4 noyauy

possedant chacur une vacuole de glycodene & des ciistalioies | trichiome Irichrome
Digite kyste monohucles €. Mistolptics aves crisialities | hematuryling Droite - kyste Dinucles avee un noyau bien visitite &l des cristal-
larinue |eides ; hematony ling fetrigte.

-P%;i %

."'-
e ﬂa" —————

Kyste a maturité '€, Matalyties avec 4 noyaux e des gristal- Forme végetalive &€ Adetelyties contenant des grythrocytes Farmes végétatives d'€. haetrmtamn
[oides | tnchrome ingeres colords en rouge | noyau visible |2 lang de f2 marge {Gaughe : trichrame, .
infarieurs du parasita | richioma Deaite  hémaloxyline ferrigue
wiile dE Mstolptive monirenl 3 des 4 noyaus et Fuime végetaive d'E  isrplyies | hematoxyling ferngue. Forme végelative &8 havimanny (droile)
ides (non au point sur catte photagraphis) | Réma- el dlodampsba dytsehin (gauche) ; trichrome

touyline Tarrigue Nater la différence de taitle
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y Planche 6

(lé de déetermination des formes vegétatives d’amibes dans les étalements colorés

Forme végétative a 1 noyau

Avec chromatine
nucléaire périphérigue

Sans chromatine

nucléaire p

Chromatine périphérique
grossiere et irréguliére ;
gros caryosome ;
cytoplasme grossierement
granuleux, « sale » ;
bactéries et levures ings-
rées, mais pas d'hematies

Taille : 10-25 um
engeneral ; 15-20 um

@ 59

Tallle : 15-50 um
en général : 20-25 pm

Chromatique périphérigue
fine et regulierement
disposee ; pelit caryoso-
me ; cytoplasme finement
granuleux

ériphérique

MNoyau avec gros
caryosome irregulier

|
Taille : 8-12 um
en geneéral | 8-10 um

Endolimax
nana

Contient des bactéries et Ne contient
des leucocytes, mais pas d'hematies
pas d'hématies
Taille : 6-40 pm Taille ; 5-12 pm

en general : 10-20 um

Entamoeba
gingivalis

en général : 8-10 um

Entamoeba
hartmanni

Hématies présentes
ou absentes ;
les formes non invasives peu-
vent contenir des bactéries

Taille : 15-60 um (formes commensales)
en général : 15-20 um

taille > 20 pum (formes invasives)

Entamoeba
histolytica

I

Noyau avec gros caryoso-
me ; eventuellerment gra-
nules ach:omatiques

Taille : 8-20 pm
en général : 12-15um

fodamoeba
blitschlii

WHO 53630



Planche 6 - Profozoaires

Note : sur toutes les photographies,
le trauit représante 10 um
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Amibes commensales

[ E B ' o RT L

- i 9

o —
el
Kyates mlrs d Enfameebe coli Gauche - préparation & |'"étal Kystes & lodmmpeda biedsehii dans une préparation & 'élat Kysles d' Emdofiman naes gans des préparations @ |'&tal frais
frais dans le farmol, non colorée. Drole - préparation a l'etat frais 4 iode Noter les vacuoies de glycogene caloreas en brun Gauche  kyste colard par i'lode, manirant 3 des 4 noyauk
frais colorée 4 ode dans chaoue kyste Le noyao n'est en principe pas visible dans Drolke © 3 kystes danz |& MIF, 3 des 4 noyaux etant visitles dans
ces préparations celul du haul

N '

-~ J -,
- Y. "
= g s — | — =

Kystes mire B'F goli colorés par la trichroma (gauche) el par Kystes d'd. Bulsahlii. Dans te Kysle de gauche, colors au trichrn- Kystes d°F mema. Gauche - 3 ou 4 noyaw visthies, frichrome
Ihémataryling ferrigue {dreite) me & veguale n'est pas aussi clairerment visible que dans celui de Droile | led 4 noyaux visibies, hématoxyline ferrigque

draite, colord @ hematoxyline fermique | auet ces folorans, le

MoyaL Unigue avel un-gros caryosome st facilement visiple
Forme vigetative 4'€ gell, trichrome. Noter [a chromating irré- Forma végétative d'). Mudsehil), Irichrome Forme végétative d°E. mama, tricheome. La patite tallle du parasiic
Quliere & [a pariphere de la memorang nucleaire £l 12 présence d'un gros GaryUSome remplissant presque ie noyau

Ui mangue de chiomaline pérphérique, pesmatient |ident fication

L

Forme vigétative o'F. enli, hematoxyline ferngue. Noler le gros Forme végétative d'). betselil, hematoxyling ferrigue Formas végétatives d'F. wame, hématoryling ferrigue
Caryosome exgentre dans |e noyau



Forme végeétative
1

]

Sans flagelle externe Avec 2 flagelles ou plus

2 noyaux dans plus de 2 llagelles 4 flagelles | 5 flagelles ou plus
50 % des formes vagetalives 1 nayau 1 novau 1 ou 2 noyaux
I 1 <
Taille : 5-15 um Taille : 4-9 um Pas de cytostome Avec cytastame 5 flagelles , 4 paires de flagelles
an general . 9-12 pm ern géneral  5-7 um | | 1 noyau , 2 noyaux ;

Taille : 4-10 pm Taille - 6-24 um membirarie ondulante pas de membrane
en genéral - 7-9 pm en génaral © 10-12 pm el axﬂlswle . ondulante ni d'axostyle
pas de corps parabasaix I

tEille | 8-20 pm taflfe - 10-20 pm
er génaral | 10-12 pm en genéral | 12-15 um

7661 3IUBS B| 8P 8jEipUoL uotesIUER) @

xanuisajul sojisnand sap rysouboip o) snod saypunjd

Retortamonas
intestinalis

Enteromonas
hominis

Chilomastix
mesnili Pental‘ﬂa?:gmnas lamblia
hom (G. duodenalis,
G. intestinalis)
WHO 23529/5

Note = Dientamoeba fragilis et Pentatichomonas hominis ne possédent pas de slade kystique

5310J0) SJUALLIAI{I 53] supp xnouysaju sajjeboy ap saaynjabian sausio) sap uoynunuIBiRp 3p 3]

/ 3punjg



Planche 7 - Protozoaires

Nole ; sur toulss los phelograohies,
i iraif repedserie A0 ym
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Flagailes intestinaux

X P . “ e % b
P e '-@

& : N
e ‘ | re———— L
Kystes de Grardin famblia, préparation a Vétal frais @ liode 4 gtal Trais & Formes vegeiatives binucleses de Mlentamanata gl s, rchiome
le grossisse- A gauche, seul Un des daux noyaux est chairamant visitle, Avec le tri-
& draite chiome, les formes végétatives prennent de fagon caracléristique ung

coloration pdie 1| nexiste pas de state kystique chez cetle espece

L

o’:.—i— s ——

. ¥

» L)

»AS

<
f-

Kysies de @, lamblF colorés au triclirome {gauche) el & Kystes ds C. mmgnil coiores du [richrgme (gauche) Fprmes yeaetalives Je ), fragilis, hematoxyling lerrigus, A

‘himatoxyling ferrigue: (croile) I'ngmatoxyling ternque {droiied. Les df nt un ay gaucne, farme mononuciéalre avec un caryosome I'aﬂme’tte en
lypigue &n fofme e cliren &t sur |2 phetographia: de drod 3 partles ; a droite, on vait deux noyaux présentant Lne fragmen.
oytostoms st falbisment vigible fation du zamnvosame

i L " 4

-

N e
Forme vegelative de 6. famblia, trichrems Formes vegelatives de € mesmill, richiome. Avec 1e righro- Formie vegetative binucleds de @, bmpils, plus délicitement colo-
af wéotatives prenngnt souvent une coloration pale rep, visible enire une forme vanstative ¢F Tetedptlite (en haut 3
un pardsite présente une extidmitg posterieure effi- Irnltc:l gt un kysle maonanucles p lus petil °F, Msdelpiea conte-
ostme 1aiblament coloé frles, Noter [ dillerence de faille. Trichirome

\ .
L]
[ Y. ‘

' - “*

] -

Farm G s de . hembfia, hematoxyling ferngue. Trols Forme végétative de @ mewalll, hématoxyling ferrigus. Noter Formes végétalives de Fembadeishomomas omimis colores ¢
[ sonl wus gar la face vaniiale e detx sonl yus faterale- 18 novau 4 Festramiia antérieie o 'exirsmite postEdeurs lliiss [richrame {gauche) el a IMemalcsyling fenigus (droite), Noter |e
el moway el Faxastyle dans fe parasile de gauche, el les Nagelles diri-

(65 vers favant ef faiblament colorés dans les parasites de droife



Kysies
1
r 1
Hagelles Amibes |
fibrilles ou flageites a l'niéneur du kyste pas de fibrlles ni de fla?rles a ntéreur du kyste
1
I I 1 I 1
En forme de poire . En forme de citron Kyste ovalg , Absence de chromatine Présence de chrométine
1 nayau 1 noyau cogue epasse nucieaire peripherigus nuciéaire plénphénque
taille 4'.9 pm taillle 610 um I 1 ¥ . '
en général . 4-7 um en général 70 prm 4 nayaur | 1 noya ; tallle <10 um taile 10-15 Hrm tallle Tsisﬂ‘ wrm
Qros caryosomes QoS CAryasome I [ 1
glycogens diffus arosse vaouole f. 2 o d payaux | - _ c
de glycogene  giyeagene souvent present 2 504 hoyi s
:‘n;;mil:uﬂﬁfs an forme messe de glyconéne ou plus
b /10 ) e E gpuven prasente anatalioides
!a.‘-ie,_ o “‘i = tal“? S - F.I'“dl)ih’:‘ Gealeal nstaltoiis d EXIremiies
Retortamonas Chilomastix engendral ‘&-8um  en général  10-12 um Aamémies dedoubides dedoublees
intestinalis mesnili 1allle - 5-10 ym 1 I
an gendéral ; 58 pm
kystes mmmialires hystes murs
' ] teille  10-35 um toilie | 10-36 pm
5 D -4 FoyauK engénaral 1525um  engéngral 1525 m

(en géneral 2)
pas e conps parabasalo

talle  4-10pm
an général | -8 um

Enteromonas
hominis

a une sdrgmite
presence de coms
parabazauy
I
taille - 8-19 um
ar général - 10-12 um

biitschiii Entamoeba hartmanni

(kystes immalures)

{kystes immatures)

Entamoeba histolytica

_ taille 10-20pm T
D Brgendra 12-15um

Tallle - 9-18 ym
en génezl - 11-15 pm

(kystes mirs)

Entamoeba polecki

Entamoeba coll

I L) 1
1, 2ou 4 noyaux | 4 noyaux ; 1 noyau | nombreux cristalloides
masse de glycogene souvent présente cristalloides st inclusion
cnstalloides a exirémités arrondies a extrémités arrondes
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Planche § - Profozoaires

@ Organisaticn moncdiale de la Sante 19894

Protozoaires rares et artefacts

T

Kyste mnnonuclée o Entmmosls poleskd fichroma. Noter Fineh-
slon arroniie dense sur |5 pAte gaushe du kyste ef 8 nopay sur la
drolte. Les kysies sanl en princige mondneciess & peuvenl ou rman

contenir une nelugian

Kyste manonucles CE pafmel, 1ichrome. LE nayal, sur 18 partie
fauche, st cansicéranlerant ohsourel par un grant nambre e
origlatioldes de divarses tailles, Les kistes oal souven! de nombreus
Crjstallodes, aver ol sans inglusian

¥ e F

Forme vigelalive ('E. polwekl, tichrome. Le noyau & une mospho-
logle similaire 3 celie dgs formes végétatives d'E histoftica, Cast-a-
dire avec un pefit caryosome ef de fing granuies di chromatine péri-
phériou fe long da la membirane nucléire

-

Jabfunx ¢ wd-Leen, Inighrame. Cay éléments allonges, de
lorme paintug &l coloeds g0 ose sonl des prodults d8 dégrrdation
tes dosinonhiles & peuvent souvan| slabservar dans les salles et les
b= atteints o divers lypes dhidactions

Mate ; sun |Gl

s e Salaatidiom sal dans Lne préparation A IBtat frais ron
e, Lo gros macronucléus esl visible sous forme de fache clairg
s g partle draile du kyste

vt ol un rigyal
65 ERG i

- -
Forme vegelative ' Ealeramonas Mouminds ol kst Binuckas (gauchel, Forme vegéialive de 8. eell| pripartion & &t frals dans e MIF. Lg
hematowyting farigae. La tnime wegstalive ast sui I gatiche a1 les cylmstome Bstvisibleen haut du pamsite & [agranda zone chaie gn bas
sonl wisibles aus deus extrdmi i [draita) estle macroouckeus, Des cils sond visibles A4 surface du parasie

Foane vépstative de 8. emdl, Irichrame, Le oytostome est visible an
faul di parasite ¢ mactonuclgus est 4 stuctlrg de couleur
rmibre au miliet o Porpanisme Des cils sottvisibles en strface

-_." by

Kystaa binuclégs d F ftam fnds, Iriohreme

o : K
Binstveystis homints, trichrome (gaushe) ol hematoxging ferrigue
(drmite). Des gemenis amondis resseniblant & das noyaux et entou-
ranl une vacuole centtale sont cheervables & Ja peripherie de ces
teux parasites

Des feamacylin plymucie sont wisibles ereamas dand - (ns-ghals:
ments coloes av trichoma. s pauven| 8lie s pour des amities,
vais la grndetaille
e pas Alaments indi
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s Organisation mondiale de | Sanie 1934

Coccidies intestinales et microsporidies
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Planches pour le diagnostic des parasites intestinaux '-v Planche 9

@ Organisation mondiale de la Santa 1924 -

Caractéristiques diagnostiques des coccidies intestinales et des microsporidies parasites de I'homme

Taille Coloronts utiles Autres locolisations
tissulaires

Parasite

Stode présent

dans les selles

Cryptosporidium Qocyste sporul 4-6 pm Acidorésistant ; Foie et vésicule biliaire,
rhodamine-ouramine 0 épithélium respiratoire ;
peutétre d'autres fissus
(yclospora Oocyste 810 pm Acidorésistant Non rapporté
cayetanensis non sporulé dans les outres tissus
Isospora bell Oocyste 2033 pm x  Acidorésistant Habituellement absent
non sporulé 1019 pm des outres fissus ;
rapporté dans les poumons
Sarcocystis Qocystes sporulés Docystes : Aucun Absent chez I'homme ;
hominis et sporocystes 1519 pm x stades kysfiques
et S. suihominis 1520 pm ; fissulaires
Sporocystes : chez des animaux
15-19 pm x qui sont des hdtes
810 pm intermédiaires
Enterocytozoon Spores 1,5 um x Trichrome modifié Probablement largement
bieneusi de microsporidies 1,0 um ou « super » trichrome ; disséminé dons I'organisme
blanc de calcofluor ;
colorant de Warthin-Stairy
Septafa Spores 2,7 um x Trichrome modifié Probablement largement
intestinalis de microsporidies 1,2 um ou « super » frichrome ; disséminé dons I'organisme
blanc de calcofluor ;
colorant de Warthin-Starry
Encephalitozoon Spores 2,225umx  Coloronts de Gram Probablement largement
hellem de microsporidies™ 1,5 um pour préparations disséminé dans [‘orgunisme
tissuloires

* Les spores d'E. hellerm peuvent &tre trouvées dans les urines mais n'ont pas 6té rapportées dans les selles.
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Planches
pour le diagnostic
des parasites intestinaux

Les planches pour le diagnostic des parasites
intestinaux sont destinées a servir de guide pour les
personnels de laboratoire et de terrain dans les pays

d'endémie, et de matériel éducatif pour les &tudiants et
les stagiaires. On y trouvera des conseils sur la
préparation d'étalements directs et colorés de selles
pour le diagnostic des helminthes intestinaux ainsi que
des formes végétatives et des kystes de protozoaires.
Des microphotographies montrent |'aspect et les
caractéristiques diagnostiques des parasites dans les
divers types de préparations.

Ces planches présentées sous forme plastifiée

sont imperméables, solides, et d'un emploi commode
au laboratoire. Leur utilisation est recommandée a tous
les agents de santé travaillant dans le domaine du
diagnostic de routine des parasitoses intestinales
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