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Pour comprendre (classification)

L’agent responsable de la cryptococcose, Cryptococcus neoformans, est un champignon basidiomycete (possédant des éléments de
rep roduction appelés basides donnant naissance a des spores sexués) et encapsulé (entouré d’une enveloppe micopolysacchardique).
La forme sexuée est nommée Filobasidiella neoformans (Basidiomycota, Hymenomycetes, Tremellales : Filobasidiaecae). Cette levure
ubiquitaire existe sous 3 variétés, neoformans, grubii, et gattii de répartitions géographiques différentes. Les variétés grubii et neofor -
mans stricto sensu sont cosmopolites et responsables de la majorité des cas de cryptococcoses en particulier chez les immunodéprimés.
La premiere est dominante aux Etats-Unis, et la deuxieme est rarement isolée en dehors de 1I’Europe (Fig. 1). On les retrouve dans les
fientes d’oiseaux (pigeons), les fits, le lait.
La variété gartii est retrauvée dans les
régions subtropicales et provoque des infec-
tions plus chroniques chez des sujets non
immunodéprimés. Elle a été isolée récem-
ment dans les inflorescences de Eucalyptus var. grubii
camaldulensis ainsi que dans d’autres

essences et dans les déjections de koalas en var. gaitii
Australie. Elle est aussi présente en
Californie. D’ autres especes de Cryptococcus
sont responsables (plus rarement) d’infec-
tions systémiques chez les immunodéprimés.  Figure I - Zones de prédominance des va riétés de Gyptococcus.

var. neoformans

Aspects cliniques

Le tableau clinique diffé reévidemment selon I’immunité du malade. En cas d'immunodépression (sida, corticothérmpie ou prise d’immu-
nosuppresseurs, hémopahies et cancers, affections auto-immunes, déficits immunitaires congénitaux ou idiopathiques — lymphopénie CD4),
1’ atteinte est le plus souvent disséminée et les 1ésions inaugurales concernent volontiersles méninges ou les poumons. La méningo-encé-
phalite cryptococcique constituait, au début de I’épidémie, un fréquent mode de révélation du sida et un facteur important de mortalité mal-
gré le traitement. Elle reste préoccupante dans les régions ol les patients n’ont pas acces a
la trithérgpie ou a un traitement préventif. La symptomaologie comporte généralement des
céphalées subaigués et une fi¢ vie modérée; les trou bles de 1’idéation, de la conscience, les
d é ficits moteurs, 1” ateinte des nerfs craniens, les crises convulsives sont moins fréquents.
La raideur méningée est discrete voireasente. La tomodensitométrie cérébrale peut objec-
tiver une dilat ation ventriculaire, un cedéme ou un abces cérébral (Fi g. 2). La ponction lom-
bairerévele classiquement un liquide céphalo-rachidien (LCR) clair, hypertendu, pauci-cek
lulaire lymphocytaire avec hypogly corachie et hyperprotéinorachie. L atteinte pulmonaire

Figure 2 - IRM cérébrale objectivant les pseudo-
kystes des espactes de Virchow-Robin lors de
méningeencéphalite cryptococcique (Coll. J.P. de pathie interstitielle bilatérde cryptococcique pulmonaire cryptococcique (Coll. J.P. de
Jaureguibeny). (Coll D. Bonnet). Jaureguibemy).

Figure 3 - Radiographie thoracique de pneumo - Figure 4 - Scanner thoracique montrant un nodule



est parfois asymptomatique et en tous cas assez polymoiphe, se traduisant habituellement
par une toux ou une dyspnée fébrile ; la pneumopathie interstitielle bilatérale (pouvant faire
évoquer une pneumocystose, d’ailleurs parfois associée) est la plus typique (Fig. 3). On décrit
aussi des fo rmes nodulaires ou abcédées (Fig. 4) et des pleurésies. L’ atteinte cutanée révele
parfais I’infection: les 1ésions sont typiquement papuleuses ou nodulaires, d’évolution ombi-
liquée parfois ulcérée et sont volontiers distri buées aux zones découvertes (Fig. 5). Le dia-
gnostic diff é rentiel est constitué par I’histoplasmose (Fi g. 6) et le molluscumcontagiosum
(Fig. 7). On observe plus ex ceptionnellement des cellulites ou des abces a cryptocoques. Les
atteintes oculaires (choriorétinite, endophtalmie), sinusiennes, médullaires, ganglionnaires ou
spléniques, digestives, uro-génitales et, plus rarement, osseuses ou cardiaques peuvent s’as-
socier dans la forme disséminée. Chez I’immunocompétent, on peut observer des atteintes iso-
lées cutanées ou viscérales (surtout cérébrales et pulmonaires) mais elles se traduisent alors
plus volontiers par une maladie granulomateuse localisée (cryptococcomes).

Figure 5 - Lésion pppulonodulaire ulcérée de
¢ ryptococcose cutanée (Coll J.J. Morand).

Diagnostic au laboratoire

Matériel

Microscope optique avec objectif X40 sans immersion, lames de verre et lamelles, pipette Pasteur et poire d’aspiration, récipient stérile a fer-
meture hermétique pour envoi des souches, sérum physiologique stérile. Gélose type agar — glucose — peptone (Sabouraud) sans actidione.
On peut utiliser un milieu chro m ogénique type «chromagar » facilitant 1’identification ; de méme une culture sur gélose maltosée (incubée
a 37°C) favorise I’épaississement de la capsule. Une gélose actidione peut étre utile a 1’identification
différentielle. Les milieux urée et assimilation des sucres (glucose, inositol) sont utiles si I’on ne dis-
pose pas de microgaleries du commerce. Encre de chine «intense » en petit flacon (11 ml). Centrifugeuse
de paillasse, étuve 30 a 37°C, réfrigérateur (4°C). En cas d’étude histologique, colorants type
Papanicolaou, bleu Alcian, May Grundwald giemsa.

Objectifs diagnostiques en routine

Mise en évidence de Cryptococcus dans les prélevements (souvent profonds ou invasifs) - isolement
du champignon par la culture - détection d’un antigéne capsulaire a titre significatif.

En urgence, le diagnostic se fait sur la présence de levures encapsulées et sur la détection de 1’antigene
capsulaire dans le sérum ou le LCR.

Chez le sidéen, les caractérstiques de la cryptococcose sont : des hémocultures souvent positives, des
titres élevés d’antigeénes dans le sérum (> LCR) et une baisse lente de ces titres sous traitement.

Prélevement

Cryptococcus est généralement isolé dans un LCR clair, lymphocytaire ou panaché mais paucicellu-
laireet souvent quasi normal. Cependant la nature des prélevements est guidée par le terrain et le fac-
teur de risque (immunodépression). Les autres organes
Figure 6 - Histoplasmose cutanée (Coll  cibles sont les poumons, la peau par dissémination
F Saint-Andre). hématogeéne, ou d’autres tissus (ganglions, os). Tout

point d’appel clinique ou radiologique sera biopsié.
Dans les transplantations d’organes en phase initiale, et chez le sujet VIH positif, les préleve-
ments pulmonaires privilégieront le lavage broncho-alvéolaire. Les liquides de drainage
sinusiens sont aussi contributifs. On n’oubliera pas les hémocultures (en flacons adaptés a
la croissance fongique) et les urines, en cas de dissémination.

Examen direct

Les liquides biologiques sont centrifugés (2500 trs/mn pendant 5 mn) pour obtenir un culot g sure 7 - Molluscum contagiosum prus chez
que I’on examine dans une goutte d’encre de chine diluée au 1/3. On recherche des levures 0 enfant (Coll J.J. Morand).

sphériques de 4 a 8 p entourées d’un halo clair avec parfois une ébauche de filamentation
(Fig. 8). Certaines levures sont tres peu capsulées, en particulier chez certains sidéens, re n-
dant cet examen plus délicat.

Détection de I’antigene soluble polysaccharidique (Ags)

L’abondance de Cryptococcus dans I’organisme explique la présence fréquente a un titre
élevé de I’ Ags dans le sérum ou le LCR. La détection de I’ Ags repose sur 1’agglutination
de particules de latex sensibilisées avec des anticorps anti C. neoformans poly ou mono-
clonaux. C’est un test rapide, simple a mettre en ceuvre, et bien adapté aux lab o ratoires iso-
1és. 11 est hautement sensible et tres spécifique en raison de 1’absence de réactions aoisées.
Plusieurstrousses sont commercialisées. On prvilégiera les tests utilisant un prétraitement  figure 8 - Levures sphériques entourées d'un
par la pronase (moins utile pour le LCR). Il faut éviter I’ utilisation de batonnets de bois pour  halo clair (capsule) avec coloration a Iencre de
le mélange (risque de libération de polysaccharides). L'utilisation d’un latex témoin néga- Chine (Coll HIA Val de Grdce).




tif permet de détecter les éventuels faux positifs (facteur rhumatoide). Certains faux néga-
tifs liés aux rares phénomenes de prozone (exceés d’antigéne) nécessitent une dilution de
1’ écantillon. Pour les liquides biologiques autres que sérum et LCR, il est important de bien
lire les conseils du fabriquant. De méme aucune comparaison de titres entre 2 trousses dif-
férentes n’est possible. Il existe aussi des méthodes immuno-enzymatiques. Il faut toujours
garder le méme test pour le diagnostic et la surveillance d’un patient.

Ensemencement

La mise en culture d’une grande quantité de liquide biologique est souhaitable, en particu-
lier s’il s’agit de LCR. Les biopsies tissulaires sont ensemencées apres broyage dans du sérum
R physiologque stérile. Des flacons d’hémocultures sont ensemencés en privilégant les milieux
CRYPTOCOCEUS NEOFORMANS fongiques spéciaux et en augmentant la durée du temps de détection (a régler sur les auto-
mates). On placera les tubes a I’étuve entre 30°C (préférable) et 37°C. On prendra donc soin
de les garder suffisamment longtemps surtout chez les patients mis sous traitements anti-
fongiques, ce qui devra étre précisé sur le bon de demande accompagnant le prélevement. Il
est impératif d’avoir une série de milieux d’ensemencements chez un méme fournisseur pour éviter de trop grandes variations morpho-
logiques suivant sa composition.

Figure 9 - Colonies de Cryptococcus neofo rmans (Coll
J. Maslin).

Culture

Le délai d’obtention des colonies est de 2 a 5 jours (Fig. 9). Il peut atteindre 3 semaines. Sur le milieu de Sabouraud sans actidione les colonies
de Cryptococcus neoformans ont un aspect brillant, muqueux et polymorphe caractéristique. Elles sont de couleur d’abordblanche puis creme
puis ocre. Sur milieu chromogénique elles prennent une teinte rosée. La culture en milieu maltosé a 37°C permet 1’ épaississement de la capsule
si celle-ci n’a pas été bien vue a ’examen direct.

Identification

La coloration de gram qui confirmera 1’aspect de levures est ici moins contributive que 1’étude des caracteres physiologiques et biochi-

miques qui permettront I’identification de C. neoformans :

e Caracteres physiologiques
Le test a I'uréase est toujours positif rapidement (< 4 heures) pour neoformans, mais
I’activité de la variété gartii est tres perturbée par 'EDTA. Le glucose n’est pas fermenté O00000000L
mais 1’inositol toujours assimilé. Cette levureest sensible a I’actidione. Il existe d’autres EEI@I@I@lslalalglalalalalal ol
tests moins fréquents, comme la révélation d’une phénoloxydase par croissance et pig-
mentation brune sur milieu a base de graines de Niger (Guizotia abyssinica).

* L’identification biochimique CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS
Elle reprend une partie des caracteres ci-dessus et est réalisée par ensemencement de :
micro galerie du commerce suivant les recommandations fournies dans le Kit.  Figure 10 - Micro gale ries type ID 32 C-Bio Meriewx (Coll.
L’identification est aisée et rapide en 24 h, il est parfois utile de garder la galerie 48 h  J. Maslin).
avant d’employer les réactifs de révélation (Fig. 10).

Aspects histologiques :

Le diagnostic peut-étre affi rmé au laboratoired’ anatomie et cytologe pathologques a partir de différents types de prélevements, qui devront
lui parvenir rapidement et non fixés, suivant les regles du GBEA (Guide de Bonne Execution des Analyses).
A partir de cytologie de liquide (LCR ou LBA le plus communément) ou de ponction (ganglionnaire ou sur un organe profond), cytolo-
gie d’apposition ou d’écrasement (smear) obtenue a partir des tissus pathologiques, 1’examen direct a 1’état frais en présence d’encre de
Chine montre la capsule, autour de levures de 4 a 8 p de diametre, ayant la forme d’un halo clair pouvant étre parfois trois fois plus grand
que les levures. Ces dernieres apparmissent quelques fois cernées d’une capsule de petit diametre (cryptococcoses a petites formes), la taille
de la levure et de sa capsule variant en effet suivant le stade évolutif de la maladie et en fonction du tissu hote : généralement larges dans
les atteintes cérébrales, plus petites dans les atteintes pulmonaires ou cutanées, ou dans les formes trés nécrotiques.
Sur ces prélevements cytologiques, des colorations de routine, comme le Papanicolaou apres fixation au méthanol, ou la coloration au
M ay Grunwald Giemsa, apres séchage a I’air, permettent de mettre en évidence les spores libres ou en situation intrahistiocytaire. Cependant,
la sensibilité de la coloration de Papanicolaou est faible et certains auteurs préconisent, en cas de suspicion clinique, I’emploi de colora-
tions plus spécifiques comme le PAS ou le bleu Alcian sur lame de cytologie si on ne dispose que de ce seul prélevement. Les spores sont
; - généralement disposées au sein d’une réaction granulomateuse constituée d’histiocytes ou
macrophages parfois multinucléés, de lymphocytes et de polynucléaires, sur un fond volon-
tiersnécrotique reflet des phénomenes physiopathologques en réponse a la prolifération myco-
tique (Fig. 11). Cette réaction granulomateuse est moins marquée chez les patients au statut
immunitaire compromis.

Sur pieces histologiques fixées, quel que soit le fix ateur utilisé, on retrouve les différents élé-
ments observables a I’examen cytologique. En histologie standard, apres coloration a 1’hé-
matéine-éosine-safian (HES), on observe une réaction cellulaire, évocatrice lorsqu’elle montre
un nodule mycotique composé en son centre d’une zone de nécrose plus ou moins suppu-
rée, cernée d’une couronne d’histiocytes en palissade avec parfois quelques cellules épithé-
lioides et géantes. Ce granulome est lui-méme cerné d’une zone inflammatoire lymphocy-

Figure 11 - Cytologie, coloration au MGG X 400-réac -
tion granulomateuse avec macrophages contenant des X .. ° ! h
levures encapsulées (Coll HIA Val de Grdce). taire limitée par une fibrose. Il faut alors rechercher les levures dans la zone de nécrose ou



A . Oe0 0: o ' *en :\% “"4 dans la couronne histiocytaire oli leur capsule apparait en négatif. On pourra s’aider & nou-
» ;n 23 . ' AL $o st ‘\"‘ »';;: veau de coloration histochimiques telles que le PAS ou le Gomori-Grocott mais surtout le
. e e 5 & 850.5% "y a \f bleu Alcian (Fi g. 12) ou nucicamin, qui font apparaitrela capsule micopolysaccharndique.

02 >y e ,,. 2 b ﬁ Ici encore, la réaction granulomateuse differe en fonction du statut immunitaire du patient
o : 4 ® gt il Al R ;}; @+ « ctdelalocalisation de la maladie. Chez les patients immunodéprnmés, en particulier au cours
.5 5, t 0t e o ® i ."-?"- % dusida, la réaction granulomateuse est parfois absente et les germes plus nombreux et dis-
S - & = : ° séminés au sein des tissus atteints volontiers nécrosés, a I’inverse des patients immuno-
e 50 G, 9 %Y & 4 ¢ , compétents. Ces variations morphologiques soulignent le rdle des lymphocytes T dans la réac-
L s "asiia 2 tion 2 médiation cellulaire induite par la maladie.

Figure 12 - Coloration au bleu alcian-présence de  L€s diagnostics diff € rentiels sont ceux d’une réaction granulomateuse avec nécrose. La mise
levures encapsulées (Coll HIA Val de Grace). en évidence des agents pathogenes et de leur capsule oriente le diagnostic et on ne peut guere

plus discuter que d’autres mycoses profondes en particulier I’histoplasmose américaine due
a Histoplasma capsulatum. Récemment, certains auteurs ont proposé I’identification des agents mycotiques a I’aide de techniques d’hy-
bridation in situ a partir de tissus fixés paraffinés, dans 1’éventualité ot un examen bactériologique n’aurait pas été réalisé.

Envoi aux laboratoires spécialisés :

Lidentification précise fera souvent appel aux laboratoires spécialisés : Centre National de Référence des Mycoses et des Antifongiques,
Institut Pasteur, 25-28 rue du Dr Roux, 75724 Paris Cedex 15 - Tel : 01 45 68 83 55.

La réglementation du transport des matieres infectieuses doit étre respectée ( triple emballage/normes 6.2 ONU ) avec fiche de rensei-
gnements cliniques et épidémiologiques et identification de I’expéditeur (cf. exemplaire de fiche d’enquéte épidémiologique en fin d’ar-
ticle). On utilise un tube Sabouraud vissé.

Identification du sérotype :

Elle ne sert pas au diagnostic de cryptococcose mais a surtout une valeur épidémiologique.La naturede la capsule (mannose, xylose et acide
glucuronique) permet la reconnaissance de 4 sérotypes qui sont encore a la base de la classific ation dans les anciens ouvrages. Le sérotype
A correspond a var. grubii, B et C a var. gattii et D a var. ne ofo muns. La détection des anticorps n’a pas d’intérét diagnostique pratique.

Recherche et apport de la biologie moléculaire :

L obtention de la forme parfaite (Filobasidiella) n’est réalisée que dans un but de recherche fondamentale ou épidémiologique. C’est un
pathogene de classe 3. Si la capsule reste le plus important, plusieurs autres facteurs sont impliqués dans la virulence de Cryptococcus :
production de mélanine, mannitol, résistance a certains antifongiques. Les génes codant pour la capsule restent a identifier. L’ obtention
de mutants capsulaires aprés mutagenese aléatoire permet 1’obtention de phénotypes différents grice aux anticorps monoclonaux et d’en
étudier la virulence. La disruption de génes par une séquence remplacant le géne étudié par un marqueur d’auxotrophie est également
employée dans la recherche de génes de virulence.

Traitement

Lo d’atteinte neurologique (quel que soit le statut immunitaire), le traitement repose sur I’amphotéricine B sous fo rme liposomale intra-
veineuse (Ambisome® 3 a 6mg/kg/j durant 6 a 10 semaines) ou I’amphotéricine B (0.5 a 1 mg/kg/j) associée au 5 fluorocytosine (75 a150
mg/kg/j) durant 2 semaines avec un relais par le fluconazole (400 mg/j durant au moins 10 semaines). Dans les formes extra-méningées,
le fluconazole ou I’itraconazole peuvent étre utilisés d’emblée a raison de 400 mg/j. La guérison est plus lente lors des formes localisées
du malade non sidéen mais le pronostic est bien meilleur. Dans tous les cas chez I'immunodéprimé, un traitement préventif des rechutes
par Triflucan® de 200 a 400 mg/j est préconisé a vie. La restauration immunitaire par les tri-thérapies anti-rétrovirales autorisent désor-
mais I’interruption de cette prévention secondaire B
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