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Résumé :

La leishmaniose cutanée constitue un problème de santé publique dans le monde de

même en Algérie, où elle occupe la première place dans les maladies parasitaires re-

présentant ainsi 35 % des maladies à déclaration obligatoire.

L’examen direct et la culture sont les tests de diagnostique classique et de référence

mais par fois ils ne sont pas suffisants. Le besoin de recourir à d’autres techniques

telles que sérologiques et moléculaires est évident. Ce travail donc se veut servir une

réflexion autour de cette idée. Ainsi, le but est d’une part la mise en place de la tech-

nique d’amplification par PCR en utilisant une amorce qui cible les mini cercles de

l’ADN kinétoplastique (K13A/K13B) et d’autre part de contrôler l’apport des tech-

niques sérologiques, Immunofluorescence indirecte (IFI) et Western Blot (WB) dans

le diagnostic de la LC, en comparant les résultats obtenus par ces techniques molécu-

laires et sérologiques à ceux trouvés par les techniques classiques à savoir l’examen

direct et la culture.

Cette étude a concerné quarante huit (48) patients recensés au niveau du service de

parasitologie mycologie médicale de l’hôpital centrale de l’armé (HCA). La compa-

raison des résultats moléculaires et sérologiques a montré une discordance de sensibi-

lité, le WB s’est avéré le plus sensible des deux techniques sérologiques (89%),

néanmoins il engendre une difficulté d’affirmer ou d’infirmer un diagnostic de LC,

comparée à la PCR (K13A/K13B), qui a montré une sensibilité de 82%, avec un ré-

sultat davantage sûr et précis. L’IFI s’est montrée peu contributif dans ce diagnostic,

avec une sensibilité de 17%. L’examen direct et la culture malgré leurs faibles sensi-

bilités restent les techniques de référence, ils devraient cependant être complétés par

les techniques sérologiques et moléculaires.

Ce travail nous permet de recommander, pour un diagnostic de la LC précis et effi-

cace, de procéder par un examen direct et une culture, en parallèle à un examen séro-

logique basé sur un WB et/ou une autre technique qui remplacerait l’IFI, suivis par

une PCR. Ce protocole permet, en plus de la précision, de gagner du temps pour

mettre en place une thérapie précoce.

Mots clés :

Leishmaniose cutanée, diagnostique¸ PCR, mini cercles, ADNk.
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Summary:

Cutaneous leishmaniasis is a public health problem in the world even in Algeria,

where it ranks first in parasitic diseases and represent 35 % of diseases with compul-

sory notification.

Direct examination and culture are classical and reference diagnosis tests, but often

they are not enough. Therefore, there is a need to use other techniques such as sero-

logical and molecular .So our work aimed firstly to install the gene amplification

techniques (PCR) using a primer targeting mini circles of Kinetoplastic DNA (

K13A/K13B) and secondly to assess the contribution of serological techniques, indi-

rect fluorescent ( IFI) and western blot (WB ) in the diagnosis of CL , by comparing

the results of these molecular and serological techniques to those found by conven-

tional techniques namely the direct examination and culture.

This study concerned forty eight (48) patients collected from the parasitology and

mycology department of the military central hospital (MCH).The comparison of mo-

lecular and serological results showed a discrepancy of sensitivity, the WB has proved

to be the most sensitive (89%), but it creates difficulty to confirm or refute diagnosis

of CL, compared to PCR (K13A / K13B), which showed a sensitivity of 82%, with

more certainty. The IFI has shown little contributing in this diagnosis, with a sensi-

tivity of 17%. Direct examination and culture, despite their low sensitivities, are ref-

erence techniques, but they should be supplemented by serological and molecular

techniques.

This work enables us to recommend, for a precise and effective diagnosis of CL, to

proceed by a direct examination and a culture, simultaneously with a serological ex-

amination based on a WB and/or another technique which would replace the IFI, fol-

lowed by a PCR. This protocol allows, in addition to the precision, to save time in

order to set up an early therapy.

Keywords:

Cutaneous leishmaniasis¸diagnosis¸ PCR, mini circles, kDNA.PDF C
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:ملخص

داء اللیشمانیا الجلدي ھو مشكلة صحیة عامة في العالم و حتى في الجزائر حیث أنھا تحتل المرتبة الأولى في 

.٪ من الأمراض الساریة35الأمراض الطفیلیة والتي تمثل 

ولكن في كثیر من الأحیان ھي غیر ةالتشخیصیة المرجعیالطرائقالمباشر والزراعة ھي المجھريفحصال

ھذا العمل إلى البحث  في موضوعیسعىولذلك˛ما تطلب استخدام تقنیات أخرى مثل المصلیة والجزیئیة˛كافیة

)PCR(زالتفاعل السلسلي للببولمیراتقنیة وضع:من جھة ھووبالتالي فإن الھدف من ذلكتطبیق ھذه التقنیات

أخرىو من جھة˛الكینیتوبلاستيDNAدف الحلقات الصغیرة لالتي تستھ)A13K/B13K(باستخدام البادئة 

بمقارنة كل من نتائج ھذه ˛ة یفي تشخیص داء اللیشمانیا الجلد)BW¸IFI(دراسة مساھمة التقنیات المصلیة 

ھتھ المتحصل علیھا بالتقنیات الكلاسیكیة المتمثلة في الفحص المجھري المباشر مع ةیلصالتقنیات الجزیئیة و الم

.و الزراعة أو الاستنبات

.م.م(للمستشفى المركزي للجیش الفطریات وقسم الطفیلیات فيإحصاؤھم مریضا تم 48ملت ھذه الدراسة ش

WBو قد ثبت أن اللیة وجود تباین في تحسس ھذه التقنیاتأظھرت المقارنة بین النتائج الجزیئیة و المص).ج

خلق صعوبة لتأكید أو استبعاد تشخیص تإلا أنھا˛)٪89(ھو الأكثر تحسسا   من بین التقنیتین المصلیتین 

موثوقیة مع نتائج أكثر ٪82التي أظھرت تحسسا یقدر بB13K/A13K(PCR(مقارنة بالجلدیةاللشمانیا

على الرغم من التحسس .٪17قدرهتحسسبمساھمة قلیلة في ھذا التشخیص،IFIالتقنیةأظھرت .دقةو

دعمینبغي أن تمع ذالكتقنیات مرجعیة ، إلا أنھا و الزراعةالمباشر المجھريالفحصنخفض لتقنیتي الم

.بالتقنیات المصلیة والجزیئیة

و التي تقوم أولا على البدء بالتقنیات ˛تشخیص دقیق وفعالمن اجل ˛وضع إستراتیجیة معینةلناھذا العمل یتیح 

ة التي ترتكز على المصلیاتموازاة  مع الاختباربال˛المباشر والزارعةلمجھريالفحصالكلاسیكیة المتمثلة في 

.PCRالتقنیةبمتبوعة ˛IFIالأخرى لتحل محلأو تقنیة  /و WBال

.علاج مبكرللاستفادة من ر الوقتاختصیسمح با˛وعلاوة على دقتھ˛ھذا البروتوكول

:الكلمات الدالة 

.الكینیتوبلاستي˛ANDالحلقات الصغیرة ˛PCRلتفاعل السلسلي للبولییراز ا˛تشخیص ˛الجلدیةشمانیا یلال
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Liste des abréviations

ADN : Acide désoxyribonucleique

ADNr : ADN ribosomal

ADNk : ADN kinétoplastique

ARN : Acide Ribo-Nucleique

AL: Azote Liquide

ARNg: ARN guides

ARNr: ARN ribosomal

ARNsn: Small Nuclear RNAs

ATB : Antibiotique

AU : Albumen-Urine

BET : Bromure d'Ethidium

Cyt b : Cytochrome b

ddl : degré de liberté

dNTP: Deoxynucleoside triphosphate

ED: Examen Directe

EDTA: Ethylene Diaminetetra acetic Acid

GIPL : Glycoinisitol-Phospholipides

Gp63 : Glycoprotéine 63 KDa

H0 : Hypothèse nulle

H2ODS : Eau distillé stérile

IFI : Immuno-Fuorescence Indirecte

IgH : Immunoglobuline Humain

ITS1: Internal Transcribed Spacer 1

L : Leishmania

LC : Leishmaniose Cutanée

LCN : Leishmaniose Cutanée du Nord

LCU : Leishmaniose Cutanée Urbaine

LCZ : Leishmaniose Cutanée Zonotique

LMC : Leishmaniose Muco-Cutanée

LmjF: Leishmania major Friedlin

LPG: Lipophosphoglycane

LSA : Leishmania soluble antigen

LST : leishmanin Skin Test

LV : Leishmaniose Viscérale

MØ : Macrophage

MLEE : Multi Locus Enzym Electrophoresis

Mon : Montpellier

NNN: Nicolle-Mac Neal-Novy

NADH: Nicotinamide Adenine Dinucleotide Hydrate

ORF: Open Reading Frame

PBS: Phosphate Buffer saline

PCR : Polymerase Chain Reaction
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PEG: Polyéthylène Glycol

PFGE: Pulsed Field Gel Electrophoresis

PTP: Protéines Tyrosine Phosphatases

RFLP: Restriction Fragments Length Polymorphisms

rK39: recombinant Kinésine

PK: protéinase K

RNAP II: ARN polymérase II

RPMI:Rosewald Park Memorial Institut

SVF: Sérum de Vœu Fœtal

TAE: Tris/Acétate/EDTA

TE : Tris/EDTA

Tm : Meelting Température (température d’hybridation)

TNN: NaOH/Tween20/Nonidet NP

TNNT: NaOH/Tween20/Nonidet NP/Tris

U/µl : Unité par microlitre

VU: Vitellus-Urine

WB: Western Blot

×G: Grossissement.
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1

Introduction :

La leishmaniose est une anthropozoonose cosmopolite qui touche l’homme et

l’animal dans différentes régions du globe. Cette parasitose causée par un protozoaire

flagellé du genre Leishmania, et transmise à l’homme, par un insecte vecteur hémato-

phage (le phlébotome ou mouche des sables femelle) ; se développe au sein des cel-

lules du système des phagocytes mononuclées. Les réservoirs de parasite sont généra-

lement des rongeurs sauvages, le chien, et l’homme. Elle présente des formes cli-

niques et un polymorphisme très varié (Dedet ,2001).

La leishmaniose est largement rependue dans le monde, et connaît une aire géogra-

phique très large. Elle est présente sur quatre continents avec 88 pays affectés, dont 72

parmi les plus faiblement développés (Rapp, 2001;Dedet,2001).

Les formes cutanées de la leishmaniose sont les plus courantes et représentent

50-75 % de tous les nouveaux cas(OMS, 2002 in Famakan, 2005).

En Algérie ; la leishmaniose cutanée (LC) est connue depuis longtemps sous le nom

de clou de Biskra ou Hab-es-sana (bouton d’un an) décrit par Hamel en 1860 (Ser-

gent et Gueidon, 1923 in Barchiche et Madiou, 2008) .La LC a une extension géo-

graphique large avec apparition de nouveaux foyers.

Le diagnostic de la LC repose sur la mise en évidence directe ou indirecte du parasite

par différentes techniques.

Les techniques classiques consolidées par celles sérologiques et moléculaires de-

vraient présenter un outil performant pour le diagnostic de la LC, dans le cas de por-

tage asymptomatique de cette dernière mais surtout pour pallier au problème de ré-

pondre dans un délai le plus court possible au diagnostique afin de pouvoir lancer une

thérapie précocement souvent implicite d’une guérison.

En Algérie ces techniques sérologiques et moléculaires ne trouvent pas encore leur

place dans le diagnostic de la LC, pour cela nous nous somme intéressé à ce sujet en

évaluant l'analyse sérologique et moléculaire en les comparants aux techniques clas-

siques, l’ED et la culture.

En effet l’analyse sérologique a été effectuée via deux techniques, IFI et WB puis

nous avons procédé a l’amplification génique par Polymerase Chain Reaction (PCR) à

partir des sérosités, ensuite comparé ces résultats avec d’une part les résultats de

l’examen direct et d’autre part ceux de la culture.
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2

I Définition :

La leishmaniose cutanée (LC) est une parasitose à transmission vectorielle, transmise

par la femelle de phlébotome du genre Phlébotomus ou Lutzomyia et due à un proto-

zoaire intracellulaire du genre Leishmania (Rapp et Roué, 2001 ; Fourati, 2011).

II Historique :

Les formes des leishmanioses cutanées sont une des premières parasitoses décrites par

l’observation des lésions qui remonte à la plus haute Antiquité aussi bien dans

l’Ancien que dans le Nouveau Monde.

Au Xème siècle, le médecin arabe Al Boukhari, décrivit des affections dermatolo-

giques, qui présentent des leishmanioses tégumentaires (Dedet, 1999) et Avicenne fait

le lien entre ces affections cutanées et la piqûre de moustique (Estevez, 2009).

Guilhou, en 1833 décrits pour la première fois des cas de leishmanioses tégumentaires

ou " bouton d’orient"(Estevez, 2009).

La découverte des parasites a l’intérieur des macrophages d’une lésion cutanée à été

faite en 1882 par Mac-Naught et en 1885 par Cunningham (Mihoubi et al., 2006).

En 1898, à Ouzbékistan, le médecin militaire Borovsky mentionna un protozoaire

dans des prélèvements d’ulcère, sans déterminer le statut taxonomique (Mazelet,

2004). Jusqu’à l’année 1901, qui est célébré par l’identification de certains orga-

nismes dans les frottis tirées de la rate d'un patient qui était mort de « fièvre dum-dum

» par Leishman et en 1903 le capitaine Charles Donovan décrit comme étant de nou-

veaux organismes (Hide, 2004). Après, Ronald Ross établi le lien avec la maladie et

nom de l'organisme '' Leishmania donovani’’ (Dedet, 1999).

Nicolle et Sicre en 1908 font la première culture, ils comparèrent les organismes de la

peau avec ceux de la rate au point de la morphologie qui ont la même identité. En

même année, Nicolle et Comte découvrent les mêmes protozoaires chez le chien, puis

chez le cheval et le chat. Ils font ainsi de cette affection une maladie commune à

l’homme et aux autres mammifères et ouvrent la voie aux recherches épidémiolo-

giques (Mazelet, 2004).

En 1921, les frères Sergent et leurs collaborateurs établissent le rôle de vecteurs des

phlébotomes en réussissant la transmission du « bouton d’Orient » par application de

broyats de ces insectes sur des scarifications cutanées.

A partir de 1970, la caractérisation isoenzymatique des espèces responsables des LC a

été établie grâce à l’analyse isoenzymatique (Estevez, 2009).
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III Épidémiologie :

Compte tenu de la diversité des vecteurs, ainsi que de la variabilité de son agent pa-

thogène, la leishmaniose cutanée a une écologie et une épidémiologie complexe.

III.1 L’agent pathogène :

C’est un protozoaire flagellé affectant de nombreuses espèces de mammifères domes-

tiques et sauvages (Marty, 2007).

La classification des leishmanies était basée sur la comparaison de facteurs extrin-

sèques tels que les données cliniques et épidémiologiques, la répartition géogra-

phique ; les caractéristiques biologiques et morphologie, le comportement du parasite

dans le vecteur, le pouvoir pathogène expérimental, les caractères culturaux, et les

critères immunologiques (Hide, 2004).

III.1.1 Taxonomie :

Les leishmanies appartiennent à l'ordre des Kinetoplastidea, de la famille des Trypa-

nosomatidae et depuis 1903, au genre Leishmania. Ce genre Leishmania a été divisé

en 2 sous-genres définis par le site de développement du parasite chez le vecteur

(Bachi, 2001) (Fig. 1).

Le sous-genre Leishmania est caractérisé par un développement supra-pylorique

(jonction intestin moyen-intestin postérieur du vecteur) et le sous-genre Viannia par

un développement péripylorique (n’importe quel point de l’intestin (Bachi, 2001;

Hide, 2004; Bachi, 2006).

La leishmaniose cutanée en Algérie, avec ses trois formes distinctes ont dues a trois

espèces différentes, la L.major pour la LCZ, la L.infuntum pour la LCN, et en enfin la

L.killicki pour la nouvelle forme urbaine de Ghardaïa (Boubidi, 2010).

La biologie moléculaire et la biochimie ont remplacé les facteurs phénotypiques ex-

trinsèques par des critères intrinsèques non modifiés par des facteurs environnemen-

taux.

Plusieurs techniques ont permis de reclasser les leishmanies selon ces nouveaux cri-

tères dont l’électrophorèse iso-enzymatique (ou MLEE « Multilocus Enzyme Electro-

phoresis »), qui est la méthode de référence du typage de souches et qui permis de

définir des zymodèmes, qui constituent l’ensemble des souches présentant le même

profil enzymatique.

Il existe aussi, la PCR (Polymerase Chain Reaction), les RFLP (Restriction Fragments

Length Polymorphisms), la PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis), qui sont des

techniques plus résolutives permettant d’affiner la classification (Hide, 2004).
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Figure 1 : Taxonomie des leishmanies (

III.1.2 Morphologie:

Les leishmanies sont des parasites unicellulaire

palement deux stades morphologiques

mastigote, et le stade amastigote.

III.1.2.1 La forme promastigote

Il est un organisme allongé fusiforme et très mobile,

longueur sur 4 à 5 µm. Le noyau est approximativement central, le Kinétoplaste est

situé en position antérieure. Le

par le blépharoblaste (Fig.

gestif du phlébotome et en culture
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Taxonomie des leishmanies (O.M.S, 1990).

Morphologie:

Les leishmanies sont des parasites unicellulaires dimorphiques qui présentent princ

palement deux stades morphologiques au cours de leur développement : le stade pr

amastigote.

a forme promastigote (Leptomonas):

est un organisme allongé fusiforme et très mobile, mesurant environ

longueur sur 4 à 5 µm. Le noyau est approximativement central, le Kinétoplaste est

situé en position antérieure. Le flagelle libre de 10 à 15 µm inséré sur le kin

Fig. 2). C’est le stade que présente le parasite dans le tube d

tif du phlébotome et en culture (Dedet, 2001;Meghamla, 2007; Estevez, 2009

4

dimorphiques qui présentent princi-

au cours de leur développement : le stade pro-

environ 10 à 25µm de

longueur sur 4 à 5 µm. Le noyau est approximativement central, le Kinétoplaste est

à 15 µm inséré sur le kinétoplaste

C’est le stade que présente le parasite dans le tube di-

Meghamla, 2007; Estevez, 2009).
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III.1.2.2 La forme amastigote :

Il est un petit corpuscule ovalaire ou arrondi, immobile et aflagellée (Fourati, 2011),

d’environ 4 μm de long et de 2 μm de large, présentant un noyau, un kinétoplaste, et

un appareil flagellaire rudimentaire (Hassam, 1991).

C’est le stade du parasite, intracellulaire, à l’intérieur des cellules du système des

phagocytes mononuclées des mammifères, au sein de vacuoles dites parasitophores

(Dedet, 2001). Ces formes peuvent se trouvées libres après éclatement des cellules

hôtes (Fig. 3).

Figure 2 : formes promastigotes de Leish-
mania en culture in vitro (Holzmuller in
Hide, 2004).

Figure 3 : formes amastigotes intramacro-
phagiques de Leishmania sous microsco-
pie optique fixées au méthanol et colorées
au Giemsa (Holzmuller in Hide, 2004).

III.1.3 Génome :

Le projet de séquençage de Leishmania ou Leishmania Genome Network est né en

avril 1994 à Rio de Janeiro (Brésil). Ce projet de séquençage a commencé avec la

souche Leishmania major MHOM/IL/81/Friedlin (LmjF) qui a été définit comme la

souche de référence pour le génome de Leishmania ( De Toledo et al., 2010).

III.1.3.1 Génome nucléaire :

La taille de génome leishmanien haploïde est d’environ 36 megabase (Mb) avec une

variation de ± 0.5 Mb selon la souche (Hide, 2004), et il est de 32.8 Mb pour la

souche de référence LmjF (Ivens et al., 2005) découpé en 36 chromosomes (annexe

5) avec une taille de 0,3 à 2,8 Mb (Ouellette et al., 2003).

Certains génomes d’autres espèces de Leishmania ne sont repartis que sur 34 ou 35

chromosomes à cause des différents remaniements chromosomiques (36 chromo-

somes pour les espèces de l’Ancien Monde appartenant aux complexes L. donovani et

L. major, et 34-35 chromosomes pour celles du Nouveau Monde).

Ce manque est causé par la fusion des chromosomes 8+29 et 20+36 deux a deux dans

le complexe L. mexicana et les chromosomes 20+34 dans le complexe L. braziliensis

(Dedet, 2001; Ivens et al., 2003). Cette variation offre aux leishmanies une plastici-

té génétique et des caractéristiques très originales (De Toledo et al., 2010).
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Le nombre de chromosomes a resté longtemps indéterminé, en raison de l’absence de

condensation des chromosomes durant le cycle cellulaire ou la mitose et de

l’impossibilité d’effectuer des études génétiques classiques chez ce parasite (Bastien,

1992).Le caryotype moléculaire a été déterminé grâce à une technique de biologie

moléculaire qui est l’électrophorèse en champ pulsé(PFGE) (annexe 5).

La densité de ce génome est appréciée de 1 gène/3,5 kb avec très peu de séquences

répétées, ce qui permet d’estimer initialement le nombre total de gènes de 8000 gènes

(Ouellette et al., 2003).

Ce nombre de gènes de LmjF a été réapprécié et prédit plus précisément de 911 gènes

codants pour des ARN, 39 pseudo-gènes et 8272 gènes codants pour des protéines,

dont 36% avec une fonction inconnue. Ceux-ci incluent les gènes impliqués dans les

interactions hôte-parasite, tel que les enzymes protéolytiques, et les vastes éléments

de la machinerie transcriptionelle (Ivens et al., 2003) (annexe 6).

En 2007, Peacock et al. annoncent 8298 gènes codants pour des protéines et 97 pseu-

dogènes pour L. (L.) major (De Toledo et al., 2010).Ce nombre élevé de gènes par

rapport aux nombre de protéines est due à l’absence d’épissage alternatif qui est dû à

son tour à l’absence d’introns dans le génome de Leishmania (Ouellette et al., 2003).

III.1.3.2 Génome kinétoplastique :

Le kinétoplaste est un organite unique caractéristique aux kinetoplastidés, localisé en

position antérieure à la base du flagelle. Il présente une portion particulière de

l’unique mitochondrie (Meghamla, 2007).

Il représente, selon le genre, de 10 à 20 % de l’ADN total de la cellule, (Simpson,

1987 in Meghamla, 2007), et englobe deux types de molécules d’ADN circulaires

entrelacés les uns dans les autres, les maxi-cercles et les mini-cercles.

 Les maxi-cercles :

L’équivalent de l’ADN mitochondrial des eucaryotes supérieurs. Les maxi-cercles

sont de 20 à 40 kb de taille selon les espèces, formants 10-30 maxi-cercles identiques.

Ils codent pour les gènes mitochondriales classiques (ARNr, la chaîne de transport des
électrons), comme ils codent également pour les ARN guides (ARNg) qui participent
dans un processus très original et particulier de modification post transcriptionnelle
des ARNm appelé ARN editing. Ils sont formés d'une région variable de 3 à 6 Kb et
d'une région conservée de 17 Kb (Kouato, 2005).

 Les mini-cercles :

Les mini-cercles, d'une taille d'environ 1 Kb, présentés par 5000 à 10000 copies. Ils

ont une très grande variabilité extra- et intra-spécifique contrairement aux maxi-

cercles (Meghamla, 2007).
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Les mini-cercles contiennent une région variable de 850 à 900 pb et une région con-
servée de 100 à 150 pb, qui comporte une séquence de 12 nd appelée « la séquence
universelle des minicercles », qui est hautement préservée d'une espèce à l'autre
(Kouato, 2005).

En 2007, Kothari et al. citent que les mini-cercles comportent 1 à 4 régions conser-

vées selon les espèces et une régions variable. Ils sont impliqués dans l’editing (inser-

tion/délétion d’uridine) de l’ARN, en codant des ARNg, qui s’ancrent sur les ARN

pré-édités permettant ainsi l’expression des transcrits des maxi-cercles (Hide, 2004 ;

Meghamla, 2007).

III.1.4 Organisation du génome :

Leishmania est essentiellement diploïde, où deux knock-out ont été nécessaires pour

supprimer l’expression génique de certains gènes. Il faut noter la présence d’une

aneuploïdie (Hide, 2004) où certains chromosomes existent sous forme trisomique, ce

qui varie selon les souches (Meghamla, 2007).

Le génome leishmanien est particulièrement riche en C/G qui atteint 60 % ou plus

dans les régions codantes. Peu complexe, où il comprend 60 à 65 % de séquences

uniques, 13% de séquences moyennement répétées, environ 12 % de séquences for-

tement répétées (Meghamla, 2007), et très peu (<0.1%) de séquences polymor-

phiques (Ivens et al., 2003).

L’organisation des gènes est particulière où ils sont structurés en unités polycistro-

niques (Ouellette et al., 2003). Le génome de L. major est organisé en 133 unités de

10 – 100 gênés codants des protéines, avec une fonction inconnue. Une unité peut

contenir 1259 kb. Les unités sont séparées par 0,9 à 14 kb de régions switch conver-

gentes ou divergentes (Ivens et al., 2003).

III.1.5 Transcription :

La transcription polycistronique ou la co-transcription par l’ARN polymérase II

(RNAP II) commence d’une manière bidirectionnelle dans les régions switch diver-

gentes et se termine dans les régions switch convergentes qui contiennent souvent des

gènes codants des ARNt, ARNr, et/ou ARNsn (small nuclear RNAs) (Ivens et al.,

2003).

La maturation des pré-ARNm se fait par deux processus majeurs couplés. Le premier

est présenté par l’épissage en trans qui consiste en l’addition en 5’ d’une coiffe mini-

exon de 39 ncd et le deuxième présenté par une polyadénylation en 3’ (Fig. 4).

Après la maturation, les unités polycistroniques deviennent monocistroniques repré-

sentés par un seul ARNm entouré du splice-leader en 5’ et d’une queue polyA en

3’.Cette maturation, la stabilité des messagers et la régulation de la traduction jouent

un rôle crucial dans la modulation de l’expression génique (Ouellette et al., 2003).
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Figure 4 : Organisation génique et maturation des ARNm chez Leishmania (Ouellette et
al., 2003).

III.1.6 Biologie :

La cellule des leishmanies est composée des organites classiques présentés par le

noyau, le flagelle et sa poche flagellaire, le réticulum endoplasmique, l’appareil de

golgi, et une mitochondrie unique (Meghamla, 2007). Elles ont un fragment d’ADN

extranucléaire situé en position antérieure qui est le kinétoplaste.

Les leishmanies vivent au sein des macrophages, en particulier dans la lymphe der-

mique, les nœuds lymphatiques, la rate, le foie et la moelle osseuse, exceptionnelle-

ment dans les monocytes sanguins. Elles s’adaptent et résistent à la phagocytose et à

l’agression oxydative du macrophage. Leur multiplication provoque la lyse du macro-

phage: les parasites alors se trouvent libres pour être phagocytés par d’autres macro-

phages, et c’est ainsi qu’elles assurent leur diffusion dans l’organisme (Tulasne,

2009).

III.2 Le vecteur :

Les phlébotomes (qui signifie littéralement «coupeurs de veines») (Izri et al., 2006)

ou mouches des sables sont les uniques vecteurs de LC établis et connus des proto-

zoaires du genre Leishmania avec certitude (Boukraa et al., 2011 ; Briffod, 2011),

signalés pour la première fois en Algérie en 1912 par Foley et Leduc (Dedet, 1984).

Il existe une relation entre la transmission des espèces de Leishmania et l’espèce du

vecteur (Estevez, 2009). Les phlébotomes ont une distribution géographique très

large, étalée sur les cinq continents (Bachi, 2006).
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III.2.1 Taxonomie :

Le phlébotome est un Eucaryote, Métazoaires, Eumétazoaires, Bilateria, Coelo-

mata, Protostomia, Panarthopoda, Arthropoda, Mandibulata, Pancrustaceae, Hexa-

poda, Insecta, Dicondylia, Ptérygota, Neoptera, Endopterygota, Diptera, Nematoce-

ra, Psychomorpha, Psychodoïdeae, Psychodideae, Phlebotominae, Phlebotomus Lar-

roussius (Mazelet, 2004).

La sous-famille des Phlebotominae, regroupe environ 800 espèces réparties en 6

genres (Fourati, 2011). Les genres caractéristiques de l’ancien monde sont le Phle-

botomus et Sergentomyia et pour le nouveau monde, on trouve les genres Lutzomiya,

Brumptomyia, Warileya et Hertigia. (Izri et al., 2006 ;Fourati, 2011).

Parmi ces genres, deux (Phlebotomus et Lutzomiya) présentent un intérêt médical a

raison de leur rôle dans la transmission de plusieurs maladies vectrices dont les leish-

manioses (Dedet., 2001; Izri et al., 2006). Seul environ 70 espèces constituent des

vecteurs confirmés ou soupçonnés des leishmanioses (Ben Ghazi, 2010).

En Algérie 22 espèces de phlébotome ont été répertories, dont 12 Phlebotomus et 10

Sergentomyia (Bachi, 2006). Les phlébotomes de sous-genre Larroussius (Phleboto-

mus perniciosus) sont les vecteurs de L. infantum MON-1 et le Phlebotomus perfiliewi,

vecteur de L.infantum MON-24. Pour la L. major MON-25, le phlébotome Phleboto-

mus (Phlebotomus) papatasi est défini comme vecteur (Izri et Belazzoug, 2007). La L.

killicki est transmise par P. sergenti (Harrat et al., 2010 ; Boubidi et al., 2010).

Les taxonomies classiques sont basées beaucoup plus sur des caractères purement

morphologiques. Récemment, la biologie moléculaire a permet de réaliser des études

populationnelles ou l’identification des phlébotomes, grâce à l’étude des isoenzymes

ou des séquences d’ADN dont le rythme de mutation est élevé (Izri, 2006).

Bien que les phlébotomes sont les seuls vecteurs biologiques des leishmanioses éta-

blis avec certitude, certains ectoparasites hématophages comme les tiques ou les puces

sont fortement suspectées dans la transmission de ces parasitoses, notamment en ce

qui concerne Rhipicephalus sanguineus ou Ctenocephalides felis (Ben Ghazi, 2010;

Briffod, 2011 ; Solano-Gallego et al., 2012).

Il existe des cas exceptionnels, très rare de transmission non vectorielle tel que, la

transmission congénitale de la mère à l’enfant, le passage transplacentaire, la transfu-

sion sanguine, partage de seringue chez les toxicomanes, transplantation d’organe et

d’autre facteur de risque (Dedet., 2001; Buffet, 2008 ; Briffod ,2011).

III.2.2 Morphologie :

Les phlébotomes sont des insectes, nématocères, de petite taille (moins de 5 mm de

long), ils sont velus, bossus, de couleur claire généralement jaune pâle, avec des gros

yeux noirs (Marty et al., 2009 ; Izri et al., 2006). Leurs ailes, de forme lancéolée, se

dressent en V sur le dos au repos (Izri et al., 2006)(Fig. 5).
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En raison de la nécessite du sang pour le développement des œufs, qu’il assure les

protéines nécessaire à l’évolution, seule la femelle est hématophage, pourvue des

mandibules dentelées, alors que les mâles s’alimentent simplement de la sève des

plantes (Sabbahi, 2006 ; Estevez, 2009).

Figure 5 : Phlébotome femelle gorgé de sang (Izri, 2007).

III.3 Réservoir :

Le réservoir est une espèce qui héberge les leishmanies et qui permet leur survie à

long terme ainsi que leur expansion (Nadau, 2005). Ces réservoirs sont variables et

dépend de l’espèce en cause et de foyer concerné. On distingue:

 Les réservoirs primaires : constitués par des mammifères sauvages (rongeurs, pa-

resseux, primates ou canidés), qui ne montrent pas généralement les symptômes.

 Les réservoirs secondaires : constitués par des mammifères domestiques (canidés)

comme le chien.

 Les réservoirs tertiaires : constitués par l’homme où il devient un hôte accidentel

(Estevez, 2009 ; Fourati, 2011).

Pour la LC, la quasi-totalité des mammifères est susceptible aux espèces de leishma-

nies en cause. De nombreux Muridés tels que le rat ou la souris sont réceptifs pour la

L .major, contrairement à L. infantum où seuls l’homme et les canidés sont réceptifs

(Nadau, 2005).

Au Sahara algérienne, les rongeurs sauvages et principalement le Psammomys obesus

ou le « rat des sables » est le réservoir de la LCZ à L. major (Bachi ,2006 ; Izri et al.,

2006 ; Boukraa et al.,2011 ; Boudrissa et al ,2012), ainsi que le Meriones shawi

(Bachi ,2006). Pour la LCN a L. infantum, le chien est confirmé comme réservoir

(Benikhlef et al., 2004 ; Bachi ,2006) .

Il est admet que le rongeur Gundi Massoutiera mzabi est le réservoir pour la LCU à L.

killicki (Harrat et al, 2010 et Boubidi et al ,2010).
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III.4 Cycle évolutif :

Leishmania a un cycle de vie hétéroxène qui nécessite deux hôtes, l’insecte phlébo-

tomes, le vecteur qui abrite les formes promastigotes et un mammifère qui héberge les

formes amastigotes et qui peut être l’homme ou un autre animal (Fourati, 2011).

Le vecteur infecté inocule les promastigotes métacycliques infectants dans le derme

de l’hôte pendant un repas sanguin, ciblant ainsi les cellules macrophagiques et se

transforment en amastigotes. Ou cours de la piqure infectante la salive des phlébo-

tomes favorise l’infection en produisant une vasodilatation et une immunodépression

locales grâce a ces substances pharmacologiques actives (Dedet, 2001).

Il se forme alors un phagolysosome, a fin d’éliminer les leishmanies à l’aide de divers

mécanismes de défense non spécifiques impliquant surtout l’oxyde nitrique ou la libé-

ration d’hydrolases lysosomiales. Les leishmanies échappent à ces mécanismes, et se

multiplient dans les vacuoles parasitophore des macrophages (Briffod ,2011).

Une fois les macrophages saturés d’amastigotes, ils éclatent et libèrent les amastigotes

qui vont être internalisées par d’autres macrophages sains.Les macrophages infestés

sont réabsorbés par la femelle phlébotome lors d’une deuxième piqure. Les amasti-

gote intra-macrophagiques se libèrent et migrent tout le long du tube digestif du

phlébotome avec des modifications morphologiques et génétiques.

Ces amastigotes se transforment en promastigotes en passant par différents stades

dont les promastigotes procycliques, les nectomonades et les haptomonades, pour être

inoculés encore une fois a un autre hôte (Sékou Diarra ,2008) (Fig. 6).

Figure 6 : Le cycle évolutif de Leishmania (www.dpd.cdc.gov/dpdx).
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IV Répartition géographique

La répartition géographique de la leishmaniose est directement liée à l’aire de répart

tion du vecteur et du réservoir

IV.1 Dans le monde :

La LC est endémique dans de nombreuses régions tropicales et subtropicales de

l’Ancien comme du Nouveau Monde, avec une inc

cas (Hide, 2004 ; Yannick

Selon l’organisation mondiale de la santé (

une préoccupation majeure

l’Ancien Monde (Afghanistan, Algérie, Arabie Saoudite, Iran, Iraq et la Syrie)

du Nouveau Monde (Brésil et Pérou)

Figure 7 : Distribution de la

IV.2 En Algérie :

La leishmaniose cutanée est endémique et très rependue en Algérie, avec une exte

sion géographique large et apparition de nouveaux foyers. L’incidence annuelle de

cette maladie est de 2000 cas par an (

Elle est présente sous trois formes cliniquement différentes

Nord due à la L. major, leishmaniose cutanée zoonotique due à

ment, la leishmaniose cutanée urbaine due à

IV.2.1 La leishmaniose cutanée du Nord (LCN)

Bénigne et moins fréquente connue sous le nom de

première fois par Sergent et Gueidon

sur toute la partie nord présentée par le littoral et le Tell avec une distribution géogr

phique variable (Belazzoug et
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l’Ancien comme du Nouveau Monde, avec une incidence annuelle de 1

; Yannick, 2009 ; Odonne, 2010 ; Briffod, 2011).

organisation mondiale de la santé (O.M.S), pour laquelle la leishmaniose est

une préoccupation majeure, 90% de cas de LC se concentrent dans 8 pays, dont 6 du

l’Ancien Monde (Afghanistan, Algérie, Arabie Saoudite, Iran, Iraq et la Syrie)

du Nouveau Monde (Brésil et Pérou) (Clémence, 2009;Yannick, 2009

Distribution de la leishmaniose cutanée dans le monde (www.who.int/tdr

La leishmaniose cutanée est endémique et très rependue en Algérie, avec une exte

sion géographique large et apparition de nouveaux foyers. L’incidence annuelle de

2000 cas par an (Harrat et al., 1996).

Elle est présente sous trois formes cliniquement différentes : leishmaniose cutanée du

, leishmaniose cutanée zoonotique due à L.infantum

ment, la leishmaniose cutanée urbaine due à L. killicki (Barchiche et Madiou, 2008

La leishmaniose cutanée du Nord (LCN) :

Bénigne et moins fréquente connue sous le nom de "clou de Mila", décrite pour la

Sergent et Gueidon en 1923 dans la région de Mila. Elle se répartit

toute la partie nord présentée par le littoral et le Tell avec une distribution géogr

Belazzoug et al., 1984 ; Harrat ,2005 in Mihoubi, 2005
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sion géographique large et apparition de nouveaux foyers. L’incidence annuelle de

: leishmaniose cutanée du
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Madiou, 2008).
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toute la partie nord présentée par le littoral et le Tell avec une distribution géogra-
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IV.2.2 La leishmaniose cutanée zoonotique(LCZ) :

La plus fréquente, répandue au centre et au sud du pays (Zait et Hamrioui, 2008). La

LCZ dénommée aussi "clou de Biskra" décrite pour la première fois par Hamel en

1860. Elle s’observe à l’étage bioclimatique aride et semi-aride dans différents foyers

(Bachi, 2006; Izri et Belazzoug, 2007), avec une fluctuation d’incidence durant l’année.

Longtemps confiné au Sahara, principalement cantonnée aux deux foyers de Biskra à

l’Est et d’Abadla à l’Ouest. Des nouveaux foyers sont apparus avec une extension

vers les hauts plateaux (Mihoubi et al., 2006).

IV.2.3 La leishmaniose cutanée urbaine (LCU) :

Une nouvelle forme clinique émergente, avec un profil épidémiologique caractéris-

tique. Cette forme est apparue à Ghardaïa (LC urbaine à L. killicki) (Barchiche et

Madiou, 2008).

V Étude clinique :

La plupart des formes de la leishmaniose cutanée siègent préférentiellement aux zones

accessibles et découvertes du corps. Elles peuvent être classées, selon leur localisation

géographique, en deux entités principales : la leishmaniose cutanée de l’ancien-monde

(LCAM) et la leishmaniose cutanée du nouveau-monde (LCNM).

La LCAM est classiquement connue sous le non de " bouton d’Orient" ; "bouton de

Bagdad" ; "bouton de Delhi" ; " bouton d’Alep" ; et enfin "clou de Biskra" en Algé-

rie. Elle se présente sous différentes formes dont la leishmaniose cutanée anthropono-

tique (LCA) ou urbaine, et la leishmaniose cutanée zoonotique(LCZ) ou rurale.

La LCNM est classiquement connue sous le non d’ "ulcère des Chicleros" (au Pérou

et au Venezuela) ;"pian-bois" (Brésil et en Colombie) ; et "uta" (au Pérou). Il existe

une autre forme de la LC, la leishmaniose cutanée diffuse (LCD) qui se trouve aussi

bien dans l’ancien monde comme dans le nouveau. Ces appellations ne correspondent

à aucune réalité anatomo-clinique ou épidémiologique.

Il existe plusieurs d’autres formes cliniques de la leishmaniose cutanée dans l’ancien

comme dans le nouveau monde, dont la forme LCN ou LCS, LCR, la forme tubé-

reuse, verruqueuse, végétante, nodulaire, infiltrée en nappe, nécrotique, et la forme

lipoïde pour l’ancien monde ; et l’ulcère de Barru, l’ulcère de chicleros, le pian-bois,

et en fin la leishmaniose cutanée eczématiforme, pour le nouveau monde.

V.1 Diagnostic :

Le diagnostic de la LC repose sur la mise en évidence directe du parasite, ou de son

ADN, et indirectement sur la recherche des traces immunologiques de l’infection,

anticorps circulants ou hypersensibilité retardée (Le Fichoux, 1999 in Dedet, 2001).

PDF C
rea

te!
 4 

Tria
l

www.nu
an

ce
.co

m

PDF Crea
te! 

4 T
rial

www.nu
anc

e.c
om



Chapitre I : synthèse bibliographique

14

V.1.1 Orientation clinique :

Le diagnostic clinique est basé sur l’observation des symptômes généraux et spéci-

fiques présentés par les patients atteints après les 2 à 3 mois suivant la piqure de phlé-

botome (période d’incubation) (Zait et Hamrioui, 2007).

V.1.2 Diagnostic biologique :

Les caractéristiques cliniques et épidémiologiques de la LC sont insuffisantes pour

justifier un traitement car la présentation clinique est évoquée par plusieurs maladies.

A cette raison des techniques parasitologiques de référence plus spécifiques ont été

utilisées (Tália Santana et al., 2008).

V.1.2.1 Le prélèvement :

C’est la première étape de diagnostic biologique, d’où l’importance de choisir le type
de prélèvement, pour la LC et la LMC (muco-cutanée), les frottis à partir des lésions
sont notamment utilisés. Des méthodes immunologiques ou moléculaires à partir dif-
férents prélèvements sont effectuées.

V.1.3 Méthodes de diagnostic directes :

V.1.3.1 L’examen direct :

Il se base sur la visualisation des formes amastigotes du parasites, intra-

macrophagiques ou libres à l’immersion sous microscope optique, sur des frottis cuta-

née après fixation par May Grünwald ou l’alcool et coloration par Giemsa. La colora-

tion des frottis peut se faire aussi par le kit RAL 555 (Famakan ,2005).

V.1.3.2 Culture du parasite :

A) Culture in vitro :

Le parasite est cultivé dans déférents milieux (Schneider Drosophila, NNN, RPMI, et

d’autres) à partir d’une aspiration aseptique de sérosité a l’aide d’une seringue. Elle

nécessite quelques semaines d’incubation pour permettre la confirmation du diagnos-

tique. On observe des formes fusiformes flagellées (les promastigotes).

B) Culture in vivo :

L’inoculation à l’animal permet le diagnostic et la caractérisation biochimique des

souches, mais elle n'est réalisée que par de rares laboratoires spécialisés. Les animaux

de choix sont les Hamsters dorés syriens et le cobaye, plus réceptifs à l’infection par

les leishmanies après inoculation par voie intra-péritonéale (Izri et al., 2007).

V.1.3.3 Immunhistochimie :

C’est une méthode complémentaire pour confirmer un diagnostic, lorsque les para-

sites ne sont pas clairement identifiables au microscope.
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Cette technique est appliquée sur le derme, sur les sites privilégiés de piqûre des phlé-

botomes. Elle repose sur l’utilisation de tissus fixés dans de la formaline puis enrobés

dans de la paraffine pour être mis en présence avec un système dit «biotine/ streptavi-

dine-peroxidase» et un sérum hyper-immun utilisé comme anticorps primaire, des

anticorps monoclonaux ou polyclonaux anti-leishmanies (Maia et Campino, 2008).

V.1.3.4 Extraction d’ADN :

L’extraction d’ADN est la première étape pour plusieurs de technologies basées sur

l’ADN. Pour extraire l’ADN, plusieurs techniques sont requises pour séparer de façon

adéquate l’ADN des autres composantes de la cellule. Cette extraction se fait à partir

de différents prélèvements (Irwin et al., 2001).

V.1.3.5 La Polymerase Chain Reaction (PCR) :

L’utilisation de la PCR pour la détection de la LC a grandement amélioré la sensibilité

et la spécificité du diagnostic parasitaire (Irwin et al., 2001).

C’est la technique la plus sensible et de choix pour mettre en évidence l’ADN de

Leishmania par amplification génique. Son principe est d’utiliser de façon répétitive

l’activité enzymatique pour copier de manière exponentielle, une portion spécifique

du génome dont la séquence est au moins partiellement connue (Leite et al., 2010).

Plusieurs techniques PCR disponibles, participant le même principe, dont la PCR

quantitative en temps réel(ou real time-PCR) qui présente plusieurs avantages sur la

PCR classique : résultat quantitatif ; meilleures sensibilité et spécificité ; diminution

des risques de contamination (une seule étape) et automatisation.

V.1.3.6 La PCR quantitative en temps réel :

Elle permet un suivi continu de l’amplification de séquences d’ADN spécifiques pen-

dant la réaction. L’utilisation de sondes fluorescentes, permet d’obtenir la cinétique

complète de la polymérisation, ceci permet la quantification précise du matériel géné-

tique présent initialement et donc une estimation de la charge parasitaire dans les dif-

férents échantillons. (Briffod, 2011).

V.1.3.7 Le typage iso-enzymatique :

Il a consisté en un ensemble d’électrophorèses sur gel épais d’amidon pour étudier par

rapport à des souches de référence, la mobilité électrophorétique des 15 systèmes en-

zymatiques.

Les souches présentant un même profil enzymatique (électromorphe) sont re-

groupées dans un même zymodéme ou unité taxonomique (Boni, 1999).
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V.1.3.8 RFLP (Restriction fragment length polymorphism) :

Elle consiste en une digestion d’ADN extrait par une enzyme de restriction spécifique

pour produire un ensemble de fragments de restriction de différentes longueurs. Ces

fragments vont être comparés avec des profils de bandes de référence après électro-

phorèse sur gel d’agarose.

Le nombre de sites de restriction et leurs positions diffèrent en fonction des espèces

donnant ainsi un polymorphisme de longueur des fragments de restriction (Bourat-

bine et al., 2005).

V.1.4 Méthodes de diagnostic indirectes :

Le diagnostic indirect se base sur la mise en évidence des immunoglobulines issues de

la réponse immunitaire humorale.

V.1.4.1 Diagnostic sérologique :

De nombreuses techniques sérologiques sont utilisées dans le diagnostic de la LC.

Elles font appel à des Ag ou des extraits antigéniques de nature et de modalités de

préparation variées qui participent à des réactions immunologiques (Dedet, 2001).

 Immunofluorescence indirecte (IFI) :

Elle présente la technique qualitative, qualitative de référence en diagnostic sérolo-

gique où elle est utile dans les études épidémiologiques, la pratique clinique et égale-

ment dans le suivi du traitement (Maia et Campino, 2008).

Elle consiste à mettre en contacte des dilutions successives d’anticorps sériques de

sérums suspects avec un antigène figuré. Le complexe Ag-AC formé est révélé grâce

à des anti-Ig fluorescents sous microscope à lumière ultraviolette (Mihoubi, 2006).

 Western blot (WB):

Le WB ou immuno-empreinte est une technique qualitative de référence en sérodia-

gnostic in vitro, introduite pour la première fois en 1979 par Towbin et al. Cette

technique est très spécifique et très sensible permettant ainsi de détecter les anticorps

contre la Leishmania sp, préalablement séparés par électrophorèse sur gel de polya-

crylamide et fixés par électro-transfert sur la surface de bandelettes de nitrocellulose

(Tulasne, 2009). Le WB présente un outil performant pour mètre en évidence la ré-

ponse humorale contre Leishmania sp.

 Enzyme like immuno-sorbent assay ELISA:

C’est une technique immunologique utilisée pour détecter des antigènes par des anti-

corps conjugués à une enzyme (phosphatase ou peroxydase). La réaction est révélée

par un substrat chromogène qui permet une lecture quantitative (Louis, 2009).
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 Électrosynérèse (ES):

Nommée aussi Contre-immunoélectrophorèse (CIE). C’est une technique

d’immunoprécipitation qui consiste à faire migrer conjointement l’Ag et l’AC sous

une différence de potentielle. Au point de rencontre, entrainant la formation d’arcs de

précipitation qui témoignent de la présence du complexe Ag-Ac. (Bachi, 2001).

 Test d’agglutination directe (DAT) :

le DAT a été validé comme un test sensible et spécifique pour les investigations de

terrain car elle reste stable à des températures élevées et adapté dans les conditions

difficiles (Meredith et al., 1995 ; Schallig et al., 2002).

Elle est basée sur l’utilisation des promastigotes entiers comme antigènes, colorés, en

suspension ou sous forme sèche congelée récoltés à partir de cultures. L’épreuve est

lue à l’œil nu contre un fond blanc. Les réactions positives sont indiquées par une

tache claire tranchant sur le bleu (Boelaert et al., 1999).

 Hémagglutination indirecte (HAI) :

C’est l’agglutination des anticorps sériques spécifiques à des érythrocytes sensibilisés

par un antigène leishmanien. Le complexe AC-Ag formé s’exprime par un tapis

d’Hémagglutination et dans le cas d’absence des anticorps, les cellules se déposent au

fond des cupules sous forme d’un bouton (Bachi, 2001).

 Test d’immuno-diffusion (IDA) :

Elle est réalisée grâce à l’utilisation des échantillons de sérum et un antigène leish-

manien soluble (LSA). Cette technique consiste à une double immundiffusion en gel

d'agarose à 1% contenant 3% de polyéthylène glycol (PEG). Un résultat positif se

révèle par la présence d’un arc de précipitation (Maia et Campino, 2008).

 Intradermo-réaction à la leishmanine (Monténégro) :

Nommé aussi "leishmanin skin test" (LST), il consiste en une inoculation intrader-

mique d'une suspension diluée dans du phénol ou une solution saline de merthiolate

de promastigotes inactivés (Maia et Campino, 2008).

Un résultat positif se traduit par une induration d’au moins 5 mm de diamètre, 48 à 72

h après, permettant ainsi de mètre en évidence une hypersensibilité de type retardée

(type IV) vis-à-vis d’antigènes de leishmanies (Briffod, 2011). Ce test n’est pas utile

dans le diagnostic des leishmanioses viscérales (Manson-Bahr et al., 1987).

VI Traitement des leishmanioses cutanées :

Les LC se manifestent de différentes manières selon l’espèce ce qui conditionne le

choix de traitement et l’efficacité de celui-ci (Minodier et al., 2010).

PDF C
rea

te!
 4 

Tria
l

www.nu
an

ce
.co

m

PDF Crea
te! 

4 T
rial

www.nu
anc

e.c
om



Chapitre I : synthèse bibliographique

18

Le traitement local peut se faire avec le Glucantimes® en cas de lésion unique. De

nombreux moyen physique ont été également proposés dont la cryothérapie. La cryo-

thérapie associée aux infiltrations périlésionnelles d’antimoniés représente le mode de

traitement local le plus efficace (Bachi, 2001).

Le traitement général, indiqué dans les formes à lésions multiples, est fait d’une crue

de dérivés stibiés pentavalents (Bachi, 2001).

Ils présentent toutefois des limites, dont l'apparition de résistances, la toxicité envers

l'hôte traité et l'absence de guérison totale (Clémence, 2009 ; Buffet et al., 2010).

L’administration intralésionnelle de ces médicaments réduit les effets secondaires

(Baubion et al., 2008), sauf qu’elle peut entraîner d’autres effets indésirables comme

la fibrose musculaire et la formation d'abcès, des perturbations gastro-intestinales, des

douleurs musculaires et des raideurs articulaires (Clémence, 2009).

À cause de ces inconvénients, le traitement des leishmanioses propose récemment des

produits alternatifs, font l’objet d’essais thérapeutiques, sont diverses molécules déjà

connues et utilisées hors leishmanioses (Dedet, 2001).

Des traitements physiques ont été dévoilés aussi, tels que la cryothérapie par azote

liquide (AL), la chaleur, l’électrocoagulation, le laser ou la photothérapie dynamique

(Baubion et al., 2008).

VII Prophylaxie :

La prophylaxie contre les leishmanioses comprend 3 grands axes (Carré et al., 2010):

VII.1 Lutte antivectorielle :

Elle se fait par des répulsifs, moustiquaires imprégnées d’insecticides et la destruction

du phlébotome et leur gîte. (Buffet, 2008 ; Aubry, 2012).

Les insecticides jouent un rôle important dans la destruction des phlébotomes en pul-

vérisation intra et péri domiciliaire et dans les lieux de concentration humaine en zone

rurale (Bachi, 2001).

VII.2 Lutte contre les réservoirs :

Elle se fait par dépistage des animaux malades et leurs traitement (Safi et al., 1996).

Le dépistage séro-épidémiologique des animaux et l’abattage de ceux atteints en rai-

son du danger qu’il présente pour la communauté du fait que le traitement de la

leishmaniose canine est longue et décevant et la lute contre les rongeurs est difficile,

avec la mise en place d’un système de surveillance permanent(Bachi, 2001).
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VII.3 Prophylaxie humaine :

Elle se fait par le dépistage et le traitement des cas malades, la vaccination contre la

leishmaniose notamment chez les sujets immunodéprimés et la sécurité transfusion-

nelle (Carré et al., 2010). La préparation des vaccines consiste à l'utilisation de para-

sites tués et génétiquement modifiées (Anonyme, 2009).

VIII Physiopathologie et réponse immunitaire de l’hôte:

La compréhension des mécanismes immunopathologiques de la LC qui s’appuie, en

grande partie, sur ce qui est démontré dans des modèles expérimentaux murins et ca-

nins, est nécessaire pour mieux comprendre l’immunité de l’hôte face aux organismes

pathogènes et de pouvoir alors développer des vaccins contre ces maladies parasitoses

(Filippi et al., 2001).

VIII.1 Effet de la salive du vecteur :

Lors de la piqûre, le phlébotome injecte de la salive au site, qu’elle soit infestée ou

non de leishmanies, elle conçoit des homogénats de glandes salivaires avaient un

pouvoir immunomodulateur (Quitterie, 2005).

Si le phlébotome est infecté, cette salive augmente la taille de la lésion et la charge

parasitaire provoqué par une augmentation de la sécrétion d’Il 4 et à une inhibition de

plusieurs fonctions importantes du macrophage telles que la présentation de

l’antigène, la production de monoxyde d’azote (NO) et la prolifération de lympho-

cytes T spécifiques aux parasites (Quitterie, 2005 ; Diarra, 2007).

VIII.2 Relations hôte-parasite :

VIII.2.1 Immunité humaine face à la Leishmaniose :

Cette réponse immunitaire se caractérise par une dichotomie Th1/ Th2.

 Réponse immunitaire de type Th2 :

Elle est associée à une réponse humorale intense mais non protectrice, qui se caracté-

rise par la production d’interleukines 4, 5,10 et 13 (IL-4,-5,-10 et -13), par les cellules

Th2 conduisant ainsi à la survie du parasite (Hide, 2004 ; Quitterie, 2005).

 Réponse immunitaire de type Th1 :

Elle est associée à une réponse de type cellulaire protectrice, dépendante des lympho-

cytes LT CD4+, et caractérisée par la sécrétion de cytokines telles que l’interféron-

gamma (INFγ), l’IL-2 et le facteur de nécrose tissulaire α (TNFα), par les cellules Th1

responsables de l’activité anti-leishmanies des macrophages (Quitterie, 2005 ;

Briffod, 2011).
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VIII.2.2 Interactions Leishmania/macrophages :

Suite à leur inoculation dans un hôte, les promastigotes doivent échapper à la lyse par

le complément jusqu’à ce qu’ils soient phagocytés par un macrophage où ils pourront

se répliquer (Diarra, 2007; Anonyme, 2009).

Deux antigènes majeurs de surface des leishmanies, la gp 63 (en grande quantité au

stade promastigote, et en faible quantité au stade amastigotes) et le LPG (n’est présent

qu’au stade promastigotes) ont un rôle cruciale dans la protection des promastigotes

de la lyse par le complément (Quitterie, 2005).

La gp 63 convertie le C3b en C3bi inactivant ainsi le compliment, tout en favorisant

l’opsonisation et la phagocytose du promastigote. Par contre le LPG active le com-

plément en inhibant l’accès des complexes lytiques C5-C9 à la membrane plasmique.

Également grâce à ses protéines kinases, le parasite inhibe en phosphorylant les pro-

téines du système du complément, la cascade d’activation (Bogdan et Röllinghoff,

1998).

Des récepteurs membranaires variés intervient dans l’adhésion sur la membrane du

macrophage: récepteurs de type lectine, récepteur de la fibronectine, de l’intégrine et

récepteurs du complément CR1 et du CR3 (Dedet, 2001).

L’internalisation du parasite se fait dans des phagolysosomes de pH très acide, qui se

forment après la fusion d’une vacuole parasitophore avec des lysosomes. Pour sur-

vivre, une transformation de forme promastigote en forme amastigotes intracellulaires

qui présente la forme de résistance aux radicaux oxygénés et aux mécanismes de des-

truction (Quitterie, 2005).

Figure 8 : Interaction entre le MØ et Leishmania via leurs molécules de surface et des pro-
téines solubles. PS: phosphatidylsérine, MBP: mannose binding protein, MFR: mannose
fucose receptor, CRP: C-reactive protein, CRP-R:C-reactive protein receptor, FR: fibronec-
tine receptor (http : //www.theses.ulaval.ca/2004/21419/ch01.html).
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Le parasitisme entraîne une baisse de capacité des macrophages en inhibant plusieurs

fonctions de celui-ci, essentiellement présentées par : les fonctions microbicides

(production des dérivés oxygénés et nitrogénés NO), la production de cytokines( par-

ticulièrement les médiateurs d’inflammation tel que IL-1 et TNFα ou celle qui activa-

tent des LT tel que IL-12), la présentation d’antigène et l’activation de cellules effec-

trices pour développer une réponse spécifique) (Bogdan et Röllinghoff, 1998 ; De-

det, 2001).

Cette inhibition s’effectue par des modifications de l’expression génique, ainsi que

post-transcriptionnel et post-traductionnel (Diarra, 2007), et se traduise par

l’altération de plusieurs voies de signalisation dépendantes du Ca2++ et des PTKs.

 voies de signalisation calcium-dépendante :

L’infection leishmanienne des macrophages augmente la concentration basale de Ca++

intracellulaire, mais la voie de signalisation dépendante du Ca++ est inactivée à cause

de l’inaccessibilité de ce dernier qui reste séquestré par le LPG.

 voies de signalisation dépendantes de la protéine kinase C (PKC) :

Également, le LPG interagit avec la PKC au niveau de ses sites de liaison du DAG

(diacylglycérol) membranaire, du Ca++ et des phospholipides, ce qui l’inhibe et empê-

cher son insertion dans la membrane.

VIII.2.3 Co-infection Leishmaniose cutanée/VIH :

Elle est beaucoup moins fréquente que la co-infection LV/VIH. Le VIH favorise la

propagation de la leishmaniose par le processus d’immunodépression qui laisse le

champ libre aux leishmanies pour s’installer (Hide, 2004 ; Yannick, 2009) et de la

même manière, les leishmanies chez un sujet VIH vont accélérer la réplication du

virus du VIH (Desjeux et al., 2001).

Le SIDA multiplie par mille, le risque de leishmaniose dans les zones d’endémie

(OMS, 2000).Ces deux affections conjuguées provoque une double immunodéfi-

cience car elles ont les mêmes cibles cellulaires (Hide, 2004), de sorte que la gravité

de la maladie et ses conséquences augmentent de façon exponentielle (OMS, 2000).

Les manifestations cliniques sont des lésions graves extensives d’évolution lentes

avec une possibilité de se récidivé. Dans la co-infection leishmaniose/SIDA, les pa-

tients courent un risque d’emblée d’une visualisation sans épisode cutané préalable

même avec des souches dermotropes.

En Algérie cette co-infection est connue depuis longtemps où trois cas de LC ont été

apportés par Ammar Khoudja en 1990, chez trois sujets immunodéprimés dont un

associé au SIDA, un greffé rénal sous immunosuppressif et un enfant immunodéprimé

(Bachi, 2001).
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I Matériel et méthodes :

Il s’agit d’une étude prospective réalisée de 20 Février 2013 à 30 juillet

2013. Quarante huit (48) cas suspects de leishmaniose ont été recensés pendant cette

période.

Nous avons réalisé cette étude au niveau de laboratoire de Parasitologie-Mycologie

médicale de l’hôpital central de l’armée (HCA) Dr : MOHAMED SEGHIR NEK-

KACHE.

Le diagnostic classique de certitude de la LC repose essentiellement sur la mise en

évidence des leishmanies soit par l’examen direct (ED) soit par la culture. Dans ce

travail nous avons introduit d’autres techniques de diagnostic indirect : immunofluo-

rescence indirecte (IFI) et Western blot (WB) afin d’évaluer leurs apport dans le dia-

gnostic de la LC, enfin nous avons comparé les résultats de chaque technique avec la

technique Polymerase Chain Reaction (PCR).

Pour tous nos patients, nous avons précisé les données épidémio-cliniques suivantes :

l’âge, le sexe, l’origine géographique, les régions de séjour, la durée d’évolution, la

notion de piqure, le nombre, la forme clinique et le siège des lésions.

I.1 Matériel :

I.1.1 Matériel non biologique :

I.1.1.1 Milieux de culture :

Pour un diagnostic nous avons utilisé différents milieux de culture (RPMI, Albumine-

urine "AU" et vitellus-urine"VU") pour l’isolement des leishmanies.

I.1.1.2 Réactifs :

La réalisation des différentes techniques (extraction, amplification …) nécessite la

présence de réactifs spécifiques (annexe 1).

I.1.2 Matériel biologique :

I.1.2.1 Souches :

Dans ce travaille nous avons utilisé des souches de Leishmania, isolées à partir des

sérosités.

Ces souches ont été entretenues sur différents milieux de culture par un repiquage

hebdomadaire .Ces dernières ont servi à préparer nos témoins positifs pour la tech-

nique PCR.
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I.1.2.2 Prélèvements :

Quarante-huit (48) patients suspectés de LC ont été adressés à notre laboratoire pour

une confirmation biologique.

Pour chaque patient, différents prélèvements ont été réalisés à savoir :

 Un prélèvement de sang périphérique sur un tube gélosé a été centrifugé à 2500

trs/mn pendant 3 mn puis traité par les différentes techniques sérologiques.

 Grattage de lésion pour réaliser des frottis sur des lames : trois lames pour chaque

patient, deux colorées en Giemsa et une en RAL555.

 Aspiration de sérosités à partir des lésions pour cultiver les leishmanies sur diffé-

rents milieux de culture.

 Un prélèvement de sérosités a été récupéré sur un eppendorf contenant des

gouttes d’eau physiologique pour la technique PCR.

I.2 Méthodes :

I.2.1 Diagnostic direct :

I.2.1.1 Examen direct :

Il repose sur la visualisation de la forme amastigote, par des prélèvements cutanés,

après coloration par Giemsa, suivie d’une lecture sous microscope optique (G ×100)

(Famakan ,2005).

 Prélèvement Cutanés :

D’abord nous avons remplit une fiche de renseignements qui comprend des donnes

cliniques pour chaque patient. Le prélèvement se déroule comme suit :

 Grattage de la lésion cutanée avec un vaccinostyle au niveau des bordures in-

flammatoires de la lésion.

 Réalisation des frottis par étalement sur des lames référenciées.

Figure 9 : Réalisation des frottis à partir des lésions cutanées (Photo originale).

 Coloration :

Nous avons utilisé deux types de coloration, la coloration Giemsa et une variante ra-

pide de cette dernière, RAL555.
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 Principe :

La coloration en azur de méthylène des constituants cellulaires acides, et en éosine les

structures cellulaires basiques.

 Étapes de réalisation

 Fixation, par l’éthanol pendant 5

 Préparation d’une dilution 1/

 Coloration pendant, 1heure.

 Rinçage à l’eau courante de robinet

 Séchage à l’air libre.

Figure 10 : Frottis cutanés (Photo

 Étapes de réalisation

Plonger la lame à lire 5 fois pendant

 Fixation par FIX-RAL555

 Coloration des organites acides par EOSINE RAL555.

 Coloration des organites basiques

 Rinçage et séchage.

Égoutter l’excédent sur papier filtre avant

 Lecture :

La lecture se fait par microscope

Figure 12 : Formes amastigotes

Chapitre II : Partie expérimentale Matériel et méthodes

La coloration en azur de méthylène des constituants cellulaires acides, et en éosine les

basiques.

de la coloration Giemsa :

l’éthanol pendant 5’.

d’une dilution 1/5ème de Giemsa par PBS.

1heure.

à l’eau courante de robinet.

(Photo originale). Figure 11 : Coloration des frottis par Giemsa
(Photo originale).

de la coloration RAL555 :

fois pendant une seconde dans les trois flacons

RAL555

Coloration des organites acides par EOSINE RAL555.

es organites basiques par BLEU-RAL555.

l’excédent sur papier filtre avant d’introduire la lame dans le flacon

ar microscope optique (G ×100) à immersion.

Formes amastigotes sur un frottis coloré en Giemsa (G×100) (Photo

Matériel et méthodes

24

La coloration en azur de méthylène des constituants cellulaires acides, et en éosine les

Coloration des frottis par Giemsa

pour :

dans le flacon suivant.

) (Photo originale).
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I.2.1.2 La culture :

Elle consiste à mettre en évidence

des lésions cutanées.

Nous avons utilisé différents milieux culture

 Mode opératoire :

A l’aide d’une seringue on aspire aseptiquement le maximum de sérosité

déposer sur les différents milieux de culture.

La croissance des promastigotes apparaît après différentes périodes d’incubations

(selon les propriétés de chaque milieu) à

Le délai de positivité des milieux AU et VU est de 6 jours, par contre celui de milieu
RPMI est de 3 jours.

 Lecture :

La lecture des résultats des différentes cultures s’effectue par la prise d’une goutte a

partit de milieu a l’aide d’une pipette pasteur stérile ent

L’observation des formes promastigotes flagellées et mobiles se fait sous microscope

optique, objectif G ×40. La culture n’est

ron 4 semaines.

Figure 13: Formes promastigotes colorées au Giemsa

Chapitre II : Partie expérimentale Matériel et méthodes

évidence les formes promastigotes après isolement a partir

avons utilisé différents milieux culture dont : RPMI, AU et VU (annexe

on aspire aseptiquement le maximum de sérosité

différents milieux de culture.

La croissance des promastigotes apparaît après différentes périodes d’incubations

(selon les propriétés de chaque milieu) à 27°C.

positivité des milieux AU et VU est de 6 jours, par contre celui de milieu

La lecture des résultats des différentes cultures s’effectue par la prise d’une goutte a

partit de milieu a l’aide d’une pipette pasteur stérile entre lame et lamelle.

L’observation des formes promastigotes flagellées et mobiles se fait sous microscope

40. La culture n’est considérée comme négative qu’après env

ormes promastigotes colorées au Giemsa GX100.

Matériel et méthodes
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isolement a partir

annexe 22).

on aspire aseptiquement le maximum de sérosités afin de les

La croissance des promastigotes apparaît après différentes périodes d’incubations

positivité des milieux AU et VU est de 6 jours, par contre celui de milieu

La lecture des résultats des différentes cultures s’effectue par la prise d’une goutte a

re lame et lamelle.

L’observation des formes promastigotes flagellées et mobiles se fait sous microscope

négative qu’après envi-
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I.2.2 Diagnostic séro

I.2.2.1 Immunofluorescence indirecte

 Principe :

Il consiste à mettre en présence un antigène figuré avec des dilutions successives de

sérum. La fixation des anticorps spécifiques sur l’antigène figuré correspondant,

forme le complexe Ag-Ac révélé par l’adjonction d’anti

l’isothiocyanate de fluorosceine.

 Mode opératoire :

D’abord, nous avons fait sortir les lames en nombre nécessaire et nous les avons laissé

environ 15’ a température ambiante

 Réalisation des dilutions pour chaque sérum (1/20, 1/40, 1/80, 1/160) (fig 1

 Dépôt de 10μl de chaque

 Incubation des lames en chambre humide dans l’étuve pendant 30’ à 37°C.

 Rinçage par le PBS puis, passage deux fois dans un bain de PBS pendant 5’.

 Séchage à 37°C pendant au mois 30’.

 Remettre les lames dans

immunoglobuline humain (IgH) contenant le Bleu d’Evans, sur chaque spot.

 Incubation, lavage et séchage comme

 Dépôt de fluoprep et des lamelles sur les lames.

 Lecture :

La lecture des lames a été effectuée par microscope à épifluorescence en lumière UV

(G ×40).

 Interprétation :

Les résultats sont considérés comme positifs lors de la présence des promastigotes

fluorescentes au seuil 1/40, et négatifs lors de la présence de fluorescence

Figure 14 : Réalisation de l’IFI

Chapitre II : Partie expérimentale Matériel et méthodes

Diagnostic séro-immunologique :

mmunofluorescence indirecte :

Il consiste à mettre en présence un antigène figuré avec des dilutions successives de

fixation des anticorps spécifiques sur l’antigène figuré correspondant,

Ac révélé par l’adjonction d’anti-immunoglobuline marquée à

l’isothiocyanate de fluorosceine. (Maia et Campino, 2008).

avons fait sortir les lames en nombre nécessaire et nous les avons laissé

environ 15’ a température ambiante ; le temps de préparer les échantillons.

Réalisation des dilutions pour chaque sérum (1/20, 1/40, 1/80, 1/160) (fig 1

μl de chaque dilution des différents sérums sur les spots.

Incubation des lames en chambre humide dans l’étuve pendant 30’ à 37°C.

Rinçage par le PBS puis, passage deux fois dans un bain de PBS pendant 5’.

Séchage à 37°C pendant au mois 30’.

Remettre les lames dans la chambre humide ; l’ajout de 10μl de conjugu

immunoglobuline humain (IgH) contenant le Bleu d’Evans, sur chaque spot.

Incubation, lavage et séchage comme précédemment.

Dépôt de fluoprep et des lamelles sur les lames.

lames a été effectuée par microscope à épifluorescence en lumière UV

Les résultats sont considérés comme positifs lors de la présence des promastigotes

fluorescentes au seuil 1/40, et négatifs lors de la présence de fluorescence

Réalisation de l’IFI (Photo originale).
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Il consiste à mettre en présence un antigène figuré avec des dilutions successives de

fixation des anticorps spécifiques sur l’antigène figuré correspondant,

immunoglobuline marquée à

avons fait sortir les lames en nombre nécessaire et nous les avons laissé

; le temps de préparer les échantillons.

Réalisation des dilutions pour chaque sérum (1/20, 1/40, 1/80, 1/160) (fig 14).

dilution des différents sérums sur les spots.

Incubation des lames en chambre humide dans l’étuve pendant 30’ à 37°C.

Rinçage par le PBS puis, passage deux fois dans un bain de PBS pendant 5’.

; l’ajout de 10μl de conjugué anti-

immunoglobuline humain (IgH) contenant le Bleu d’Evans, sur chaque spot.

lames a été effectuée par microscope à épifluorescence en lumière UV

Les résultats sont considérés comme positifs lors de la présence des promastigotes

fluorescentes au seuil 1/40, et négatifs lors de la présence de fluorescence rouge.PDF C
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Chapitre II : Partie expérimentale

I.2.2.2 Western blot :
 Principe:

L’extrait protéique résolu par électrophorèse verticale sur gel de polyacrylamide en

présence de SDS (SDS-PAGE) est

électrophorèse transversale permettant d’avoir une réplique fidèle des protéines tran

férées. Les protéines transférées sont incubées avec les sérums et les couples Ag

sont révélés par l’adjonction d’ant

line. La révélation du ligand immunoenzymatique se fait par l’addition du substrat

spécifique de l’enzyme (Tulasne, 2009

 Mode opératoire :

 Distribuer 1200µl de tampon de dilution

 Placer une bandelette de nitrocellulose sensibilisée numérotée, face vers le haut,

dans chacun des puits.

 Distribuer les échantillons (25µl de sérum) et le contrôle positif (25µl). Agiter

doucement la cuve après chaque dépôt. Puis incubation 90’sur agitateur.

 Laver trois fois avec le tampon

 Distribuer 1200µl de conjugué anti

trois lavages.

 Distribuer 1200µl de substrat,

 Arrêter la réaction par deux

 Transférer les bandelettes sur un papier filtre. Laisser sécher à l’air 15

 Résultats et interprétations

Le résultat s’effectue par la

échantillon avec celui du contrôle positif.

de la présence des bandelettes 14KDa et/ou 16KDa sur la bande antigénique.

Figure 15:

NB : nous avons travaillé

tats plus précis nous avons

avons remarqué que l’intensité

des sérums.

Chapitre II : Partie expérimentale Matériel et méthodes

L’extrait protéique résolu par électrophorèse verticale sur gel de polyacrylamide en

PAGE) est transféré sur une membrane de nitrocellulose par

électrophorèse transversale permettant d’avoir une réplique fidèle des protéines tran

férées. Les protéines transférées sont incubées avec les sérums et les couples Ag

sont révélés par l’adjonction d’anti-immunoglobiline marquée à la phosphatase alc

line. La révélation du ligand immunoenzymatique se fait par l’addition du substrat

Tulasne, 2009).

tampon de dilution dans chacun des puits.

Placer une bandelette de nitrocellulose sensibilisée numérotée, face vers le haut,

puits. Agiter doucement la cuve pour immerger la bandelette.

Distribuer les échantillons (25µl de sérum) et le contrôle positif (25µl). Agiter

cuve après chaque dépôt. Puis incubation 90’sur agitateur.

avec le tampon de lavage dilué au 1/10.

Distribuer 1200µl de conjugué anti-IgG, incuber 60’sur agitateur, puis r

Distribuer 1200µl de substrat, incuber 20 à 60 mn sur agitateur.

la réaction par deux lavages à l’eau distillée.

Transférer les bandelettes sur un papier filtre. Laisser sécher à l’air 15

Résultats et interprétations :

s’effectue par la comparaison entre le profil de l’immunoblot de chaque

échantillon avec celui du contrôle positif. Le sérum est considéré comme positif lors

des bandelettes 14KDa et/ou 16KDa sur la bande antigénique.

Résultats du WB (Photo originale).

avec 25 μl de sérums selon le protocol mais pou

nous avons essayé d’utiliser 50 et 100 μl de chaque s

remarqué que l’intensité des bandes s’améliore avec l’augmentation de volume

Matériel et méthodes

27

L’extrait protéique résolu par électrophorèse verticale sur gel de polyacrylamide en

transféré sur une membrane de nitrocellulose par

électrophorèse transversale permettant d’avoir une réplique fidèle des protéines trans-

férées. Les protéines transférées sont incubées avec les sérums et les couples Ag- Ac

immunoglobiline marquée à la phosphatase alca-

line. La révélation du ligand immunoenzymatique se fait par l’addition du substrat

Placer une bandelette de nitrocellulose sensibilisée numérotée, face vers le haut,

giter doucement la cuve pour immerger la bandelette.

Distribuer les échantillons (25µl de sérum) et le contrôle positif (25µl). Agiter

cuve après chaque dépôt. Puis incubation 90’sur agitateur.

, puis refaire les

Transférer les bandelettes sur un papier filtre. Laisser sécher à l’air 15 mn.

profil de l’immunoblot de chaque

Le sérum est considéré comme positif lors

des bandelettes 14KDa et/ou 16KDa sur la bande antigénique.

rotocol mais pour des résul-

μl de chaque sérum et nous

s’améliore avec l’augmentation de volume
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I.2.3 Diagnostic moléculaire :

Le diagnostique s’effectue par plusieurs techniques qui se déroulent en trois princi-

pales étapes : l’extraction, l’hybridation et la révélation.

La PCR est la technique la plus utilisée .Elle consiste en l’amplification des séquences

de l’ADN en plusieurs copies a partir d’une quantité minime.

 L’extraction :

Afin de mettre au point notre PCR, nous avons utilisé deux types d’extraction,

l’extraction classique par «phénol/chloroforme/isoamyl alcool» et l’extraction par Kit

«Qiagen».Nous avons réalisé :

 48 extraits par la méthode phénol/chloroforme/isoamyl alcool.

 21 extraits par kit Qiagen.

NB : Avant d’entamer l’extraction classique recommandée avec la protéinase K (PK),

à défaut de cette dernière, nous l’avons remplacée par la pronase et nous avons prati-

qué 4 extractions phénol/chloroforme/isoamyl alcool pronase afin de préparer nos

témoins positifs.

 L’hybridation :

Les 48 hybridations ont été réalisées par l’amorce K13A/K13B ciblant l’ADN kinéto-

plastique des mini-cercles selon les deux protocoles Keer, 2006 et Lachaud, 2002.

 La révélation :

Nous avons révélé les amplicons sous une lumière UV, après une électrophorèse dans

un tampon sur un gel d'agarose à 2% incluant le bromure d’éthidium.

I.2.3.1 Extraction :

A) L’extraction classique de l’ADN (phénol/chloroforme/isoamyl alcool) :

 Principe :

L’extraction classique est basée sur la solubilité différentielle des acides nucléiques

entre deux phases non miscibles.

Cette réaction se passe en plusieurs étapes :

 Lyse cellulaire par la solution de lyse TNNT.

 Dégradation des membranes cellulaires par la protéinase K.

 Extraction de l’ADN par le phénol/chloroforme/isoamyl alcool.

 Précipitation a l’aide des sels (Acétate de sodium).

 Lavage par des alcools (Méthanol).

PDF C
rea

te!
 4 

Tria
l

www.nu
an

ce
.co

m

PDF Crea
te! 

4 T
rial

www.nu
anc

e.c
om



Chapitre II : Partie expérimentale Matériel et méthodes

29

 Resuspension de l’ADN dans un tampon TE ou dans l’eau des ampoules de prépa-

ration injectable stérile.

 Étapes pratiques :

 Allumer le bain marie à 56° le temps de préparer les échantillons.

 Prélever 1 volume d’échantillon (de sérosité ou à partir des milieux de culture)

dans des eppendorfs numérotés.

 Ajouter 2-3 volumes de solution de lyse TNNT (TNN+Tris).

Le volume de solution de lyse ajoutée dépend de la nature de l’échantillon lui même.

 Rajouter la PK (20 mg/ml) en raison de 2 μl pour 100 μl d’échantillon.

 Incuber au bain marie à 56° au moins 2 heures en agitant chaque 30 mn a l’aide

d’un agitateur pendant 30 secondes.

 Faire bouillir 10 mn au bain marie d’ébullition, pour désactiver la PK.

 Rajouter un volume de phénol/chloroforme/isoamyl alcool (1/25/24).

 Appliquer une agitation vigoureuse des eppendorfs ensuite centrifuger à 14000

trs/min durant 10 mn.

Enfin, trois phases visibles ont été obtenues : Une phase superficielle aqueuse conte-

nant l’ADN; une phase intermédiaire contenant les protéines ; et une troisième phase

contenant le phénol/chloroforme/isoamyl alcool et d’autres débris.

 Récupérer soigneusement la phase aqueuse à l’aide d’une pipette dans un nouvel

eppendorf.

 Pour une meilleur pureté ; répéter la dernière étape (l’ajout de phénol/ chloro-

forme/ isoamyl alcool, centrifugation, récupération de la phase aqueuse).

 Rajouter un volume de chloroforme froid (1V/1V) pour éliminer le phénol qui est

un puissant inhibiteur.

 centrifuger à 14 000 trs/mn 10 mn.

 Récupérer soigneusement la phase aqueuse dans un nouvel eppendorf sans toucher

le culot.

 Rajouter un volume d’acétate de sodium 3M qui alourdit l’ADN.

 Pour avoir une meilleure précipitation ; on laisse les eppendorfs une nuit a 4°C.

 Le lendemain, ajouter 2-3 volumes de l’éthanol absolu froid (-20°C), (l’ADN sous

forme d’une méduse est visible à l’œil nu).

 Centrifuger 14 000 trs/mn pendant 20 mn.

 Éliminer soigneusement le surnagent sans toucher le culot(ADN),

 Appliquer trois lavages par 500 μl d’éthanol a70% pour éliminer les sels; chaque

lavage est poursuit par une centrifugation a 14000 trs/mn pendent 5 mn.

 Laisser sécher les culots durant 12-24 h a température ambiante en recouvrant les

eppendorfs ouverts par le parafilm puis perçant un trou ; permettant ainsi

l’évaporation de l’éthanol.
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Chapitre II : Partie expérimentale

Le volume initial de l’échantillon prélevé conditionne tous les volumes des différents

composants et réactifs utilisées dans les différentes étapes de

 Resuspension de l’ADN

Après séchage ; l’ADN est resuspendu en ajoutant 100

a pH 8, ou l’eau des ampoules de préparation injectable stérile. La resuspension se fait

2 h à température ambiante ou 30

B) Extraction d’ADN par

 Principe :

L’isolement de l’ADN sur

entre les deux molécules par des centrifugations successives, cette méthode

d’extraction assure la puret

avec le kit permettant d’éliminer les protéines et d'autres contaminants.

 Étapes pratique

 Allumer le bain marie à 56°C

 Verser 200 μl de l’échantillon (sérosité)

 Rajouter 100 μl de tampon AL et 10 μl de prot

 Incuber à 56°C pendant 30

type d’échantillon traité).

 Rajouter 200 μl d’éthanol

rer le contenu sur une colonne Qiagen.

 Centrifuger la colonne 3

colonne sur une nouvelle poubelle.

 Faire un premier lavage par 500μl de tampon d

3 mn à 10 000 trs/mn,

 Faire un deuxième lavage avec le tampon de lavage

 Ajouter 300 μl d’eau distill

ton verticale durant 3

l’ADN fixé à la membrane

Figure 16 : Différents composant du Kit Qiagen (Photo originale)

Chapitre II : Partie expérimentale Matériel et méthodes

Le volume initial de l’échantillon prélevé conditionne tous les volumes des différents

composants et réactifs utilisées dans les différentes étapes de l’extraction.

Resuspension de l’ADN :

; l’ADN est resuspendu en ajoutant 100 μl de tampon TE (Tris/EDTA)

l’eau des ampoules de préparation injectable stérile. La resuspension se fait

température ambiante ou 30 mn à 37°C.

par kit Qiagen (protocole pour les tissus) :

L’isolement de l’ADN sur une membrane de nature silice-silica grâce à la charge

entre les deux molécules par des centrifugations successives, cette méthode

d’extraction assure la pureté de l’ADN par des solutions de lavage et des sels fournis

avec le kit permettant d’éliminer les protéines et d'autres contaminants.

pratiques :

le bain marie à 56°C.

échantillon (sérosité) dans un eppendorf.

100 μl de tampon AL et 10 μl de protéinase K et bien agité

à 56°C pendant 30 mn avec vortex (Le temps de lyse varie en fonc

type d’échantillon traité).

éthanol absolu (pour précipiter l’ADN), puis vortex

contenu sur une colonne Qiagen.

Centrifuger la colonne 3 mn à 10 000trs/mn, puis jeter la poubelle et remettre la

lonne sur une nouvelle poubelle.

un premier lavage par 500μl de tampon de lavage AW1 avec centrifugation

, puis remettre la colonne sur une nouvelle poubelle.

aire un deuxième lavage avec le tampon de lavage AW2 comme précédemment.

μl d’eau distillée stérile ou le tampon AE et laisser les

mn et après, centrifuger 3 mn à 10 000 trs/mn

membrane de silice.

Différents composant du Kit Qiagen (Photo originale)

Matériel et méthodes

30

Le volume initial de l’échantillon prélevé conditionne tous les volumes des différents

l’extraction.

μl de tampon TE (Tris/EDTA)

l’eau des ampoules de préparation injectable stérile. La resuspension se fait

silica grâce à la charge

entre les deux molécules par des centrifugations successives, cette méthode

l’ADN par des solutions de lavage et des sels fournis

avec le kit permettant d’éliminer les protéines et d'autres contaminants.

bien agité.

(Le temps de lyse varie en fonction du

puis vortexer et transfé-

, puis jeter la poubelle et remettre la

avec centrifugation

lonne sur une nouvelle poubelle.

comme précédemment.

s tubes en posi-

mn pour libérer

Différents composant du Kit Qiagen (Photo originale).
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 Conservation :

La conservation de l’ADN se fait dans le tampon TE (Tris 10mM pH8 /EDTA 10mM

pH8) après une simple agitation pour homogénéiser le mélange. Pour un usage a court

terme ; conserver les extraits a +4°C et a -20°C, pour un usage a long terme.

I.2.3.2 Polymérase chaine réaction « PCR » :

 Principe :

La PCR ou réaction d’amplification en chaîne par polymérase in vitro, permet

d’amplifier spécifiquement un fragment d’ADN de quelques centaines de paires de

bases. Cette réaction enzymatique se déroule en plusieurs cycles successifs pour don-

ner à la fin un grand nombre de copies d’ADN identiques à notre fragment d’intérêt

afin de pouvoir le caractériser. Pendent les 20 à 40 cycles de chaleur, la polymérase

utilise les nucléotides libres disponibles dans le milieu réactionnel pour copier la sé-

quence cible (Irwin et al., 2001).

 Étapes de réaction :

La PCR se déroule en trois principales étapes :

La dénaturation thermique de l’ADN cible par rupture des liaisons hydrogènes H

entre les bases nucléotidiques des deux brins complémentaires ;

La stabilisation et l’hybridation des amorces dans une température adéquate par une

complémentarité avec des régions bien précises dans les monobrins d’ADN cible.

La polymérisation et l’élongation grâce a la Taq polymérase, qui incorpore les nucléo-

tides pour élonger et synthétiser des doubles brins d’ADN a la fin de chaque cycle.

 Composants de la PCR :

La PCR exige 6 (six) composants primordiaux (Irwin et al., 2001) :

 ADN polymérase thermostable :

Elle est utilisée pour catalyser la réaction de polymérisation. La concentration de la

Taq polymérase est donnée en U/µl ce qui définit la quantité d’enzyme nécessaire

pour l’incorporation de 10 nmoles de dNTP à une température de 70°C pendant 30’.

 Les nucléotides dNTPs (désoxynucléotides triphosphates) :

Les quatre dNTPs(dATP, dTTP, dCTP et dGTP) sont utilisés avec une quantité équi-

molaire dans une solution pré-mélangée et prête a l’emploi.

 Paire d’amorces (Primers):

Ce sont des oligonucléotides synthétiques sens et anti-sens, complémentaires des deux

extrémités de la région à amplifier, pour amorcer la synthèse d’ADN.

PDF C
rea

te!
 4 

Tria
l

www.nu
an

ce
.co

m

PDF Crea
te! 

4 T
rial

www.nu
anc

e.c
om



Chapitre II : Partie expérimentale Matériel et méthodes

32

Une concentration élevée d’amorce favorise un amorçage aléatoire ce qui peut provo-

quer des amplifications non spécifiques.

 Cations divalents :

Les ions Mg++ stabilisent les nucléotides et facilitent l’hybridation des amorces sur la

matrice en se fixant sur les groupements phosphates chargés négativement de ces der-

niers diminuant ainsi la répulsion entre l’amorce et la matrice.

Le Mg++ est un cofacteur de la Taq pol, qui influence la reconnaissance des dNTPs et

de la matrice par cette enzyme.

 Tampon (Buffer) :

Il maintient un pH stable correspondant au pH optimal de la Taq pol, il stabilise les

hybrides, comme il fournit les sels nécessaires en concentration adéquates pour le

déroulement de la réaction.

 L’ADN :

Il représente la matrice à partir de laquelle l’amplification se fait. La concentration et

la qualité de cette dernière dépend de la nature des prélèvements et du type

d’extraction.

La concentration idéale d’ADN leishmanien à rajouter dans le mélange réactionnel

(MIX) afin d’obtenir une bonne amplification n’est pas mentionné dans la littérature

alors que la majorité des auteurs s’accordent pour un volume de 10µl d’ADN extrait.

 L’amplification :

L’amorce K13A/ K13B cible les gènes qui codent pour une région répétée (10 000

copies) des minicercles de l’ADN Kinétoplastique, la taille de cette séquence est de

120pb.

K13A : 5'-GTGGGGGAGGGGCGTTCT-3'

K13B : 5'-ATTTTACACCAACCCCCAGTT-3'

Tableau I : Caractéristiques de l’amorce K13A/ K13B.

Caractéristiques K13A K13B
Longueur 18 pb 21 pb
%GC 72% 43%
Tm 57 50
PM 5658 6285
DO de 1PicoMolaire 5157 4645
Taille de la cible 120pb

Le protocole PCR a été réalisé initialement comme décrit par Keer et al. en 2006,

malheureusement nous avons obtenu des résultats décevant lors de sa réalisation, pour
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cela nous l’avons remplacé par le protocole décrit par Lachaud et al. en 2002, même

avec ce protocole nous avons eu une série de résultats négatifs inexpliqués. Et pour

cela nous avons procédé à une optimisation qui a concerné la température

d’hybridation.

La temperature d’hybridation retenue pour notre amplification est de 57°C au lieu de

56 °C proposé par L. Lachaud et al. en 2002.

Nos PCR ont été réalisés suivant les conditions qui figurent dans le tableau ci-

dessous.

Tableau II : Les composants de MIX de l’amorce K13A/K13B Selon le protocole L.
Lachaud 2002.

Constituants Concentration
initiale

Concentration
finale*

Volume prélevé
pour 1 PCR

Tampon х10 10× 1µl 5μl
Mgcl2 3 mM 3mM 3μl
dNTP Μm 200 µM 200μM 1μl
Amorce S 1μM 1μM 2,5μl
Amorce R 1μm 1Μm 2,5μl
Taq poly U/µl 1,5U/µl 1,5U 0,3μl
H2O 25,7μl
ADN 10μl
Total 40μl
* : concentrations utilisées dans le protocole Lachaud 2002.

Tableau III : Conditions d’amplification cité par L. Lachaud 2002 avec une tempéra-
ture d’hybridation 57C°.

Protocoles Lachaud 2002

Dénaturation initiale 94°C (4 mn)
Dénaturation 94°C (30S)
Hybridation 57°C (30S)
Élongation 72°C (30 S)
Élongation finale 72°C (10 mn)
Nombre de cycles 40

Affin d’éviter les contaminations, nous avons utilisé des salles séparées et un matériel

spécifique pour chaque étape de la PCR (extraction, préparation du MIX et électro-

phorèse), avec une décontamination par exposition de consommable et de matériel

ainsi qu’une désinfection des surfaces avec l’eau de javel.

 La révélation :

Elle se fait par une électrophorèse sur gel d'agarose au bromure d’éthidium. Cette mé-

thode permet de contrôler la spécificité de l’amplification, et de vérifier que le produit

de l’amplification correspond bien à la taille attendue.
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 Principe de l’électrophorèse :

L'électrophorèse en gel d'agarose est une méthode utilisée en biologie moléculaire

pour séparer l'ADN, l'ARN ou des protéines en fonction de leur taille. Cette technique

est basée sur la séparation des acides nucléiques chargés négativement sous l'effet

d'un champ électrique. Cette séparation s'effectue à travers la matrice du gel d'aga-

rose, les molécules de petites tailles se déplacent plus rapidement et migreront plus

loin que les molécules de tailles supérieures.

 gel d’électrophorèse :

C’est un support de migration composé essentiellement de l’agarose qui est un po-

lymère à base d'agar purifié, dont la concentration dépend de la taille du fragment à

amplifier par proportionnalité inverse (plus le fragment est long, le gel est moins con-

densé). La concentration adéquate du gel pour l’amorce K13A/K13B est de 2%.

Le bromure d'éthidium est couramment utilisé comme marqueur d'acide nucléique

pour visualiser les amplicons sur le gel, lorsqu'il est exposé aux UV, il devient fluo-

rescent avec une couleur rouge-orangée (annexe 16).

 Tampons:

Le choix du tampon est en fonction de la taille du fragment à révéler. Dans notre tra-

vail nous avons utilisé le Tris/Acétate/EDTA (TAE), car il nous a donné des résultats

satisfaisants, il présente aussi l’avantage d’être réutilisable plusieurs fois. (Annexe

15)

 Préparation et dépôts des amplicons :

Dans les puits d’une plaque de microtitration, déposer un colorant le bleu de bromo-

phénol à raison de 3l par cupule.

Rajouter 7l de l’eau injectable dans chaque cupule. Mettre dans la dernière 14l,

cette cupule sera réservée au marqueur de taille.

Ensuite, rajouter 10µl des produits PCR tout en commençant par le témoin négatif

puis les échantillons et les témoins positifs. Enfin, rajouter 1l de marqueur de taille

moléculaire dans la cupule qui contient 3l de bleu de bromophénol additionné à 14l

d’eau injectable.

Déposer les échantillons dans le gel du coté de la cathode, la migration se faisant vers

l’anode.

 Migration :

La durée de la migration est proportionnelle à l’épaisseur du gel, à la quantité de tam-

pon dans la cuve et la taille de la séquence à révéler. La durée moyenne de migration

est d’environ 45 minutes pour l’amorce (K13A /K13B) 120pb à 70V. Quand le front
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Chapitre II : Partie expérimentale

de migration atteint l’extrémité du gel à environ 2

18).

Figure 17: Migration dses amplicons à tr
vers le gel d’agarose (Photo

 Lecture et analyse des résultats

Le gel est transféré sur la table UV, cette manipulation doit être faite avec soin car le

gel est très fragile et peut glisser très facilement de son support.

Le gel est éclairé sous ultraviolet afin d'observer les bandes d'ADN fluorescente

grâce à l’absorption des UV par le bromure d’éthidium intégré entre les bases nuclé

tides. La validation de la technique se

tif et le marqueur de taille

Figure 19 : Produits PCR sous lumière UV, après une électrophorèse sur gel d’agarose 2% ,17
puits avec le tampon TAE, Voltage 70V, MT de
d’éthidium (photo originale).

Chapitre II : Partie expérimentale Matériel et méthodes

de migration atteint l’extrémité du gel à environ 2 cm, la migration est arrêtée

es amplicons à tra-
(Photo originale).

Figure 18 : Dépôt des amplicons additio
nés au bleu de méthylène (Photo

nalyse des résultats :

Le gel est transféré sur la table UV, cette manipulation doit être faite avec soin car le

et peut glisser très facilement de son support.

Le gel est éclairé sous ultraviolet afin d'observer les bandes d'ADN fluorescente

grâce à l’absorption des UV par le bromure d’éthidium intégré entre les bases nuclé

tides. La validation de la technique se fait par rapport au témoin positif, témoin nég

(Fig. 19).

Produits PCR sous lumière UV, après une électrophorèse sur gel d’agarose 2% ,17
puits avec le tampon TAE, Voltage 70V, MT de 100 à 1000 pb et une coloration au bromure

).

Matériel et méthodes

35

la migration est arrêtée (Fig.

Dépôt des amplicons addition-
(Photo originale).

Le gel est transféré sur la table UV, cette manipulation doit être faite avec soin car le

Le gel est éclairé sous ultraviolet afin d'observer les bandes d'ADN fluorescentes

grâce à l’absorption des UV par le bromure d’éthidium intégré entre les bases nucléo-

fait par rapport au témoin positif, témoin néga-

Produits PCR sous lumière UV, après une électrophorèse sur gel d’agarose 2% ,17
00 à 1000 pb et une coloration au bromure
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Chapitre II : Partie expérimentale Résultats

I Résultats :
I.1 Caractéristiques de la population

Sur la totalité des 48 patients suspects, une fiche de renseignement a été bien établit

(annexe 9), le diagnostique biologique de la LC a été confirmé dans

voir figure 20.

Le diagnostic positif de la LC est retenu soit par l’ED, soit par culture, soit par une

PCR positive.

Parmi ces 48 patients, 42 étaient de sexe masculin et 6 de

moyen de 25,73 ans et des extrêmes allant de 2 ans à 53 ans (

Figure 20 : Prévalence de la LC dans la population étudiée

 Répartition des cas selon le sexe et l’âge :

Figure 21 : Répartition des cas selon le sexe.

0

10

20

30

40

50

Nombre de cas

: Partie expérimentale Résultats

Caractéristiques de la population :

Sur la totalité des 48 patients suspects, une fiche de renseignement a été bien établit

), le diagnostique biologique de la LC a été confirmé dans 36 cas soit 75%

Le diagnostic positif de la LC est retenu soit par l’ED, soit par culture, soit par une

Parmi ces 48 patients, 42 étaient de sexe masculin et 6 de sexe féminin avec un âge

moyen de 25,73 ans et des extrêmes allant de 2 ans à 53 ans (Fig. 21) .

Prévalence de la LC dans la population étudiée.

Répartition des cas selon le sexe et l’âge :

Répartition des cas selon le sexe.

75%

25%

Nombre de cas

Positif

Négatif

Hommes Femmes

42 (87,5%)

6 (12,5%)

Nombre de cas

Sexe

: Partie expérimentale Résultats

36

Sur la totalité des 48 patients suspects, une fiche de renseignement a été bien établit

36 cas soit 75%

Le diagnostic positif de la LC est retenu soit par l’ED, soit par culture, soit par une

sexe féminin avec un âge

Positif

Négatif
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Chapitre II : Partie expérimentale Résultats

Figure 22: Représentation des cas selon l’âge.

La tranche d’âge la plus touchée

Nous avons cherché a partir des renseignements fournie par nos patients, nous avons

constaté que la majorité ont fait un séjour dans la wilayat de BISKRA comme le

montre la figure ci-dessous.

Figure 23: Répartition des cas selon la région de séjour.
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: Partie expérimentale Résultats

Représentation des cas selon l’âge.

La tranche d’âge la plus touchée est située entre 19 et 29 ans soit 81,25%.

Nous avons cherché a partir des renseignements fournie par nos patients, nous avons

constaté que la majorité ont fait un séjour dans la wilayat de BISKRA comme le

dessous.

Répartition des cas selon la région de séjour.

0 – 18 19-29 30-40 >41

2

39

4 3

ÂgeNombre de cas

25

: Partie expérimentale Résultats
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est située entre 19 et 29 ans soit 81,25%.

Nous avons cherché a partir des renseignements fournie par nos patients, nous avons

constaté que la majorité ont fait un séjour dans la wilayat de BISKRA comme le

Région de séjour

Ans
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Chapitre II : Partie expérimentale Résultats

38

 Répartition des cas selon la localisation des lésions :

Tableau IV: Répartition des cas selon la localisation des lésions.

Localisation Nombre de cas Pourcentage(%)
Visage 04 8 ,33%
Membres supérieures 18 37 ,50%
Membres inférieures 20 41,67 %
Membres supérieures et
inférieures

03 6,25%

Dos 01 2 ,08%
Abdomen 01 2 ,08%
Membres supérieures et
Inférieures/ dos

01 2 ,08%

Total 48 100%

 Répartition des cas selon le délai d’apparition des lésions :

Tableau V: Répartition des cas selon le délai d’apparition des lésions avant la présen-
tation au laboratoire.

Délai d’apparition des lésions Nombre des cas
< 1 mois 04
[1 mois-2 mois [ 18
[2 mois-3 mois [ 07
[3 mois-4 mois [ 04
[4 mois-5 mois [ 04
[5 mois-18 mois [ 11
Total 48

La plupart des cas (29 cas) soit 37 ,5% avaient une incubation allant de un a trois

mois, en faveur d’une LCZ par contre chez 11 patients avaient une incubation au delà

de 5 mois correspond a la classique incubation d’une LCS, et enfin 8 patients ont pré-

sentaient une incubation située entre 3 à 5 mois
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Chapitre II : Partie expérimentale Résultats

I.2 Résultats globaux

I.2.1 Résultats des examens
I.2.1.1 Résultats de l’examen direct (ED)

L’examen direct à la recherche des corps de leishmanies est effectué systématiqu

ment chez tous nos patients, les résultats sont exprimés dans l’histogramme ci

(Fig.24).

Figure 24: Représentation des résultats de l’examen direct.

Sur les 48 frottis réalisés

chez 28 patients est négatif soit 58%.

Nous considérons un examen

lisé sous microscope après coloration au Giemsa (

Figure 25: Formes amastigotes

I.2.1.2 Résultats de la culture

La culture a été pratiquée régulièrement chez tous nos patients, nous avons utilisé

trois milieux de culture (RPMI, AU et VU). Les résultats sont exprimés dans la figure

ci-dessous (Fig.26).

0,00%

20,00%

40,00%

60,00%

Nombre de cas

: Partie expérimentale Résultats

Résultats globaux :

Résultats des examens parasitologiques :
Résultats de l’examen direct (ED) :

à la recherche des corps de leishmanies est effectué systématiqu

ment chez tous nos patients, les résultats sont exprimés dans l’histogramme ci

Représentation des résultats de l’examen direct.

Sur les 48 frottis réalisés l’ED était positif chez 20 patients soit 41,67% par contre

chez 28 patients est négatif soit 58%.

Nous considérons un examen direct positif une fois les formes amastigotes sont visu

lisé sous microscope après coloration au Giemsa (Fig. 25).

ormes amastigotes de Leishmania colorées au Giemsa (Gx100

Résultats de la culture :

La culture a été pratiquée régulièrement chez tous nos patients, nous avons utilisé

trois milieux de culture (RPMI, AU et VU). Les résultats sont exprimés dans la figure

Positif Négatif

41,67%

58,33%
Examen direct

: Partie expérimentale Résultats

39

à la recherche des corps de leishmanies est effectué systématique-

ment chez tous nos patients, les résultats sont exprimés dans l’histogramme ci-dessous

était positif chez 20 patients soit 41,67% par contre

direct positif une fois les formes amastigotes sont visua-

Gx100).

La culture a été pratiquée régulièrement chez tous nos patients, nous avons utilisé

trois milieux de culture (RPMI, AU et VU). Les résultats sont exprimés dans la figure
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Chapitre II : Partie expérimentale Résultats

Figure 26: résultats des cultures.

La culture nous a permis de confirmer le diagnostique chez 13 patients soit 27% des

cas, par contre elle a montrée un taux de négativité important

lades.

 Comparaison des résultats de

Tableau VI : Comparaison des résultats de l’ED et de la culture.

ED
Positif

Positif 10
Négatif 03
Total 13

L’ED a corrigé 10 cas initialement négatifs en culture, par contre cette dernière nous a

redressée 03 ED faussement négatifs.

Pour comparer ces deux techniques, nous avons utilisé le test statistique Khi deux

Le χ2 ( χ2=2,263< χ2
5%= 3,841) calculé a montré un taux de

entre ces deux techniques avec un risque d’erreur de 5% (p<0.05) et un degré de libe

té (ddl) = (2-1) (2-1)=1 , retenant ainsi l’hypothèse nulle H

positivité de l’ED et celui de la culture sont comparables

0,00%

20,00%

40,00%

60,00%

80,00%

Nombre de cas

: Partie expérimentale Résultats

résultats des cultures.

La culture nous a permis de confirmer le diagnostique chez 13 patients soit 27% des

cas, par contre elle a montrée un taux de négativité important de 73%, soit 35 m

Comparaison des résultats de l’ED et de la culture :

Comparaison des résultats de l’ED et de la culture.

Culture
Positif Négatif Total

10 20
25 28
35 48

cas initialement négatifs en culture, par contre cette dernière nous a

ED faussement négatifs.

Pour comparer ces deux techniques, nous avons utilisé le test statistique Khi deux

= 3,841) calculé a montré un taux de positivité comparable

entre ces deux techniques avec un risque d’erreur de 5% (p<0.05) et un degré de libe

, retenant ainsi l’hypothèse nulle H0 disant que

positivité de l’ED et celui de la culture sont comparables ».

Positif Négatif

27,08%

72,92%
Culture

: Partie expérimentale Résultats

40

La culture nous a permis de confirmer le diagnostique chez 13 patients soit 27% des

73%, soit 35 ma-

Total

cas initialement négatifs en culture, par contre cette dernière nous a

Pour comparer ces deux techniques, nous avons utilisé le test statistique Khi deux χ2.

positivité comparable

entre ces deux techniques avec un risque d’erreur de 5% (p<0.05) et un degré de liber-

disant que « le taux de
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Chapitre II : Partie expérimentale Résultats

I.2.2 Résultats des examens sérologiques
I.2.2.1 Résultats de l’IFI

L’IFI a été faite systématiquement chez tous nos patients, les résultats sont exprimés

dans la Fig. 27.

Figure 27 : représentation des

La sérologie IFI est revenue positive

1/40 versus 83% sérologies négatives soit 40 patients.

 Comparaison des résultats de L’IFI avec ceux de l’ED et la

Afin de vérifie l’apport d’IFI dans le diagnostic de la LC nous avons comparé

résultats avec ceux de l’ED et la culture voir

Tableau VII : Comparaison des résultats de l’IFI versus l’ED.

IFI
Positif

Positif 06
Négatif 14
Total 20

L’IFI a permet de corrigé 2 résultats négatifs en ED, mais elle est revenue faussement

négative 14 fois.

Tableau VIII : comparaison des

IFI
Positif

Positif 07
Négatif 06
Total 13

0,00%

20,00%

40,00%

60,00%

80,00%

100,00%

Nombre de cas

: Partie expérimentale Résultats

Résultats des examens sérologiques :
Résultats de l’IFI :

L’IFI a été faite systématiquement chez tous nos patients, les résultats sont exprimés

représentation des résultats d’IFI en termes de cas positifs et négatifs.

La sérologie IFI est revenue positive uniquement chez 8 patients soit 17%

versus 83% sérologies négatives soit 40 patients.

Comparaison des résultats de L’IFI avec ceux de l’ED et la

Afin de vérifie l’apport d’IFI dans le diagnostic de la LC nous avons comparé

résultats avec ceux de l’ED et la culture voir tableaux VII et VIII.

Comparaison des résultats de l’IFI versus l’ED.

ED
Positif Négatif Total

02 08
26 40
28 48

L’IFI a permet de corrigé 2 résultats négatifs en ED, mais elle est revenue faussement

comparaison des résultats de l’IFI versus la culture.

Culture
Positif Négatif Total

01 08
34 40
35 48

Positif Négatif

16,67%

83,33%

IFI

: Partie expérimentale Résultats

41

L’IFI a été faite systématiquement chez tous nos patients, les résultats sont exprimés

résultats d’IFI en termes de cas positifs et négatifs.

uniquement chez 8 patients soit 17% au seuil de

Comparaison des résultats de L’IFI avec ceux de l’ED et la culture :

Afin de vérifie l’apport d’IFI dans le diagnostic de la LC nous avons comparé ses

Total

L’IFI a permet de corrigé 2 résultats négatifs en ED, mais elle est revenue faussement

Total
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Chapitre II : Partie expérimentale Résultats

L’IFI a permet de redressé un seul résultat initialement négatif en culture, mais elle

est revenue négative dans 6 cas.

La comparaison des résultats de l’IFI avec ceux de l’ED et la culture a montré un

taux de positivité significativement inferieur a celui de l’ED avec un χ

risque de 5% et un ddl = 1,

la culture avec un χ2=1,524 inférieur

I.2.2.2 Résultats de Western Blot

Le WB a été fait régulièrement chez tous nos patients, les résultats sont exprimés dans

le Fig. 28.

Figure 28 : représentation des

Sur les 48 prélèvements analysés par le WB, 36 cas sont revenus positifs soit un taux

de positivité de 75%, ce qui montre la performance de cette technique dans le di

gnostique de la LC par apport au t

Un résultat est considéré comme positif lors de la présence des deux bandes 14 Kda

et /ou 16 Kda.

 Comparaison entre les résultats de WB versus de l’ED, la culture et l’IFI

Afin d’évaluer l’apport de WB dans le diagnostic de la LC nous avons comparé ces

résultats avec ceux de l’ED, la culture et l’IFI. Les résultats sont indiqués dans les

tableaux IX, X et XI.

0%
10%
20%
30%
40%
50%
60%
70%
80%

: Partie expérimentale Résultats

L’IFI a permet de redressé un seul résultat initialement négatif en culture, mais elle

est revenue négative dans 6 cas.

La comparaison des résultats de l’IFI avec ceux de l’ED et la culture a montré un

significativement inferieur a celui de l’ED avec un χ

risque de 5% et un ddl = 1, par contre ce taux de positivité était similaire entre l’IF

=1,524 inférieur a celui de la table.

Résultats de Western Blot :

Le WB a été fait régulièrement chez tous nos patients, les résultats sont exprimés dans

représentation des résultats du WB en termes de cas positifs et négatifs.

Sur les 48 prélèvements analysés par le WB, 36 cas sont revenus positifs soit un taux

de positivité de 75%, ce qui montre la performance de cette technique dans le di

gnostique de la LC par apport au techniques citées auparavant.

Un résultat est considéré comme positif lors de la présence des deux bandes 14 Kda

Comparaison entre les résultats de WB versus de l’ED, la culture et l’IFI

Afin d’évaluer l’apport de WB dans le diagnostic de la LC nous avons comparé ces

résultats avec ceux de l’ED, la culture et l’IFI. Les résultats sont indiqués dans les

Positif Négatif

75%

25%

WB

: Partie expérimentale Résultats
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L’IFI a permet de redressé un seul résultat initialement négatif en culture, mais elle

La comparaison des résultats de l’IFI avec ceux de l’ED et la culture a montré un

significativement inferieur a celui de l’ED avec un χ2=7,261, au

similaire entre l’IFI et

Le WB a été fait régulièrement chez tous nos patients, les résultats sont exprimés dans

résultats du WB en termes de cas positifs et négatifs.

Sur les 48 prélèvements analysés par le WB, 36 cas sont revenus positifs soit un taux

de positivité de 75%, ce qui montre la performance de cette technique dans le dia-

Un résultat est considéré comme positif lors de la présence des deux bandes 14 Kda

Comparaison entre les résultats de WB versus de l’ED, la culture et l’IFI :

Afin d’évaluer l’apport de WB dans le diagnostic de la LC nous avons comparé ces

résultats avec ceux de l’ED, la culture et l’IFI. Les résultats sont indiqués dans les
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Chapitre II : Partie expérimentale Résultats

43

Tableau IX: Comparaison des résultats de WB et de l’ED.

ED

WB
Positif Négatif Total

Positif 16 20 36
Négatif 04 08 12
Total 20 28 48

Le WB a rectifié 20 résultats négatifs en ED, par contre il s’est révélé faussement né-

gatif 4 fois par apport à l’ED.

Tableau X : Comparaison des résultats de WB et de la culture.

Culture

WB
Positif Négatif Total

Positif 11 25 36
Négatif 02 10 12
Total 13 35 48

Le WB a corrigé 25 résultats négatifs en culture, mais il est a été corrigé par la cul-

ture pour deux résultats négatifs.

Tableau XI : Comparaison des résultats de WB et de l’IFI.

IFI

WB
Positif Négatif Total

Positif 06 30 36
Négatif 02 10 12
Total 08 40 48

Le WB a corrigé 30 résultats négatifs en IFI, cependant il est 2 fois faussement néga-

tif selon l’IFI.

Le taux de positivité de WB a été significativement supérieur à celui des trois tech-

niques  avec un χ2 égale à 10,971, 22,051 et 32,895 avec l’ED, la culture et

l’IFI respectivement.
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Chapitre II : Partie expérimentale Résultats

I.2.3 Résultats moléculaires :

Chez les 48 patients, des PCR ont été

kénitoplastique K13A/K13B.

Une PCR est considérée positive s’il y a apparition d’une bande de 120 pb, après une

électrophorèse à 70 V sur gel d'agarose 2%.

I.2.3.1 Résultats de la PCR

Sur les 48 PCR, seulement 9 sont revenue négatives versus 39 PCR positives. Cela

montre clairement la supériorité de cette technique (81,25%) par apport aux tec

niques utilisées auparavant (

Figure 29 : Résultats de la PCR.

 Comparaison entre les deux techniques d’extraction

Afin de vérifie l’influence de types d’extraction sur les résultats de nos PCR, 21 PCR

effectuées par deux techniques d’extraction (la méthode classique, extraction kit)

été comparé. Les résultats sont indiqués dans les tableaux ci

Tableau XII : Comparaison entre les deux techniques d’extraction

PCRC

Positif
Positif 13
Négatif 02
Total 15

PCRK : PCR à partir d’extraction Kit.

PCRC : PCR à partir d’extraction classique.

D’après ce tableau nous constatons que les deux types d’extractions ont permis de

redresser deux diagnostics.

Le χ2 calculé entre les résultats des deux types d’extractions est de 0,252

ainsi une reproductibilité similai

0,00%

20,00%

40,00%

60,00%

80,00%

100,00%

: Partie expérimentale Résultats

Résultats moléculaires :

Chez les 48 patients, des PCR ont été réalisées à partir des sérosités

kénitoplastique K13A/K13B.

Une PCR est considérée positive s’il y a apparition d’une bande de 120 pb, après une

électrophorèse à 70 V sur gel d'agarose 2%.

Résultats de la PCR :

Sur les 48 PCR, seulement 9 sont revenue négatives versus 39 PCR positives. Cela

upériorité de cette technique (81,25%) par apport aux tec

niques utilisées auparavant (Fig. 29).

Résultats de la PCR.

Comparaison entre les deux techniques d’extraction classique et par kit:

Afin de vérifie l’influence de types d’extraction sur les résultats de nos PCR, 21 PCR

par deux techniques d’extraction (la méthode classique, extraction kit)

Les résultats sont indiqués dans les tableaux ci-dessous.

Comparaison entre les deux techniques d’extraction kit

PCRK

Positif Négatif Total
02 15
04 06
06 21

: PCR à partir d’extraction Kit.

d’extraction classique.

D’après ce tableau nous constatons que les deux types d’extractions ont permis de

redresser deux diagnostics.

calculé entre les résultats des deux types d’extractions est de 0,252

ainsi une reproductibilité similaire se référent à la table de χ2.

Positif Négatif

81,25%

18,75%

PCR

: Partie expérimentale Résultats
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réalisées à partir des sérosités avec l’amorce

Une PCR est considérée positive s’il y a apparition d’une bande de 120 pb, après une

Sur les 48 PCR, seulement 9 sont revenue négatives versus 39 PCR positives. Cela

upériorité de cette technique (81,25%) par apport aux tech-

classique et par kit:

Afin de vérifie l’influence de types d’extraction sur les résultats de nos PCR, 21 PCR

par deux techniques d’extraction (la méthode classique, extraction kit) ont

kit et classique.

Total

D’après ce tableau nous constatons que les deux types d’extractions ont permis de

calculé entre les résultats des deux types d’extractions est de 0,252 ; montrant
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 Comparaison des résultats de la PCR avec chaque technique :

La PCR a positivé 23 résultats négatifs en ED, et ce dernier à redressé 04 résultats

(Tableau XIII).

Tableau XIII : Comparaison des résultats de la PCR et de l’ED.

ED

PCR
Positif Négatif Total

Positif 16 23 39
Négatif 04 05 09
Total 20 28 48

La PCR a positivé 27 résultats négatifs en culture et elle est revenue une seule fois

négative (Tableau XIV).

Tableau XIV : Comparaison des résultats de la PCR et de la culture.

Culture

PCR
Positif Négatif Total

Positif 12 27 39
Négatif 01 08 09
Total 13 35 48

La PCR a corrigée 32 résultats initialement négatifs en IFI et elle est redressée une

seule fois par l’IFI pour un résultat négatif (Tableau XV).

Tableau XV : Comparaison des résultats de la PCR et de l’IFI.

IFI

PCR
Positif Négatif Total

Positif 07 32 39
Négatif 01 08 09
Total 08 40 48

La PCR a rectifié 10 résultats négatifs en WB, par contre elle a donné 07 résultats

faussement négatifs (Tableau XVI).

Tableau XVI : Comparaison des résultats de WB et de PCR.

WB

PCR
Positif Négatif Total

Positif 29 10 39
Négatif 07 02 09
Total 36 12 48
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 Comparaison de taux de positivité de la PCR et l’ensemble des quatre

autres techniques :

Le calcule de χ2 a montré une différence significative entre le taux de positivité de la

PCR et celui de l’ED, la culture et l’IFI avec un χ2 de 15, 875 ; 28,364 et 40,059 res-

pectivement, en faveur de la PCR.

Le χ2 comparant la PCR et le WB était de 0,549, inferieur à celui tabelé, retenant ain-

si l’H0 disant qu’il n’existe aucune différence significative entre le rendement de ces

deux techniques.

Le calcul de ces paramètres passe par la connaissance des définitions suivantes :

VP : vrais positif : représente le nombre de patients positifs avec la technique en

question et avec au moins une autre technique.

FP : faux positif : représente le nombre de patients positifs seulement avec la tech-

nique en question, les autres techniques étant négatives.

FN : faux négatif : représente le nombre de patients négatifs avec la technique en

question et avec au moins une autre technique positive.

VN : vrais négatif: représente le nombre de patients négatifs avec la technique en

question et avec toutes les autres techniques.

Pour connaître réellement le rendement de ces techniques, nous avons calculé la sen-

sibilité et la spécificité pour chacune d’elles et que nous rapportons dans le Ta-

bleau XVII.

Tableau XVII : Sensibilité et Spécificité des cinq techniques.

Technique Sensibilité(%) Spécificité(%)

ED 42,55 100

Culture 27,56 100
IFI 17,02 100
WB 89 67
PCR 82 41,67

Sensibilité=

Spécificité=
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Discussion :

La leishmaniose cutanée constitue un problème majeur de santé publique dans plu-

sieurs pays dont l’Algérie.

Le diagnostic classique repose sur les techniques directes, les progrès actuels propo-

sent la détection d’ADN par des techniques moléculaires ainsi que par la détection

des anticorps circulants (Dedet 1999 ; Marty, 2007).

Dans notre étude, la quasi-totalité de l’échantillon était de sexe masculin, en raison de

la catégorie socioprofessionnelle à laquelle appartenaient nos patients, ce qui explique

le sex-ratio de 7. Ces résultats sont proches de ceux apportés par Er-Rami et al.

2012 a l’hôpital militaire Moulay Ismaïl de Meknès au Maroc où ils notent un sex-

ratio de 11 (45 hommes/ 4 femmes).

Également, les patients appartiennent presque a la même tranche d’âge, avec un âge

moyen de 26 ans, a l’exception de cinq patients : deux enfants et trois sujets Âgés.

Sur les 48 patients, 43 étaient des militaires de profession, la nature de cette profes-

sion se traduit par des déplacements au niveau foyers endémiques, stage de perfor-

mance (Biskra), des missions de ratissage et des embuscades nocturnes se qui les

exposes aux piqures de phlébotomes, en plus ces militaire des contingentes ont un

statu immunitaire naïf vis-à-vis de l’infection leishmanienne.

Les patients suspectés cliniquement de la LC, généralement sont orientés vers un

diagnostique biologique environ deux mois après la piqure, particulièrement dans la

durée allant de Décembre à Avril.

Cette observation est pareille à celle publiée dans l’étude réalisée par Zait, Hamrioui

en 2009, dans laquelle ils certifient le caractère saisonnier estivo-automnal de la LC

en Algérie.

Cette période vient deux mois après la fin de la saison estivale où le phlébotome de-

vient actif et dynamique, favorisé par la présence de réservoirs qui incube l’agent pa-

thogène, ainsi le cycle se complète d’après Izri et Belazzoug (2007).

Concernant la répartition des lésions nous avons constaté que les membres inférieures

sont les plus touchés avec 41,67 % ce qui rejoint les résultats apportés par Er-Rami

et al. 2012 au Maroc, contre les données apportées par Zait 2009, qui montre

l’atteinte faciale de 52,5% à l’interface des localisations les plus touchés.

Dans ce travail l’examen direct a confirmé la présence de corps de leishmanies dans

41,67% (20/48) des cas. Ces résultats sont proches de ce qui est cité dans la littérature

où le taux de positivité de cet examen direct n’est que de l’ordre de 48,25% (69/143)

selon Mihoubi et al. (2006) à Constantine, de l’ordre de 38,13% (114/299) selon Néf-

fati et al. (2009) en Tunisie.
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L’examen direct est rapide et facile à réaliser, mais il est fréquemment moins sensible

ne permettant pas de déceler le parasite de manière efficace. Cette faible sensibilité est

liée aux conditions de déroulement de ce test, la compétence de l’examinateur (Mi-

houbi et al., 2006 ; Zougaghi et al., 2009). Rajouter à cela, les surinfections et

l’ancienneté des lésions et le traitement reçu qui risque de diminuer la charge parasi-

taire (Chargui et al., 2005 ; Troncarelli et al., 2009 ; Kone et al., 2011).

La sensibilité de l’ED trouvé dans ce travail était de 42,55%.Cette sensibilité est

faible en la comparant avec celles notée en Tunisie par Chargui et al., 2005 pour la

LC et Kaouech et al. 2008 pour la leishmaniose viscérale (LV) où elles étaient de

80,8% et 97% respectivement, mais elle est proche de celle citée en France par Costa

et al., 1996 où elle était de 51%, pour la LV.

Sa spécificité était de 100% concordante aux données de la littérature, telle que celle

trouvée par Troncarelli et al., 2009.

La mise en culture des sérosités cutanées sur les différents milieux préparés à permis

d’augmenter les chances d’isoler le parasite.

Dans notre étude la culture est donnée positive dans 27% des prélèvements. Cette

positivité est relativement similaire à celle citée par Chargui et al.,2005 où elle été de

20,50% (88/430), mais elle est différente de celle rapportée par Rodrigues(2002) au

Brésil où elle était de 46.5% (40/86) pour la LC un résultat qui éventuellement pour-

rait revenir à la situation géographique du pays.

Elle nous a permis de corriger le diagnostic chez trois malades présentant un examen

direct négatif. Toute fois elle compte dix résultats faux négatifs.

Les faux négatifs de cette technique peuvent être expliqués par le risque important de

contamination, la viabilité des parasites après isolement, l’exigence des souches,

l’évolution des lésions, les caractéristiques des milieux de culture utilisés qui répon-

dent ou pas aux exigences des différentes espèces (Anders, 2003 ; Zait et Hamrioui;

2009 ; Ottoa et al., 2011).

Ce qui nous à mener à tester deux milieu de culture (vitellus-urine et albumine-urine)

de recette propre au laboratoire. Ces deux milieux ne sont pas des milieux de réfé-

rence, mais ils ont donné des bons résultats avec un risque de contamination faible par

rapport à le RPMI.

La sensibilité de la culture été de 27,56% ,comparable aux résultats de Chargui et

al., 2005 qui a trouvé une sensibilité de 29% pour la LC, mais relativement inférieure

à celle apportée par Belhadj et al., 2002 et Kaouech et al.,2008 dans la LV en Tuni-

sie, qui ont été de 59,18 % a partir de la moelle osseuse et de 57,14 % a partir du

sang pour le premier , de 69,8% pour le deuxième. Toute fois il faut noter qu’il paraît

que la leishmaniose viscérale répond bien à la culture et donne souvent de bonnes

positivités.
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Sa spécificité est de 100%, identique à celle de Shahbazi et al., 2008 (in Marty,

2008), elle est de 50.9% pour Pourmohammadi et al., 2010 .

Les résultats fournis par chacune de ces deux techniques directes (ED et culture) res-

tent insuffisants. À partir de ces constatations, les deux examens doivent êtres com-

plémentaires, vu les cas positifs dans l’ED et négatifs en la culture et inversement.

Selon Murray (2005), la combinaison de l’ED avec la culture, augmente la sensibilité

du diagnostic à plus de 85%.

La culture exige un temps relativement long pour rendre le résultat (une culture n’est

déclarée négative qu’après un mois), ce qui prolonge et étende le traitement et la prise

en charge des malades (Anders, 2003 ; Kazemi-Rad et al., 2007; Carré et al.,

2010).

Pour surmonté certaines complications de ces testes classiques, et surtout pour faire

un diagnostique plus rapide, nous avons consolidé le diagnostic par des techniques

sérologiques telles que l’immunofluorescence indirecte (IFI) et le Western Blot (WB).

Ces dernières révèlent les anticorps spécifiques synthétisés par l’organisme après une

stimulation du system immunitaire par les agents pathogènes.

L’IFI est considérée comme le « Gold Standard » de diagnostique sérologique (Maia

et Compino, 2008), c’est une méthode qualitative et quantitative la plus couramment

utilisée dans le sérodiagnostic de la leishmaniose viscérale à titre d’exemple.

L’apport de l’IFI dans le diagnostic de la LC reste controversé, selon Bailey et

Lockwood., 2007, Kone et al, 2011, son rôle est limité où elle est majoritairement

négative et peu rentable, par contre Mosleh (1995) et Marty 2007 et De Assiseta et

al., (2008), considèrent qu’afin de surmonter certaines limites des techniques clas-

siques, le diagnostic de la LC est consolidée par cette technique.

Ils attribuent une sensibilité variable allant de 42% selon Marty et al., 2007, jus-

qu’au 82-95% selon De Assiseta et al. (2008) passant par 81% selon Mosleh (1995).

Ces sensibilités sont nettement supérieures à celle trouvé dans notre étude (17,02%),

par contre notre sensibilité est similaire à l’étude réalisée par Kone et al., 2011, 17%,

et de l’étude réalisée par Dondji et al., 2001 18,39% au Cameroun pour une raison

qu’on n’a pas pu cerner.

En ce qui concerne la spécificité qui est de 100% dans notre étude, elle est proche

des données de la littérature, 99%, 95% et 100% dans les études respectives de Marty

et al,. 2007, Mosleh, 1995 et Camargo et al., 2010.

Cependant, cette technique a permis de corriger trois résultats initialement négatifs

avec les techniques classiques (deux en ED et un en culture), et elle a montré un ren-

dement comparable a celui de la culture avec un χ2=1,524 inférieur a celui de la table.

PDF C
rea

te!
 4 

Tria
l

www.nu
an

ce
.co

m

PDF Crea
te! 

4 T
rial

www.nu
anc

e.c
om



Chapitre II : Partie expérimentale Discussion

50

La comparaison des résultats de cette technique avec celle de l’ED a révélé une diffé-

rence significative en faveur de l’ED avec un χ2=7,261.

Le faible rendement de cette technique est peut être due au titre élevé de réactions

croisées (Rodrigues et al. 2002 ; Marty et al., 2007), ce qui engendre selon Wil-

son,1995 des difficultés d’interprétation des résultats (Wilson,1995 in Anders, 2003).

Selon Zougaghi et al., 2009 et Ben Ghazi, 2010, l’état de compétence immunitaire

des patients (corticothérapie, immunodépression) et le stade précoce de la maladie

influence le taux d’anticorps sécrétés. En plus de ces inconvénients, la nature

d’antigènes utilisés, la réalisation pratique de la technique, influencent considérable-

ment la sensibilité de cette technique (Marty et al., 2007 ; Maia et Campino, 2008).

L’IFI est de plus en plus supplantée par les techniques sérologiques automatisées telle

que l’ELISA et le WB dont la spécificité et la sensibilité sont beaucoup plus élevées

(Marty et al, 2007).

Le WB est une technique de sérodiagnostique qui met en évidence de la réponse hu-

morale qualitative du sujet en analysant la spécificité d’anticorps sériques retrouvés

(Ben Ghazi, 2010), en effet il a montré une sensibilité de 89 %, la plus élevée de

toutes les techniques appliquées dans ce travail. Les auteurs le considèrent comme

technique de référence en matière de sensibilité qui est de 90,9% pour Ferroglio et

al., 2007 et de 100% pour Bachi, 2001 et Marty et al. 2007.

Les anticorps spécifiques anti-Leishmania reconnaissent des fractions antigéniques de

14 et/ou 16 Kda. Nos patients avaient tous des bandes 14 KDa et/ou 16 KDa, la pré-

sence de ces fractions antigéniques de petite taille prouve la sensibilité et la spécificité

de ce test (Riera et al., 2004 ; Kallel et al., 2007 ).

Le WB nous a permis de corriger 20, 25 et 30 faux négatifs avec l’ED, la culture et

l’IFI respectivement, ainsi il a dominé significativement toutes les autres techniques

avec des  χ2 respectifs de 10,971, 22,051 et 32,895 avec l’ED, la culture et l’IFI.

Desjeux et al. ,2001 apporte un taux de positivité de WB égale a 68,38% (173/

253) chez des patients co-infectés par Leishmania/VIH, sachant que dans notre étude

le statut immunitaire de nos patients été inconnu.

La spécificité de 67% retrouvée dans notre série ne s’accorde pas avec celle de

l’étude réalisée par Marty et al., 2007 et celle réalisée par Ferroglio et al., 2007 qui

ont été respectivement de 99% et de 100%.

Cette faible spécificité s’est expliquée selon Riera et al., 2004 et Biglino et al. 2010,

par sa grande capacité de détection des titres très bas d’AC ce qui engendre parfois

une interprétation difficile d’un résultat positif qui ne représente pas nécessairement

une infection active et peut juste indiquer une ancienne exposition (Ac résiduels) dû à

un contact antérieur avec les leishmanies notamment dans les régions endémiques.
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Il faut noter la présence d’une différence au nivaux des profils immunologiques pré-

sentés par les différents patients où selon Maia et Compino, 2008, à ce jour, il n’y a

pas un accord sur les bandes typiques de référence qui permettent la distinction des

leishmanioses évolutives que ce soit cutanée ou viscérale.

Le diagnostic de la LC est enrichi ces dernières années par les techniques Polymerase

Chain Reaction (PCR), qui permettent la détection des quantités minimes d’ADN pa-

rasitaire dans différents prélèvements.

La PCR est une méthode très onéreuse et très complexe mais extrêmement sensible

(Boni, 1999 ; Solano-Gallego et al., 2001 ; Riera et al., 2004).

La plasticité génomique des parasites, en général et celle des kinétoplastidea en parti-

culier, laisse le champ libre à la recherche des cibles génétiques ainsi qu’aux tech-

niques de leur mise en évidence.

La PCR classique reste empirique, car elle dépend de plusieurs facteurs et chaque

facteur est en relation directe ou indirecte avec un autre pour une étape donnée (Bes-

siéres et al., 2005). La mise au point d’une PCR doit respecter essentiellement deux

étapes ; l’extraction de l’ADN qui doit être la plus rentable exempte de contamina-

tions, et l’amplification en utilisant les cibles les plus sensibles et les plus spécifiques.

Reithinger et al., 2000 et Maia et al., 2008 apportent que l'efficacité de la technique

dépendra de différents facteurs tels que le choix des amorces, le nombre de copies de

la cible, la méthode d'extraction d'ADN conditionne la quantité et la qualité de

l’ADN, le protocole PCR, et la nature du matériel biologique.

Toutes nos PCR ont été réalisées à partir des prélèvements dermiques (grattage cuta-

nés des lésions sur des eppendorfs contenants de l’eau physiologique 9‰).

En ce qui concerne l’extraction, la méthode la plus choisie est l’extraction classique

Phénol/chloroforme /isoamylalcool qui reste la plus utilisée (Van Eys et al., 1992 ;

Lachaud et al., 2001 ; Neffati et al., 2009), et pour cela nous avons utilisé cette mé-

thode d’extraction sur les 48 patients, dont 21 ont été traité par le kit Qiagen.

Nous avons trouvé que les résultats sont comparables entre les deux méthodes, à

l’exception de quatre cas, où les PCR des deux méthodes n’étaient pas en

concordance.

Cette extraction, en matière de diagnostic de la leishmaniose, a fait l’objet d’une étude

comparative d’abord par l’équipe de Reithinger et al., 2000 qui ont montré

l’influence du protocole d'extraction d'ADN et les amorces utilisées sur la sensibilité

de la PCR, ensuite par Lachaud et al., 2001 qui ont comparé six méthodes diffé-

rentes d’extractions d’ADN.

Les deux auteurs s’accordent pour dire que la méthode d’extraction classique donne

de bons résultats avec parfois des sensibilités identiques à celle du kit d’extraction,
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par contre Hagardson et al., 2006 ont comparé quatre techniques et ont conclu pour

les bons résultats du Kit Qiagen par apport aux autres techniques d’extraction.

L’extraction classique est réalisée généralement par la protéinase K qui assure la dé-

gradation des protéines, dans ce travail nous avons lancé quelques extractions avec la

pronase, sans aucune conséquence sur les résultats de nos PCR.

Reithinger et al. en 2000 ; Bensoussan et al., 2006 et Néffati et al., 2009 ont ainsi

prouvé l’influence des amorces sur la sensibilité de la PCR.

Bensoussan a comparé la sensibilité et la spécificité de la PCR en utilisant trois

amorces ciblant trois régions différentes dans le génome Leishmania (K13A/K13B,

SLME et ITS1), il a montré que la sensibilité la plus élevée 98,7% (77/78) est obtenue

avec l’amorce K13A/K13B ciblant ADNk, suivi par l’amorce ITS1 ciblant l’ARNr et

SLME ciblant les mini-exons qui ont été de 91,0 % (71/78) et de 53,8% (42/78) res-

pectivement.

Selon Bensoussan et al., 2006, la Sensibilité est en corrélation avec le nombre de

copies de la région amplifiée. La PCR K13A/K13B est considérée comme la méthode

la plus sensible pour le diagnostic de la leishmaniose en raison des 10.000 copies con-

servées des mini-cercles entre toutes les espèces de Leishmania (Anders, 2003).

Dans notre étude, nous avons utilisé la paire d’amorce K13A/K13B ; K13A (5'-GAG

GGG GGG GTG CGT TCT-3 ') et K13B (5'-ATT TTC CAC CAA CCC CCA GTT-

3'), ciblant l’ADN kinétoplastique (ADNk), cette amorce a été introduite par Rodgers

et al. en 1990 (Anders, 2003).

Cette amorce, et bien qu’elle répond aux critères de choix pour être utilisable, elle

présente deux inconvénients majeurs:

Elle est très sensible, 10 000 copies elle présente donc un grand risque de faux posi-

tifs (risque de contamination très élevé).

Elle est responsable de la formation de bandes aspécifiques et cela est dû à plusieurs

facteurs en particulier à l’amorçage au hasard.

La PCR a montré une positivité de 81,25% (39/48) dans notre série, dominant ainsi

toutes les autres techniques utilisées. Cette positivité est relativement comparable à

celle apportée par Kone et al., 2011 au Mali où il a trouvé une positivité de 85,7% (12

/ 14) mais ne concorde pas avec celle apportée par Néffati et al., 2009 où elle était de

98,93(186/188) en Tunisie.

Dans notre étude la sensibilité de la PCR était de 82 %. Cette sensibilité ne s’accorde

pas avec celle apportée par l’équipe de Bensoussan et al., 2006 où ils ont trouvé une

sensibilité de 98,7% mais elle est relativement comparable avec celle apportée par

Wang et al., 2011 qu' a été de 87.30%.
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Pourmohammadi et al., 2010, apportent une sensibilité de 93.61% dans la LC , avec

la paire d’amorce LINR4/ LIN17 ayant la même cible, les mini-cercles de l’ADNk,

et Shahbazi et al., 2008 trouvent 98,8%.

La PCR a confirmé le faible rendement des techniques classique (ED, culture et IFI),

et elle a corrigé un nombre considérable de cas révélés négatifs au moins avec l’une

des trois techniques, elle a positivé 23 cas en ED, 27 en culture, 32 en IFI et 10 en

WB.

Les cas rectifiés peuvent être expliquées par plusieurs facteurs à savoir la faible

charge parasitaire qui réduit les niveaux d’anticorps anti-Leishmania, l’ancienneté des

lésions, les surinfections, le traitement reçus et les techniques de prélèvement (Néffati

et al., 2009 ; Wang et al. 2011).

La positivité de la PCR est 81,25%, supérieure à celles obtenus par les différents

autres techniques, où elles étaient 75% en WB (comparable à la positivité générale),

16,67% en IFI et dans l’ED, la culture est égale 41,67%, 27% respectivement.

La spécificité trouvée pour cette amorce est de 41, 67%, la plus faible comparative-

ment à celle des autres techniques. Elle est identique à celle rapportée par Rodgers et

al., 1990 et qui est de 66,3% avec une sensibilité de 55%.Paiva-Cavalcanti et al.,

2010 rapportent une sensibilité et une spécificité de 100% et de 83,33% respective-

ment.

Cette différence en termes de positivité, sensibilité et spécificité peut être expliquée

d’une part, par la taille de l’échantillon étudié, d’une autre part et selon Maia et al.,

2008 par la méthode d'extraction d'ADN, le matériel biologique et le protocole de

PCR utilisé par chaque laboratoire.

Lachaud, 2002b a trouvé une sensibilité de 81% supérieure à l’IFI (15± 5 %) mais

avec des spécificités identiques.

Manna et al., 2004 dans le sud de l'Italie, a obtenu 85,3% de résultats positifs par IFI

et 93,7% par la PCR utilisant cette paire d’amorces K13A et K13B sur le sang péri-

phérique des chiens infectés.

Papadopoulou et al., 2005 dans une enquête menée en Grèce utilisant la PCR ont

décrit une prédominance des symptomatiques avec 12,6 % des cas contre 0,5% de

sujets asymptomatiques. Dedet et al. ,1999 avaient déjà signalé la fréquence des

personnes infectées asymptomatiques par rapport aux cas cliniquement patents (partie

émergée de l’iceberg). Dans notre cas la PCR à révélé plusieurs cas positifs déclarés

négatifs par les autres techniques, ceci est probablement en relation avec le fait que

certains patients seraient asymptomatiques. Cette hypothèse devrait être vérifiée au

près des patients dans le cadre d’une enquête, chose pas faite par nos soins.

Marty et al., 2009 ont noté que ce portage asymptomatique détecté par le WB varie

de 10 à 38 % selon les localités. Au Sud de la France la recherche faite sur des échan-
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Chapitre II : Partie expérimentale Discussion

54

tillons de sang d’un centre de transfusion a montré que 13 % présentaient des anti-

corps anti-leishmanies et que 3 % contenaient de l’ADN parasitaire (Dedet et al,

2009).

La sensibilité flagrante du WB et de la PCR, apportée dans notre étude, prouve et dé-

montre le grand apport de ces deux dernières dans le diagnostic de la LC. En effet le

WB constitue un marqueur épidémiologique pour identifier tous les individus expo-

sés ; la PCR kinétoplastique, grâce à sa sensibilité élevée, constitue également un outil

plus performant dans les enquêtes épidémiologiques car elle ramène la preuve de la

présence du parasite dans l’hôte (Biglino et al, 2010).
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Conclusion
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Conclusion

La leishmaniose cutanée constitue un problème de santé publique dans l’Ancien tout

comme dans le Nouveau monde. Elle est largement rependue avec l’apparition de

nouveaux foyers. En Algérie ; la LC est connue depuis longtemps sous ces deux

formes classiques LCZ et LCN et récemment une troisième la LCU. Le diagnostic

précoce est primordial pour une meilleure prise en charge et nécessite une détection

précoce de l’infection, raison pour laquelle nous avons travaillé sur le développement

d’un protocole qui combine différentes techniques afin d’avoir un outil de diagnostic

performant.

Le manque de standardisation nous a mené a comparer Cinq techniques de diagnostic

directes et indirectes afin de chercher les techniques les plus fiables dans le diagnos-

tique de la LC.

Dans cette étude, nous avons utilisé l’examen direct et la culture, étant les techniques

classiques et d’autres techniques performantes telles que les techniques sérologiques

(IFI, WB) et moléculaires, qui sont sensibles et permettent, de plus, une détection

rapide la présence de l’agent pathogène.

D’après les comparaisons entre ces différentes techniques l’IFI été la moins rentable

de toutes les techniques de diagnostic. Par contre le WB à montré un rendement inté-

ressant. Et enfin nous avons constaté que la PCR à dominé toutes les autres tech-

niques avec sa sensibilité élevée.

Ces constatations nous mènent à dire qu’il serait judicieux d’abandonner l’IFI au bé-

néfice de la WB et probablement d’autres techniques sérologiques à titre d’exemple

l’ELISA. L’idéal en effet est de combiner les techniques classiques ED et culture avec

en parallèle WB et ou une autre technique sérologique fiable suivies par une PCR.

Cette combinaison nous offre un outil de diagnostic sûr et optimisé et particulièrement

rapide pour une décision de traitement précoce souvent nécessaire pour l’efficacité

thérapeutique. Pour cela nous avons proposé le diagramme suivant :

Devant une lésion suspecte d’une leishmaniose cutanée, on commence toujours par un

examen direct (ED), et si ce dernier se révèle négatif on devra le complété par une

culture, en même temps on fait appelle aux techniques sérologiques à savoir

l’immunofluorescence indirecte (IFI) qui avec sa faible sensibilité et si elle nous

donne un résultat positif, on devré le confirmé par une Polymerase Chain Reaction

(PCR) pour plus de certitude.

En cas d’une PCR négatif, on exclut le diagnostic en considérant le cas comme un

vrai négatif (VN).

Si l’IFI est négative le rôle de Western blot (WB) devient indispensable. En cas d’un

WB négatif, on peut exclure le diagnostic tout en considérant le cas comme un vrai
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négatif (VN), mais s’il est

même une PCR.

Ce diagramme résume l’importance de techniques sérologiques et moléculaires dans

le diagnostic de la leishmaniose cutanée.

Figure 30 : Diagramme récapitulatif

est positif, il est nécessaire de refaire un ED, une culture et

ramme résume l’importance de techniques sérologiques et moléculaires dans

le diagnostic de la leishmaniose cutanée.

iagramme récapitulatif pour le diagnostic de la leishmaniose cutanée.

positif, il est nécessaire de refaire un ED, une culture et

ramme résume l’importance de techniques sérologiques et moléculaires dans

pour le diagnostic de la leishmaniose cutanée.
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Annexes

Annexe 1 : Réactifs nécessaire pour la PCR.

Réactifs de l’extraction Réactifs de
l’amplification

Réactifs de
l’électrophorès

Tween 20,
Nonidet (NP 40),
NaOH10N,
Tris 1M,
Protéinase k (20mg/ml),
Pronase (20mg/ml),
Phénol/chloroforme /isoamylalcool,
Chloroforme,
Isopropanol,
Éthanol absolu,
Acétate de sodium 3M,
Eau distillée stérile et filtrée,
Eau physiologique 9%0,

PBS pH 7, 4,
QIAamp DNA Blood Mini kit (KIT
Qiagen),
EDTA 10 Mm.

Amorces K13A/K13B,
dNTP,
Taq polymérase, Tampon
10x,
MgCl2.

TAE,
Agarose,
Bleu de bromophénol,
Bromure d’éthidium,
Marqueur de taille.

Annexe 2 : Consommable et appareillage.

Consommable Appareillage

Gants propres,
Eppendorf (0,2μl et 1,5μl),
Portoir Eppendorf pour tube 10 ml,
Tube gélosé,
Tube EDTA,
Parafilm,
Tube conique 50ml,
Pipettes,
Micropipettes,
Papiers aluminium,
Des lames,
Des lamelles,
Vaccinostyle,
Aiguilles,
Cuve,
Embouts.

Microscope optique,
Hôte,
Ultracentrifugeuse,
Centrifugeuse,
pH-mètre,
Bain-marie,
Balance de précision,
Etuve,
Thermocycleur,
Cuve de migration,
Support de coulage,
Peigne,
Microonde,
Agitateurs,
Appareil photo.
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Annexe 3 : Code d’espèce.

La technique isoenzymatique caractérise chaque isola de leishmanie par un code in-

ternational O.M.S. unique qui lui est propre. Par exemple, le code O.M.S. de la

souche de référence de Leishmania infantum LEM75 est MHOM/FR/78/LEM75. Ce

code se compose de 4 informations à savoir, le type d’hôte sur lequel a été isolé le

parasite (MHOM = Homme), le pays d’origine (FR =France), l’année d’isolement

(78) et enfin le nom donné à l’isolat (LEM75) (M. Hide, 2004).

Annexe 4: Photos de distinctes lésions de la LC (Photos originales).
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Annexe 5: Représentation schématique de caryotype moléculaire de quarte espèces
de Leishmania.

Représentation schématique de caryotype moléculaire de quarte espèces de Leishmania.
L.infantum (LEM1317), L.major (LEM1958), L.tropica (LEM1909) et L.aethiopica
(LEM1660). Chaque rectangle présente une bande chromosomique, avec a l’intérieure, le
numéro des chromosomes correspondants. Lorsque deux chromosomes homologues d’une
même souche se différent dans la taille, ils sont indiqués par” a“ et “b”. Le marqueur de taille
moléculaire à gauche correspond aux chromosomes de S.cerevisiae et H.wingei (P.Wincker
et al, 1996).
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Annexe 6: Taxonomie des leishmanies d’après l’analyse du gène cytochrome b.

Taxonomie des leishmanies d’après l’analyse du gène cytochrome b (Yutaka Asato et al,
2009).Les parenthèses et les lignes pointillées représentent les complexes de Leishmania comme
décrits par Lainson et Shaw (1987). Les flèches représentent les phylums formés et basés sur
l’analyse du gène Cyt b. les phylums étiquetés par les chiffres arabes sont des leishmanies patho-
gènes pour l’homme.PDF C
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Annexe 5: Résumé du genome de L.major (Ivens et al, 2005).
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Annexe 6: Mécanismes d’échappements de Leishmania. (cité par C. Bogdan et M.
Röllinghoff,1998).
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Annexe 7: Fiche de renseignements.
Hôpital Central de l’armée Service de parasitologie mycologie médical

Fiche de renseignement pour le diagnostic de la

Leishmaniose Cutanée

Fiche N° :
Nom :……………………..Prénom :…………………..Sexe :………….. Profession :….....

Tel :…………………Unité :…………….Hôpital :…………………..Service :……………

Origine géographique précise :………………………….Groupage sanguin :………….....

Notion de séjour en zone d’endémie de leishmaniose ou autre zone :…………………….

Médecin traitant :……………………………..Date de prélèvement :…………………......

Date de début de la maladie :………………………………..Évolution :…………………..

Antécédents :-personnels :…………………………………………………………………...

:-Familiaux :……………………………………………………………………

Renseignements clinique :

Notion de piqure de moustique :…………………………………………………

Nombre de lésion :…………Localisation…….………..(préciser l’endroit exacte)

Visage : Membre inferieur : Membre supérieur : Cou et nuque :

Autre localisation :……………………………………………………………………

Nature de lésion :……………………………………………………………………..

Crouteuse Ulcérée

Sèche Inflammatoire

Nodulaire Squameuse

Lipoïde Furonculoide

Autre pathologie…………………………………………………………………...

Autre symptômes même inhabituels ……………………………………………….

Autre signes :……………..............................................................................................

Traitement :……………….Posologie :……………………..Date :……………..

La recherche des leishmanioses a-t-elle déjà été faire :-Oui: Non :

Ou :…………………………………………Résultat :………………………………

Résultat : de l’examen au laboratoire :……………………………………………...
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Préparation des réactifs :

Annexe 8: preparation de Giemsa.

 1g de Giemsas Azur-Eosin-Methylen bleu

 54 ml Glycérol

 84ml méthanol

La préparation :

Dans un mortier, on dissoudre 1g de Giemsa Azur-Eosin-Methylen bleu par 54ml

Glycérol (l’ajout de la quantité peu à peu avec écrasement des petites graines) et fu-

sionner par 84ml méthanol (additionner en deux fois) ,agiter bien par un agitateur

pour fondre la poudre ensuite filtrer la solution 3fois par filtre triplé à chaque fois

puis incubé dans l’étuve environ 15jours .

Annexe 9: Préparation de l’Éthanol 70° .

Pour préparer l’éthanol 70°, et selon la table de mouillage de l’alcool, ajouter 40,85ml

d’eau distillée à 100ml d’éthanol 96%, ou 47,75ml d’eau distillée à 100ml d’éthanol

100%.

Préparation des tampons :

Annexe 10: PBS 7,2

Dissoudre un flacon du PBS base dans un litre (1L) d’eau distillée .La conservation se

fait dans un frigo.

Annexe 11: Tampon de lyse TNNT

TNNT =TNN (NaOH + Tween20 + Nonidet NP) + 10μl Tris1M

10μl de NaOH (10mM)

50μl de Tween20

50μl de Nonidet NP.

Préparation :

On mélange dans un bécher le Na OH, le Tween20 et le Nonidet NP et on complète

jusqu’a 100ml, par 989ml d’eau distillée puis on ajoute 10μl de Tris 1M pH 7,2.

Annexe 12: Tampon TE (Tris/EDTA) , ajuster le pH à 8 par le NaOH 100%

[Tris (hydroxyméthyl) aminométhane] 1 mol/l (121 g).

EDTA (sel disodique de l’acide éthylène diamine tétra acétique) 1 mol /l (292 g).
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Annexe 13: TAE(Tris/Acétate/EDTA).

Pour préparé 100 ml de TAE :

24,2g de Tris base 2M

5,71ml Acide acétique

10ml EDTA 0,5M

84,29 ml d’eau distillée pour complété la quantité à 100ml.

Annexe 14: Préparation de gel de migration.

20ml de TAE

980ml eau distillée

TAE : 20ml de TAE complété jusqu’à 1000ml par l’eau distillée.

2% Agarose (2g) 100ml Tampon TAE dilué

4g 200ml Tampon TAE dilué

Préparation de gel :

Fonder complètement la quantité d’agarose (4g) dans le tampon TAE (200ml) par une

micro-onde pendant 2’ environ (le gel devient translucide). Rajouter 10μl de BET

puis laisser la solution à refroidir en quelque minute.

Annexe 15: Bromure d’éthidium

C’est un composé organique aromatique possédant un ammonium quaternaire, c’est

un produit dangereux qui doit être manipulé avec précautions. Les résidus doivent être

éliminés comme un déchet dangereux. Le bromure d'éthidium ayant la faculté de se

lier à l'ADN, possède un effet mutagène important et pourrait être également cancéri-

gène et tératogène par ses effets d'intercalation. Il est couramment utilisé comme mar-

queur d'acide nucléique dans les laboratoires

de biologie moléculaire. Lorsqu'il est exposé à des rayonnements ultraviolets, il de-

vient fluorescent avec une couleur rouge-orangée 20 fois plus intense lorsqu'il est lié à

l'ADN.

BET

V1=? C1=10μg/ml

V2=200ml C2=0,5μg/ml

0,5 *10/10 =10μl de BET (0,5mg/ml) pour 200ml d’Agarose.

Annexe 16: Préparation du moule pour couler le gel :

Après avoir obturé les deux extrémités du moule avec un scotch, placer le moule sur

une surface bien horizontale et disposer dans les encoches prévues à cet effet les

peignes nécessaire à la réalisation des puits dans le gel, Il faut qu’ils soient au mini-

mum à 1 mm du fond et à environ 1 cm de l’extrémité du support.
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Annexe 17: Coulage du gel :

Verser lentement le gel dans le moule sans dépasser le niveau supérieur des dents du

peigne.

Laisser refroidir à température ambiante 30 mn environ avant d’enlever délicatement

les peignes. Les puits sont alors prêts pour recevoir les dépôts d’ADN et le scotch

fermant la cuve peut-être enlevé.

Annexe 18: Mise en place du gel dans la cuve

Découper le gel selon le nombre de puits qui est en fonction du nombre

d’échantillons. Les puits sont placés du côté de la cathode et la cuve est remplie de

tampon TBE jusqu’au niveau supérieur du gel.

Le reste du gel non utilisé, peut être conservé à +4°C plusieurs jours en prenant le

soin de l’emballer dans un film plastique rapidement, avant qu'il ne perde trop d'eau

par évaporation.

Annexe 19: Caractéristiques de la PK et la pronase.

La pronase et la protéinase K sont des enzymes protéolytiques spécifiques de

l’hydrolyse de liaisons peptidiques entre acides aminés particuliers, elles ont utilisé

dans l’extraction d’ADN (www.roche-applied-science.com/support).

Caractéristiques Protéinase K Pronase
Tm optimal 25 à 65°C 40 à 60° C
Temps minimum 2h 2h
Ph 7.5 7,5
Conservation (-15 à -25°C) pendant une

année
(-15 à -25°C) pendant une
année

Stabilité de la forme lyo-
philisée

(+2 à +8°C) (+2 à +8°C)

Solubilité 20mg/ml 10 à 20mg/ml
Dénaturation >65°C 80°C
Poids moléculaire 28930 Da 20 000 à 60 000 DaPDF C
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Annexe 20: Préparation des différents milieux de culture.

Milieu albumen-
urine (AU)

Milieu vitellus-
urine (VU)

Milieu RPMI
(avec L-glu)

Milieu RPMI
(sans L-glu)

Blanc d’œuf re-
cueilli aseptique-

ment +
40% d’urine

Agitation ma-
nuelle simple

Addition de
l’antibiotique

Distribution dans
des tubes pyrex

stériles à raison de
5m/tube

Solidification au
bain marie en po-

sition inclinée.

Blanc d’œuf re-
cueilli aseptique-

ment +
40% d’urine

Agitation manuelle
simple

Addition de
l’antibiotique

Distribution dans
des tubes pyrex

stériles à raison de
5m/tube

Solidification au
bain marie en posi-

tion inclinée.

1,64g de RPMI
poudre a L-glu

Fonte dans 90ml
d’H2ODS

Addition de 10%
(10ml) de SVF

Ajout de 4-5gouttes
d’ATB (pénicil-

line-streptomycine)

Agitation par agita-
teur magnétique

pdt 30'

Distribution dans
des tubes pyrex a

vis stériles a raison
de 5-6ml

Flacon de RPMI
poudre sans L-glu

Fonte dans 800ml
d’H2ODS

Addition d’un fla-
con de SVF puis un

flacon de L-glu

Ajout d’1ml
d’ATB (pénicil-
line- streptomy-

cine)

agitation a l’aide
d’un agitateur ma-
gnétique pdt 30'

Distribution dans
des tubes pyrex a

vis stériles a raison
de 5-6ml

La conservation se fait a +4°C pendant un mois.

Annexe 21: Les composants de MIX de l’amorce K13a/K13b selon le Protocol S.
kerr 2006.
Constituants Concentration

initiale
Concentration

finale*
Volume prélevé
pour 1 PCR

Tampon х10 10× 1μl 5μl
Mgcl2 2,5Mm 1,5mM 3μl
dNTP Μm 10mM 200μM 1μl
Amorce S 20mM 0,4μM 1μl
Amorce R 20Mm 0,4μM 1μl
Taq poly U/µl 5U 1,5U 0,3μl
H2O 28,7μl
ADN 10μl 10μl
Total 50μl

* : concentrations utilisées dans le protocole S.Kerr 2006.
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Annexe 22: Conditions d’amplification selon le protocole S.Keer 2006.

Protcoles Keer 2006
Dénaturation initiale 94°C 5 mn
Dénaturation 94°C 60 sec
Hybridation 65°C 60 sec
Extension ou Elongation 72°C 90 sec

Elongation finale 72°C 7 mn
Nombre de cycles 30

Annexe 23: Photos d’appareillages (Photos originales)

Microscope à UV Ultracentrifugeuse

Générateur Thermocycleur

Agitateur magnétique Centrifugeuse
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