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Résumé:

La leishmaniose cutanée constitue un probleme de santé publique dans e monde de
méme en Algérie, ou elle occupe la premiere place dans les maladies parasitaires re-
présentant ainsi 35 % des maladies a 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 a 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 mi tace deta tech-
nique d amplification par PCR en utilisant une amorce qui cible i ycles de
I’ADN kinétoplastique (K13A/K13B) et d autre part de rotgr Nappe: wtech-
nigues sérologiques, Immunofluorescence indirecte (IF, (W.2) dans
le diagnostic de la LC, en comparant les résultats obtenus p "UES mol écu-

laires et sérologiques a ceux trouvés par les techriQuies clasgtues.agavoir I’ examen
direct et la culture.
Cette étude a concerné quarante huit (48) %ﬁfs recendiau nj service de

parasitologie mycologie médicale de I’ hopital trale (a'1"ar

m?t? A'Qpntré

raison des résultats moléculaires et <

s sérologiques (89%),
néanmoins il engendre une difficulte Raxiin s i&r un diagnostic de LC,
comparée ala PCR (K13A/ Yot une&nshilité de 82%, avec un ré-
sultat davantage sOr et prési

bilités restent |
les techni

L eishmaniose cutanée, diagnostique, PCR, mini cercles, ADNK.



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 natification.

Direct examination and culture are classical and reference diagnosis tests, but often
they are not enough. Therefore, there is a need to use other techniqu
logical and molecular .So our work aimed firstly to install the gene
techniques (PCR) using a primer targeting mini circles of Kinetg
K13A/K13B) and secondly to assess the contribution of serol ogIC

tional techniques namely the direct examination and culture.

This study concerned forty eight (48) patients co ffomah parastology and
mycology department of the military central hospit [
lecular and serological results showed adisc
to be the most sensitive (89%), but it cr
of CL, compared to PCR (K13A / ch'sbowed

more certainty. The IFl has show ing*in-this
tivity of 17%. Direct examinatiof@n \ j A i Ow sensutlvmes, are ref-
erence techniques, but they, i ological and molecular

| O i

techniques

This work enables us to%n d. £ and effective diagnosis of CL, to
proceed by a direct exaghinatiorsand simultaneously with a serological ex-
aminatio d/Hr anotksg technique which would replace the IFI, fol-

This proweg /Svin addition to the precision, to save time in
{Q eany ther

Cutanedus leishmaniasis, diagnosis, PCR, mini circles, KDNA.
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Liste des abréviations

ADN : Acide désoxyribonucleique
ADNTr : ADN ribosomal

ADNEk : ADN kinétoplastique
ARN : Acide Ribo-Nucleique
AL: AzoteLiquide

ARNg: ARN guides

ARNTr: ARN ribosomal

ARNsn: Small Nuclear RNAs
ATB : Antibiotique

AU : Albumen-Urine

BET : Bromure d'Ethidium

Cyt b : Cytochromeb

ddl : degre deliberté

dNT P: Deoxynucleoside triphosphate

ED: Examen Directe
EDTA: Ethylene Diaminetetra acetic Acid

GIPL : Glycoinisitol-Phospholipid &
Gp63 : Glycoprotéine 63 KDa
Ho: Hypothése nulle

H,Ops: Eau distillé stérile

I FI . Immuno-Fuorescence |
IgH : Immunoglobutine
| TS1: Internal Transcrib

LV : Leishmaniose Viscérale

M@ : Macrophage

MLEE : Multi Locus Enzym Electrophoresis

Mon : Montpellier

NNN: Nicolle-Mac Nea-Novy

NADH: Nicotinamide Adenine Dinucleotide Hydrate
ORF: Open Reading Frame

PBS: Phosphate Buffer saline

PCR : Polymerase Chain Reaction



PEG: Polyéthylene Glycol

PFGE: Pulsed Field Gel Electrophoresis

PTP: Proténes Tyrosine Phosphatases

RFL P: Restriction Fragments Length Polymorphisms
rK39: recombinant Kinésine

PK: protéinase K

RNAP |1: ARN polymérase I

RPMI:Rosewald Park Memoria Institut

SVF: Sérum de Veeu Feetal

TAE: TrisAcé&ate/EDTA

TE : TrisEDTA

Tm : Medting Température (température d’ hybridation)
TNN: NaOH/Tween20/Nonidet NP

TNNT: NaOH/Tween20/Nonidet NP/Tris

U/ul : Unité par microlitre

VU: Vitellus-Urine

&\%&

WB: Western Blot
xG: Grossissement. @
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Introduction :

La leishmaniose est une anthropozoonose cosmopolite qui touche I’homme et
I’animal dans différentes régions du globe. Cette parasitose causée par un protozoaire
flagellé du genre Leishmania, et transmise al’homme, par un insecte vecteur hémato-
phage (le phlébotome ou mouche des sables femelle) ; se développe au sein des cel-
lules du systeme des phagocytes mononuclées. Les réservoirs de parasite sont genéra-
lement des rongeurs sauvages, le chien, et I"'homme. Elle présente d rmes cli-
niques et un polymorphisme tres varié (Dedet ,2001). S

La leishmaniose est largement rependue dans le monde,
phique trés large. Elle est présente sur quatre continents
parmi les plus faiblement développés (Rapp, 2001; Dedet,2

Les formes cutanées de la leishmaniose sont | lus gdu
50-75 % de tous les nouveaux cas(OMS, 2002 i

En Algérie; la leishmaniose cutanée (LC) nnue¢2puis lo
de clou de Biskra ou Hab-es-sana (bout
gent et Gueidon, 1923 in Barchich
graphique large avec apparition d

'

en 1860 (Ser-
e extension géo-

Lediagnostic delaLC repo
par différentes techniqu

Les techniques
vraient présenter

e serologiques et moléculaires de-
> nostic de la LC, dans le cas de por-
e% surtout pour pallier au probléme de ré-
Ssidle au diagnostique afin de pouvoir lancer une

sigues’ ' ED et la culture.

En effet I’analyse sérologique a été effectuée via deux techniques, IFI et WB puis
nous avons procédé al’ amplification génique par Polymerase Chain Reaction (PCR) a
partir des sérosités, ensuite comparé ces résultats avec d’'une part les résultats de
I’examen direct et d' autre part ceux de la culture.






Chapitrel : synthese bibliographique

I Définition :

La leishmaniose cutanée (LC) est une parasitose a transmission vectorielle, transmise
par la femelle de phlébotome du genre Phlébotomus ou Lutzomyia et due a un proto-
zoaire intracellulaire du genre Leishmania (Rapp et Roué, 2001 ; Fourati, 2011).

[l Historique:

Les formes des | el shmanioses cutanées sont une des premieres parasito
I’ observation des lésions qui remonte a la plus haute Antiquité
I’ Ancien que dans le Nouveau Monde. S

Au X®™ siécle, le médecin arabe Al Boukhari, décrivi ectiorg

giques, qui présentent des |ei shmanioses tégumentaires 1999\at AZiconne fait
le lien entre ces affections cutanées et la piqlre de moustique (Egieinz,2009).
Guilhou, en 1833 décrits pour la premiere fois des lel shmaioses tégumentaires
ou " bouton d orient”(Estevez, 2009).

La découverte des parasites a I’ intérieur XOphag % au

faite en 1882 par Mac-Naught et en nriggham (@ et al., 2006).
\ ' mg\ fonna un protozoaire

At taxonomique (M azelet,
tification de certains orga-

5 R Ross établi le lien avec la maladie et
foncyani™ (Dedet, 1999).

-

mmeret aix autres mammiféres et ouvrent la voie aux recherches épidémiolo-
uel(Mazelet, 2004).

En 1921, les fréres Sergent et leurs collaborateurs établissent le role 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 espéces responsablesdes LC a
été établie grace al’ analyse isoenzymatique (Estevez, 2009).



Chapitrel : synthese bibliographique

11 Epidémiologie:

Compte tenu de la diversité des vecteurs, ains que de la variabilité de son agent pa
thogéne, la leishmaniose cutanée a une écologie et une épidémiologie complexe.
[11.1 L’agent pathogene:

C’est un protozoaire flagellé affectant de nombreuses espéces de mammiféres domes-
tiques et sauvages (Marty, 2007).

La classification des leishmanies était basee sur la comparase@ de
seques tels que les données cliniques et épidémiologiques, |

phique ; les caractéristiques biologiques et morphologie, | %
dans le vecteur, le pouvoir pathogene expérimental, | ter

criteres immunologiques (Hide, 2004).

.11 Taxonomie: y
Les leishmanies appartiennent a |I'ordre des Kinetoplast/aeasde | des Trypa-

nosomatidae et depuis 1903, au genre Let Ce gare aéédivisé
en 2 sous-genres définis par le sit Sent d chez le vecteur
(Bachi, 2001) (Fig. 1).

trois formes distinctes ont dues a trois
, laL. mfuntum pour laLCN, et en enfin la

' ochimie ont remplacé les facteurs phénotypiques ex-
inseques non modifiés par des facteurs environnemen-

teres dont |’ électrophorese iso-enzymatique (ou MLEE « Multilocus Enzyme Electro-
phoresis »), qui est la méthode de référence du typage de souches et qui permis de
définir des zymodémes, qui constituent I’ensemble des souches présentant le méme
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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Sous-rigne Protozos
Phyylum Sarcomastigophora
Snus-phylum Mastigophora
Classe Zoomastigophorea
Ordre Kinetoplastida
Snus-ordre Trvpanosomatina
Famille T'rvpanosomatidae
| (N
] I | I | | |
Genre Crithidia Leptomonas Herpetomonas Blastocrithidha Lﬁ.\hmunitﬂﬂﬂrﬂféﬂﬁﬂf/mvgﬂ' Sdotryparim
Snm,.!gnrg Leishmania

Flania
Complese [ domovaml L froplea L major L aethi x@ @;‘mﬂmu
] | iﬁ |
L archibaldi L. killicki L maj = %? L, brazillensiz| L gupanensis
[ chagasi L. tropica Lot | L peruvigna | L. panamensis
L, domovani o'm
L infantn X Classement non defininl |
X i : L. lainsoni [
m;mr: pour | “homnse )
L. arabica Noyveay Monde L arisridest |
L. gerbili L enriaiti
L deamet
<\ I hertigi |
<\ N

reh: §Agong niede@@ﬁma(om.s 1990).
22 Morphologie:

Les1eisnmanies sont des parasites unicellulaires dimorphiques qui présentent princi-
palement deux stades morphologiques au cours de leur développement : le stade pro-
mastigote, et |e stade amastigote.

[11.1.2.1Laforme promastigote (L eptomonas):

Il est un organisme alongé fusiforme et trés mobile, mesurant environ 10 a 25um de
longueur sur 4 a5 um. Le noyau est approximativement central, le Kinétoplaste est
situé en position antérieure. Le flagelle libre de 10 a 15 pum inséré sur le kinétoplaste
par le blépharoblaste (Fig. 2). C'est le stade que présente le parasite dans le tube di-
gestif du phlébotome et en culture (Dedet, 2001; M eghamla, 2007; Estevez, 2009).
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[11.1.2.2Laforme amastigote :

Il est un petit corpuscule ovalaire ou arrondi, immobile et aflagellée (Fourati, 2011),
d environ 4 um de long et de 2 um de large, présentant un noyau, un kinétoplaste, et
un appareil flagellaire rudimentaire (Hassam, 1991).

Cest le stade du parasite, intracellulaire, a I’intérieur des cellules du systéme des
phagocytes mononuclées des mammiféres, au sein de vacuoles dites parasitophores
(Dedet, 2001). Ces formes peuvent se trouvées libres aprés éclatement.des cellules
hotes (Fig. 3).

ﬂ‘ -~ |
-~ f \
x_f\'\. (f

N )/

- LE /

re 'Q;form \@tes intramacro-

mania en culture in vitro (Holzmull J:, lesde Leis la SOUS microsco-
idue xJ éthanol et colorées
uller

Hide, 2004).
G n@ 2! in Hide, 2004).
[1.1.3 Génome:

Le projet de séq JELRE @rﬁnanla Genome Network est né en

avril 1994 a Rio Jard ‘€||) de sequencage a commence avec la
' L/BNFriedlin (LmjF) qui a éé définit comme la

2 Beishmania ( De Toledo et al., 2010).

Figure 2: formes promastigotes de

DIT

0.5 Mb sdlon la souche (Hide, 2004), et il est de 32.8 Mb pour la
a’de référence LmjF (lvens et al., 2005) découpé en 36 chromosomes (annexe

Certains génomes d’ autres espéces de Leishmania ne sont repartis que sur 34 ou 35
chromosomes a cause des différents remaniements chromosomiques (36 chromo-
somes pour les espéces de I’ Ancien Monde appartenant aux complexes L. donovani et
L. major, et 34-35 chromosomes pour celles du Nouveau Monde).

Ce mangue est causé par lafusion des chromosomes 8+29 et 20+36 deux a deux dans
le complexe L. mexicana et les chromosomes 20+34 dans le complexe L. brazliensis
(Dedet, 2001; Ivens et al., 2003). Cette variation offre aux leishmanies une plastici-
té génétique et des caractéristiques tres originales (De Toledo et al., 2010).
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Le nombre de chromosomes a resté longtemps indéterminé, en raison de |’ absence de
condensation des chromosomes durant le cycle celulaire ou la mitose et de
I'impossibilité d’ effectuer des études génétiques classiques chez ce parasite (Bastien,
1992).Le caryotype moléculaire a éé déterminé gréce a une technique de biologie
moléculaire qui est I’ électrophorése en champ pul s&§ PFGE) (annexe 5).

La densité de ce génome est appréciée de 1 gene/3,5 kb avec trés peu de séquences
répétées, ce qui permet d’ estimer initialement le nombre total de genesde 8000 genes
(Ouédllette et al., 2003).

Ce nombre de génes de LmjF a été réapprécié et prédit plus précisé
codants pour des ARN, 39 pseudo-génes et 8272 genes codan

dogenes pour L. (L.) major (De Toledo et
rapport aux hombre de protéines est due 3
son tour al’ absence d'introns dans|

[11.1.3.2Génome kinétoplastiqu

Le kinétoplaste est un org
position antérieure a la
I’ unique mitocho

Il représente, sel
1987 in
entrel

29kb de taille selon les especes, formants 10-30 maxi-cercles identiques.

c00qat pour les génes mitochondriales classiques (ARNrr, la chaine de transport des
électrons), comme ils codent également pour les ARN guides (ARNQ) qui participent
dans un processus tres origina et particulier de modification post transcriptionnelle
des ARNm appelé ARN editing. Ils sont formés d'une région variable de 3 a6 Kb et
d'une région conservée de 17 Kb (K ouato, 2005).

* Lesmini-cercles:

Les mini-cercles, d'une taille denviron 1 Kb, présentés par 5000 a 10000 copies. lIs
ont une tres 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 a 900 pb et une région con-
servée de 100 a 150 pb, qui comporte une séquence de 12 nd appelée « la séquence
universelle des minicercles », qui est hautement préservée d'une espece a l'autre
(Kouato, 2005).

En 2007, Kothari et al. citent que les mini-cercles comportent 1 a 4 régions conser-
vées selon les especes et une régions variable. Ils sont impliqués dans I’ editing (inser-
tion/déétion d'uridine) de I’ARN, en codant des ARNg, qui s ancrent sur les ARN
pré-édités permettant ainsi I’ expression des transcrits des maxi-cercles (Mide, 2004 ;
Meghamla, 2007).

<
11.1.4 Organisation du génome : @
Leishmania est essentiellement diploide, ou deux knoc ont "&én 85 pour
supprimer |’expression génique de certains genes. 1l faut xoter IkpnéserCe d une
Sar

aneuploidie (Hide, 2004) ou certains chromosomes existent so e trisomique, ce
qui varie selon les souches (M eghamla, 2007).

T StUCturés en unités polycistro-
: % JOr est organisé en 133 unités de

Mes, { onction inconnue. Une unité peut
5 20,9 a 14 kb de régions switch conver-

ou la co-transcription par I'’ARN polymérase Il
aniere bidirectionnelle dans les régions switch diver-
: g fe¥imine dans les régions switch convergentes qui contiennent souvent des

BnesyCodants des ARNt, ARNr, et/ou ARNsn (small nuclear RNAS) (Ivens et al.,
2003).

Lamaturation des préARNm se fait par deux processus majeurs couplés. Le premier
est présenté par I’ épissage en trans qui consiste en I’addition en 5’ d’ une coiffe mini-
exon de 39 ncd et le deuxiéme présenté par une polyadénylation en 3' (Fig. 4).

Apres la maturation, les unités polycistroniques deviennent monaocistroniques 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 réle crucial dans lamodulation de I’ expression génique (Ouellette et al., 2003).
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ADN GENOMIQUE

e ——— Transcription

I |, I RATIONL |, roeeme

ARN PRE-MESSAGER i B AG AG

Al
] I u
0 nt —//
mini-exan S
L — — — Epissape en tr
-:c-:—frj i rj il N fl->>> | polypdsnylapn
Copies de SL-ARN (chromosome |1
ARNm MATURES I | AAA A ARA

) Stabqite des ARN
REGULATION POST-TRANSCRIPTIONMNELLE |
Modulgtionse la trodi:tignNle
AR

Figure 4 : Organisation génique et maturati X chez Ia (Oudllette et
al., 2003). K
11.1.6 Biologie:

[11.2 Levecteur :

Les phlébotomes (qui signifie littéralement «coupeurs de veines») (lzri 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 premiére fois en Algérie en 1912 par Foley et Leduc (Dedet, 1984).

Il existe une relation entre la transmission des especes de Leishmania et | espéce du
vecteur (Estevez, 2009). Les phlébotomes ont une distribution géographique trés
large, étal ée sur les cing continents (Bachi, 2006).
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.21 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, Psychodoideae, Psychodideae, Phlebotominae, Phlebotomus Lar-
roussius (Mazelet, 2004).

botomus et Sergentomyia et pour le nouveau monde, on trouve |
Brumptomyia, Warileya et Hertigia. (1zri et al., 2006 ;Fourafi

Parmi ces genres, deux (Phlebotomus et Lutzomiya) p
raison de leur réle dans la transmission de plusieurs.maladies

manioses (Dedet., 2001; lzri et al., 2006). Seul n 70 especes congtituent des
vecteurs confirmés ou soupgonnés des lei shimani oses hazi, =

SNErtoricssan

En Algérie 22 especes de phlébotome ont &

vecteur de L.infantum MON-24.
mus (Phlebotomus) papatasi
killicki est transmise par P, S

phlébotome Phleboto-

% V&t Belazzoug, 2007). LalL.

oubidi et al., 2010).

Is vecteurs biologiques des |eishmanioses éta-
asites hématophages comme les tiques ou les puces

Il existe des cas exceptionnels, tres rare de transmission non vectorielle tel que, la
transmission congénitale de la mere a |’ 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).

11.2.2 Morphologie:

Les phlébotomes sont des insectes, nématoceres, de petite taille (moins de 5 mm de
long), ils sont velus, bossus, de couleur claire généralement jaune pale, avec des gros
yeux noirs (Marty et al., 2009 ; |zri et al., 2006). Leurs ailes, de forme lancéolée, se
dressent en V sur ledos au repos (1zri et al., 2006)(Fig. 5).
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En raison de la nécessite du sang pour le développement des ceufs, qu'il assure les
protéines nécessaire a I'évolution, seule la femelle est hématophage, pourvue des
mandibules dentelées, alors que les méles s aimentent ssimplement de la séve des

).

[11.3 Réservoir :
Le réservoir est une espéce qui héberge i SUmani q leur survie a
VIS

long terme ainsi que leur expansion s’/ sont variables et

dépend de I’ espéce en cause et de S
e Les réservoirs primaires i k’-\’ ‘ CQ- es sauvages (rongeurs, pa-

resseux, primates ou canides 4‘.

Figure 5 : Phlébotome femelle gorgé g (I

' @)o STRITESN omme ou il devient un hote accidentel
) J Q‘Q\\\
NS

>\deaiammifeéres est susceptible aux espéces de leishma-

ou le « rat des sables » est leréservoir delaLCZ aL. major (Bachi ,2006 ; 1zri et al.,
2006 ; Boukraa et al.,2011 ; Boudrissa et al ,2012), ains 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 laLCU alL.
killicki (Harrat et al, 2010 et Boubidi et al ,2010).

10
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[11.4 Cycleévolutif :

Leishmania a un cycle de vie hétéroxene qui nécessite deux hétes, I’insecte phlébo-
tomes, e vecteur qui abrite les formes promastigotes et un mammifére qui héberge les
formes amastigotes et qui peut étre I’homme ou un autre animal (Fourati, 2011).

Le vecteur infecté inocule les promastigotes métacycliques infectants dans le derme

mécanismes de défense non speécifiques impliquant surtout

ration d' hydrolases lysosomiales. Les leishmanies gchappent a b
multiplient dans les vacuoles parasitophore des m aged (B
Une fois les macrophages saturés d’ amasti sé libe amastigotes

il
qui vont étre internaliseées par d’ autres m%% senst es infestés

sont réabsorbés par la femelle phl e. Les amasti-
gote intramacrophagiques se libér tube digestif du
phlébotome avec des modificatio

Ces amastigotes se transfor, 24 assant par différents stades
dont les promastigotes p , sS et |es haptomonades, pour étre

inocul és encore L{:@s ‘ DT a ,2008) (Fig. 6).

Sar’ ifly Slages Human Stages

and QI meal

54
e Promastigotes are

/ g 4 stage phagocytized by
de/ midgutgnd - A J

macrophages
e prosfscis ('— \
£

e

Promastigotes transform
nto amashgotes insids

macrophages A
Amastigotes ranslom into
o promastigote stage in midgut
L7
)
- \ Tome
°5 : @ ¥**
>
€ 2 NPT Amasiigotes mulfiply in celis
",’. g e (including macrophages) of
o o ] Vo, various tissues
e Ingestion of Ty »
parasitized el s O A

Sandilty takes & blood meal
{1ngests macmphages infected
with amastigoles)

A= Infective Stage
A} Diagrosic S1age WAFL A |I||M-'iu*|
hitpfwwww dpd . cdc govidpdx

IJurco . LeLyLic EvULLUT UT L JTTial Ta (VWWVWVV.UPU.CUL.YUV/UPDUR ).
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IV Répartition géographique :

La répartition géographique de la leishmaniose est directement liée al’ aire de réparti-
tion du vecteur et du réservair.

V.1 Dansle monde:

La LC est endémique dans de nombreuses régions tropicales et subtropicales de
I”’Ancien comme du Nouveau Monde, avec une incidence annuelle d
cas (Hide, 2004 ; Yannick, 2009 ; Odonne, 2010 ; Briffod, 2011).
Selon |’ organisation mondiale de la santé (O.M.S), pour Iaquel%
une préoccupation majeure, 90% de cas de LC se concent %
I’ Ancien Monde (Afghanistan, Algérie, Arabie Saoudit Ir

2

I
la
du Nouveau Monde (Brésil et Pérou) (Clémence, 2009;Y anni n

1e) & deux
Elg. 7).

. o
@ I\l,—f’_“L_rfl
&
AN
'B\Qtior delald 5 cutanée dans e monde (www.who.int/tdr).
e,

19%e cutanée est endémique et tres rependue en Algérie, avec une exten-
~ pcographique large et apparition de nouveaux foyers. L’incidence annuelle de
cette meradie est de 2000 cas par an (Harrat et al., 1996).

Elle est présente sous trois formes cliniquement différentes : |elshmaniose cutanée du
Nord due alaL. major, leishmaniose cutanée zoonotique due a L.infantum et récem-
ment, la leishmaniose cutanée urbaine due a L. killicki (Bar chiche et M adiou, 2008).

V.21 L aleishmaniose cutanée du Nord (LCN) :

Bénigne et moins fréquente connue sous le nom de "clou de Mila’, décrite pour la
premiere fois par Sergent et Gueidon en 1923 dans larégion de Mila. Elle se répartit
sur toute la partie nord présentée par lelittoral et e Tell avec une distribution géogra-
phique variable (Belazzoug et al., 1984 ; Harrat ,2005 in Mihoubi, 2005).

12
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1V.2.2 L a leishmaniose cutanée zoonotique(LCZ) :

La plus fréguente, répandue au centre et au sud du pays (Zait et Hamrioui, 2008). La
LCZ dénommée aussi "clou de Biskra' décrite pour la premiere fois par Hamel en
1860. Elle s observe a I’ éage bioclimatique aride et semi-aride dans différents foyers
(Bachi, 2006; Izri et Belazzoug, 2007), avec une fluctuation d’incidence durant I’ année.

Longtemps confiné au Sahara, principalement cantonnée aux deux foyers de Biskra a
I'Est et d’ Abadla a I’Ouest. Des nouveaux foyers sont apparus avec extension

vers les hauts plateaux (Mihoubi et al., 2006). o
1V.2.3 L a leishmaniose cutanée urbaine (LCU) : %
idéemi

Une nouvelle forme clinique émergente, avec un profj Ca etéris
tique. Cette forme est apparue a Ghardaia (LC urbaine a L. RaiChiche et

Madiou, 2008).
V  Etudeclinique:

Laplupart des formes de la leishmaniose guta egen\ ey t aux zones
accessibles et découvertes du corps. S Nt “&3«; cl eur localisation
géographique, en deux entités princi ZE) ar‘losec tan deI ancien-monde

xbyuton d' Orient” ; "bouton de
fin "clou de Biskra' en Algé-
'shmani 0se cutanée anthropono-

" "ulcére des Chicleros" (au Pérou
t en Colombie) ; et "uta" (au Pérou). Il existe
iose cutanée diffuse (LCD) qui se trouve aussi
e dans le nouveau. Ces appellations ne correspondent
nrque ou épidémiologique.

exisig plusieurs d’autres formes cliniques de la | eishmaniose cutanée dans |’ ancien
ewdans le nouveau monde, dont la forme LCN ou LCS, LCR, la forme tubé-
reuse, verruqueuse, végétante, nodulaire, infiltrée en nappe, nécrotique, et la forme
lipoide pour I’ancien monde ; et I’ ulcere de Barru, I’ ulcére de chicleros, le pian-bois,
et en fin laleishmaniose 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 I’infection,
anticorps circulants ou hypersensibilité retardée (L e Fichoux, 1999 in Dedet, 2001).

13
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V.1.10rientation clinique:

Le diagnostic clinique est basé sur I’ observation des symptdmes généraux et spéci-
fiques présentés par les patients atteints apres les 2 & 3 mois suivant la piqure de phlé-
botome (période d’ incubation) (Zait e¢ Hamrioui, 2007).

V.1.2Diagnostic biologique:

utilisées (Talia Santana et al., 2008).

V.1.2.1 Lepréévement :

C'est la premiére étape de diagnostic biologique,
de préévement, pour la LC et laLMC (muco-cut
sont notamment utilisés. Des méthodes immunol ogi

férents prélévements sont effectuées. \
V.1.3Méthodes de diagnostic directes :

V.1.3.1 L'examen direct :

lesérotisa pa'tir des lésions
mol éCylaires a partir dif-

Il se base sur la visualisati
macrophagiques ou libres a
née apreés fixation par M
tion desfrottis petr'setair

s n optique sur des frottis cute-
8 ‘ |oration par Giemsa. La colora-
(Famakan ,2005).

B) “Culturein vivo:

L’inoculation a I’animal permet le diagnostic et la caractérisation biochimique des
souches, mais elle n'est réalisée que par de rares laboratoires spécialisés. Les animalix
de choix sont les Hamsters dorés syriens et le cobaye, plus réceptifs a I’ infection par
les leishmanies apres inoculation par voie intra-péritonéale (1 zri 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.

14
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Cette technique est appliquée sur le derme, sur les sites privilégiés de piqlre des phlé-
botomes. Elle repose sur I’ utilisation de tissus fixés dans de la formaline puis enrobés
dans de la paraffine pour étre mis en présence avec un systéeme dit «biotine/ streptavi-
dine-peroxidase» et un sérum hyper-immun utilisé comme anticorps primaire, des
anticorps monoclonaux ou polyclonaux anti-leishmanies (M aia et Campino, 2008).

V.1.3.4 Extraction d’ADN :

L’ extraction d’ ADN est |a premiere étape pour plusieurs de technol ogies.basees sur
I’ ADN. Pour extraire I’ ADN, plusieurs techniques sont requises pour sg e fagon
adéguate I’ ADN des autres composantes de la cellule. Cette extracti ] tir

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

V.1.3.5 LaPolymerase Chain Reaction (PCR) :

L’ utilisation de la PCR pour ladétection delaLC demefinamelidsé la sensibilité
et la spécificité du diagnostic parasitaire (Irwin et :

C'est la technique la plus sensible et de cMc;ur s en«Vidence I'ADN de
Leishmania par amplification génique. SepRrNRipe estis utll' acon repétitive
I’ activité enzymatique pour copier AN ere @nentiel ortion spécifique
du génome dont |a séquence est a § nodeite et al., 2010).

.yL etypage iso-enzymatique:

Il a consisté en un ensemble d’ électrophoreses sur gel épais d’ amidon pour étudier par
rapport a des souches de référence, la mobilité électrophorétique des 15 systémes en-
zymatiques.

Les souches présentant un méme profil enzymatique (électromorphe) sont re-
groupées dans un méme zymodéme ou unité taxonomique (Boni, 1999).

15
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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 specifique
pour produire un ensemble de fragments de restriction de différentes longueurs. Ces
fragments vont étre comparés avec des profils de bandes de référence aprés électro-
phorése sur gel d’ agarose.

Le nombre de sites de restriction et leurs positions different en fonction des especes
donnant ainsi un polymorphisme de longueur des fragments de restric (Bour at-

bineet al., 2005).

<
V.14 Méthodesdediagnostic indirectes:

unéo%

S1sues de

Le diagnostic indirect se base sur lamise en évidenced
laréponse immunitaire humorale.

V.1.4.1 Diagnostic sérologique:

De nombreuses techniques sérologiques
Elles font appel a des Ag ou des extraits anti
préparation variées qui participent ades @b

° I mmunofluor escenceindir e

2nce en diagnostic sérolo-
a pratique clinique et égae-

Elle présente la technique
gique ou €lle est utile d

AQURS complexe Ag-AC formeé est révélé grace
LQ8COpe alumiére ultraviolette (Mihoubi, 2006).

hiviele est tres spécifique et trés sensible permettant ainsi de détecter les anticorps
contre 1& Leishmania sp, préalablement séparés par électrophorese 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 metre en évidence la ré-
ponse humorale contre Leishmania sp.

. Enzyme likeimmuno-sorbent assay EL | SA:

C’ est une technique immunol ogique utilisée pour détecter des antigenes par des anti-
corps conjugués a une enzyme (phosphatase ou peroxydase). La réaction est révélée
par un substrat chromogéne qui permet une lecture quantitative (L ouis, 2009).

16
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e  Electrosynérése (ES):

Nommée aussi Contre-immunoéectrophoréese (CIE). C'est une technique
d’ immunoprécipitation qui consiste a faire migrer conjointement I’Ag et I’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) :

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

Elle est basée sur I’ utilisation des promastigotes entier e Xco Uiés, en
suspension ou sous forme seche congelée récoltés a partir deCiltures) W epreuve est
lue a I’ceeil nu contre un fond blanc. Les réactio jndiquées par une

° Test d immunao-di

:éce‘
\A . "

¢.le gune suspension diluée dans du phénol ou une solution saline de merthiolate
re.nastigotes inactivés (Maia et Campino, 2008).

Un résultat positif se traduit par une induration d’ au moins 5 mm de diamétre, 48 a 72
h aprés, permettant ainsi de metre en évidence une hypersensihilité de type retardée
(type 1V) vis-avis d’ antigénes de leishmanies (Briffod, 2011). Ce test n’est pas utile
dans |e diagnostic des | eishmanioses viscérales (Manson-Bahr et al., 1987).

VI  Traitement desleishmanioses cutanées:

Les LC se manifestent de différentes manieres selon |’ espece ce qui conditionne le
choix de traitement et |’ efficacité de celui-ci (Minodier et al., 2010).

17
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Le traitement local peut se faire avec le Glucantimes® en cas de lésion unique. De
nombreux moyen physique ont é&é 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 a |ésions multiples, est fait d’ une crue
de dérivés stibiés pentavalents (Bachi, 2001).

IIs présentent toutefois des limites, dont I'apparition de résistances, |a toxicité envers
I'hGte traité et |'absence de guérison totale (Clémence, 2009 ; Buget et

L’administration intralésionnelle de ces médicaments réduit |

(Baubion et al., 2008), sauf qu’elle peut entrainer d autr 4 comme
la fibrose musculaire et laformation d'abces, des perturbaf

7z

douleurs musculaires et des raideurs articulaires (Clémence, 2

A cause de ces inconvénients, le traitement des lei
produits aternatifs, font I’ objet d’ essais thérapeuti
connues et utilisées hors leishmanioses (De&on.
N\l queérapie par azote
%P tothérapie dynamique
@7

propose récemment des
t diver olécules dga

Des traitements physiques ont été ddve
liquide (AL), la chaleur, I'éectr
(Baubion et al., 2008).

VII Prophylaxie:
La prophylaxie contre && )
VII.1 Lutte antivectiriglle;

Srepulsits, w\- Wares imprégneées d’'insecticides et la destruction
ras S \

c:e (FRachi, 2001).
Luttecontrelesréservoirs:

Elle se fait par dépistage des animaux malades et leurs traitement (Safi et al., 1996).
L e dépistage séro-epidémiologique des animauix et |’ 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 [ute contre les rongeurs est difficile,
avec lamise en place d’ un systeme de surveillance permanent(Bachi, 2001).

18



Chapitrel : synthese bibliographique

VII.3 Prophylaxie humaine:

Elle se fait par le dépistage et le traitement des cas maades, la vaccination contre la
leishmaniose notamment chez les sujets immunodéprimeés et la sécurité transfusion-
nelle (Carré et al., 2010). La préparation des vaccines consiste a |'utilisation de para-
sites tués et génétiquement modifiées (Anonyme, 2009).

VIl Physiopathologie et réponseimmunitaire de |’ hote:

La compréhension des mécanismes immunopathologiques de la LC qui
grande partie, sur ce qui est démontré dans des modéles expéririenta(ix

nins, est nécessaire pour mieux comprendre I’'immunité de |’ héte
pathogénes et de pouvoir alors développer des vaccins confre cesingl
(Filippi et al., 2001).

VIIl.1 Effet delasalivedu vecteur :

non de leishmanies, elle congoit des homogenats de jlandes sdlivai avaient un
pouvoir immunomodulateur (Quitterie,

Lors de la pigQre, le phlébotome injecte dela &ali , qt@@@infestée ou

que la présentation de
t' |a prolifération de lympho-

geparsa production d interleukines 4, 5,10 et 13 (I1L-4,-5,-10 et -13), par les cellules
cCpduisant ainsi ala survie du parasite (Hide, 2004 ; Quitterie, 2005).

e RéponseimmunitairedetypeThl:

Elle est associée a une réponse de type cellulaire protectrice, dépendante des lympho-
cytes LT CD4", et caractérisée par la séerétion de cytokines telles que I'interféron-
gamma (INFy), I’'IL-2 et le facteur de nécrose tissulaire a (TNFa), par les cellules Thl
responsables de I'activité anti-leishmanies des macrophages (Quitterie, 2005 ;
Briffod, 2011).
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VII22 I nteractions Leishmania/macrophages :

Suite aleur inoculation dans un hote, les promastigotes doivent échapper a lalyse par
le complément jusqu’a ce qu’ils soient phagocytés par un macrophage ou ils pourront
serépliquer (Diarra, 2007; Anonyme, 2009).

Deux antigenes 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
gu’ au stade promastigotes) ont un réle cruciale dans la protection des proemastigotes
delalyse par le complément (Quitterie, 2005).

hY

plément en inhibant |’ accés des complexes lytiques C5
Egalement gréace a ses protéines kinases, le parasit
téines du systéme du complément, la cascade d’ a&
1998).

Des récepteurs membranaires variés interv%s “edn'd brane du
macrophage: récepteurs de type lectine, % Ia..bm@@ e I’intégrine et
| NS 0 >

L’internalisation du parasite se fd
forment aprés la fusion d'u
vivre, une transformation

qui présente lafo i
truction (Quitter{e, 2005).

Macrophage

Figure 8: Interaction entre le M@ 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 entraine 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-
ticuliérement les médiateurs d’inflammation tel que IL-1 et TNFa ou celle qui activar
tent des LT tel que IL-12), la présentation d’ antigene et |’ activation de cellules effec-
trices pour développer une réponse spécifique) (Bogdan et Rdllinghoff, 1998 ; De-
det, 2001).

post-transcriptionnel et post-traductionnel  (Diarra, 2007), <at -
I altération de plusieurs voies de signalisation dépendantes dyu C
e voiesdesignalisation calcium-dépendante:

tela coplentratioribasale de Ca™
intracellulaire, mais la voie de signalisation dépenda Ca'™ ed inactivée a cause

Egalement, le LPG interagit av
(diacylglycérol) membranaire, du

Sar I'e\processus d’' immunodépression qui laisse le
\iStaller (Hide, 2004 ; Yannick, 2009) et de la

74S, /.000).Ces deux affections conjuguées provoque une double immunodéfi-
cecar elles ont les mémes cibles cellulaires (Hide, 2004), de sorte que la gravité
de lamaladie et ses conséquences augmentent de fagon exponentielle (OM S, 2000).

Les manifestations cliniques sont des |ésions 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
méme avec des souches dermotropes.

En Algérie cette co-infection est connue depuis longtemps ou trois cas de LC ont é&é
apportés par Ammar Khoudja en 1990, chez trois sujets immunodéprimés dont un
associé au SIDA, un greffé réna sous immunosuppressif et un enfant immunodéprimeé
(Bachi, 2001).
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| Matériel et méthodes:

Il sagit d'une éude prospective rédisée de 20 Février 2013 a 30 juillet
2013. Quarante huit (48) cas suspects de leishmaniose ont été recenses pendant cette
période.

Nous avons réalisé cette étude au niveau de laboratoire de Parasitologie-Mycologie
meédicale de I’hopital central de I'armée (HCA) Dr: MOHAMED
KACHE.

évidence des leishmanies soit par |I’examen direct (ED)
travail nous avons introduit d autres techniques de di

o
rfesen ";ilieux de culture (RPMI, Albumine-

ent des leishmanies.

A2.1%Souches::

Dans ce travaille nous avons utilisé des souches de Leishmania, isolées a partir des
serosités.

Ces souches ont été entretenues sur différents milieux de culture par un repiquage
hebdomadaire .Ces dernieres ont servi a préparer nos témoins positifs pour la tech-
nique PCR.
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[.1.2.2 Préévements:

Quarante-huit (48) patients suspectés de LC ont é&é adressés a notre laboratoire pour
une confirmation biologique.

Pour chaque patient, différents pré évements ont été réalisés a savoir :

e Un prdévement de sang périphérique sur un tube gélosé a été centrifugé a 2500

patient, deux colorées en Giemsa et une en RAL555. S
e Aspiration de sérosités a partir des |ésions pour cultiver |es lei
rents milieux de culture.
e Un prédevement de sérosités a été récupéré sur
gouttes d' eau physiologique pour latechnigue PCR.

|.2 Méthodes:

[.2.1 Diagnostic direct :
.2.1.1 Examen direct :

Il repose sur la visualisation de(;
aprés coloration par Giemsa,
(Famakan ,2005).

> Préeéevement

Figure 9 : Réalisation des frottis a partir des|ésions cutanées (Photo originale).

» Coloration :

Nous avons utilisé deux types de coloration, la coloration Giemsa et une variante ra-
pide de cette derniere, RAL555.
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> Principe:

La coloration en azur de méthyléne des constituants cellulaires acides, et en éosine les
structures cellulaires basiques.

> Etapesderéalisation dela coloration Giemsa :

e Fixation, par |’ éthanol pendant 5'.

e Préparation d’une dilution 1/5°™ deGiemsa par PBS.
e Coloration pendant, lheure.

e Rincage al’eau courante de robinet.
e Séchageal’air libre.

A
Figure 10 : Frottis cutanés (Photo originale). ' 9 e,‘s'i‘@)-‘.. frottis par Giemsa
2

2

)
Edansies trois i :
o-?\q\g’ rols riacons pour
RALS5SS.
EU-RAL55S.

e avant d’introduire lalame dans | e flacon suivant.

Figure 12 : Formes amastigotes sur un frottis coloré en Giemsa (Gx100) (Photo originale).
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[.2.1.2 Laculture:

Elle consiste a mettre en évidence les formes promastigotes aprés isolement a partir
des |ésions cutanées.

Nous avons utilisé différents milieux culture dont : RPMI, AU et VU (annexe 22).
» Modeopératoire:

A I’aide d’'une seringue on aspire aseptiquement |e maximum de sérosit indeles
déposer sur les différents milieux de culture.

La croissance des promastigotes apparait apres différentes péri
(selon les propriétés de chaque milieu) a 27°C.

Le déla de positivité des milieux AU et VU est de 6 jours, p
RPMI est de 3 jours.

ortieceiul de milieu

» Lecture:
La lecture des résultats des différentes cul ne goutte a
partit de milieu a I'ade dune pi N e et lamele.

L’ observation des formes promastig
optique, objectif G x40. La cult
ron 4 semaines.

SOUS microscope
ative qu’ apres envi-

f &

Figure 13: Formes promastigotes colorées au Giemsa GX 100.
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[.2.2 Diagnostic séro-immunologique:
.2.2.1 Immunofluorescenceindirecte :

» Principe:

Il consiste & mettre en présence un antigéne figuré avec des dilutions successives de
sérum. La fixation des anticorps spécifiques sur I'antigéene figuré correspondant,

forme le complexe Ag-Ac révélé par |’ adjonction d’ anti-immunoglobufine marquée a
I’isothiocyanate de fluorosceine. (M aia et Campino, 2008).

S

» Modeopératoire:

D’ abord, nous avons fait sortir les lames en nombre nécessaite et
environ 15" atempérature ambiante ; e temps de prépar ; I =.=\ han

e Rédlisation des dilutions pour chague serum ( ’\a‘ 40,416 \D

e Dépobt de 10ul de chagque dilution des différents ~=@s’§§ ri

e Incubation deslames en chambre humidedans I’ és&nendant3Y ag7°C.

¢ Ringage par le PBS puis, passage deux foi

e Séchage a 37°C pendant au moisSX. “

¢ Remettre les lames dans la chambre \hur de’
immunoglobuline humain (Igkj conterintya,Bleu H B

e Incubation, lavage et séc @o%-\u
St E S A ANES

(‘7’\

e Dépbt de fluoprep et '
®
\V,

P, %l Croscope a épifluorescence en lumiére UV

Figure 14 : Rédlisation de !’ IFI (Photo originale).
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1.2.2.2 Western blot :
» Principe:

L’ extrait protéique résolu par électrophorése verticale sur gel de polyacrylamide en
présence de SDS (SDS-PAGE) est transféré sur une membrane de nitrocellulose par
électrophorése transversale permettant d’ avoir une réplique fidele des protéines trans-
férées. Les protéines transférées sont incubées avec les sérums et les couples Ag- Ac
sont révélés par I’ adjonction d’ anti-immunoglobiline marquée a la phosphatase aca-
line. La révéation du ligand immunoenzymatique se fait par |’ additiondu substrat
spécifigue de |’ enzyme (Tulasne, 2009).

<
» Modeopératoire:
e Distribuer 1200ul de tampon de dilution dans chacu pu
e Placer une bandelette de nitrocellulose sensibiliséeiu > 2 vass le haut,

dans chacun des puits. Agiter doucement la cuve pour imme 1, baridel ette.
e Distribuer les échantillons (25ul de sérum) et
doucement la cuve apres chaque dépdt. Ruis inculg
e Laver troisfois avec le tampon de lavage dilué au 1
e Distribuer 1200ul de conjugué anti-I
trois lavages.

>

Le résulta

échanti}or ke ; % e serum est considéré comme positif lors
de la présencedes s PR st/ou 16K Da sur la bande antigénique.

2 EFE PR NR X

!

16 Kda
- / 14 Kda
- -

—

Figure 15: Résultats du WB (Photo originale).

NB : nous avons travaillé avec 25 pl de sérums selon le protocol mais pour des résul-
tats plus précis nous avons essayé d'utiliser 50 et 100 ul de chague sérum et nous
avons remarqué que I’ intensité des bandes s améliore avec |’ augmentation de volume
des sérums.

27



Chapitre II : Partie expérimentale Matériel et méthodes

|.2.3 Diagnostic moléculaire:

Le diagnostique s effectue par plusieurs techniques qui se déroulent en trois princi-
pales étapes : |’ extraction, | hybridation et larévéation.

LaPCR est latechnique la plus utilisée .Elle consiste en I’ amplification des sequences
de !’ ADN en plusieurs copies a partir d’ une quantité minime.

> L’extraction:

Afin de mettre au point notre PCR, nous avons utilisé de% typ
I’ extraction classique par «phénol/chloroforme/isoamyl alcool»
«Qiagen».Nous avons réalisé :

e 48 extraits par laméthode phénol/chloroforme/isoamyl ol.
o 21 extraits par kit Qiagen.

NB : Avant d’ entamer |’ extraction classique recom ec layretéinase K (PK),
a défaut de cette derniére, nous I’ avons remplacée p prenase ons prati-
gué 4 extractions phénol/chloroforme/ispam ool [N i préparer nos
témoins positifs.

» L’hybridation :

&

3B ciblant I’ ADN kinéto-
, 2006 et L achaud, 2002.

s e slumiére UV, aprés une éectrophorese dans
igkuant le bromure d éthidium.

tioction classique est basée sur la solubilité différentielle des acides nucléiques
entré deux phases non miscibles.

Cette réaction se passe en plusieurs étapes :

e Lysecelulaire par lasolution delyse TNNT.

e Dégradation des membranes cellulaires par la protéinase K.

e Extraction del’ ADN par le phénol/chloroforme/isoamyl alcool.
e Précipitation al’ aide des sel's (Acétate de sodium).

e Lavage par des alcools (Méthanol).
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e Resuspension del’ ADN dans un tampon TE ou dans I’ eau des ampoules de prépa-
ration injectable stérile.
> FEtapespratiques:
e Allumer lebain marie a56° letemps de préparer les échantillons.
e Prélever 1 volume d'échantillon (de sérosité ou a partir des milieux de culture)
dans des eppendorfs numérotés.
e Ajouter 2-3 volumes de solution de lyse TNNT (TNN+Tris).

Le volume de solution de lyse gjoutée dépend de la nature de |’ échantillontui méme.

e Ragouter laPK (20 mg/ml) en raison de 2 ul pour 100 pl o’ ec% iNe
e Incuber au bain marie & 56° au moins 2 heures en agi 0 cl’aide
l".‘.

d’un agitateur pendant 30 secondes.
e Fairebouillir 10 mn au bain marie d’ ébullition, pour d
e Raouter un volume de phénol/chloroforme/iso
e Appliguer une agitation vigoureuse des eppen
trs/min durant 10 mn.

Enfin, trois phases visibles ont été obten
nant I’ADN; une phase intermédiair <»<3rotéi nés™

contenant le phénol/chloroforme/i d
e Récupérer soigneusementta \\Q T

&' @ ape (I’ajout de phénol/ chloro-
t ion de la phase agqueuse).

¢

n\ alum tate de sodium 3M qui alourdit I’ ADN.

Sour voli¥une meilleure précipitation ; on laisse les eppendorfs une nuit a 4°C.

Leltendemain, gjouter 2-3 volumes de |’ éthanol absolu froid (-20°C), (I’ ADN sous

orme d’une méduse est visible al’ ceil nu).

e Centrifuger 14 000 trs/mn pendant 20 mn.

e Eliminer soigneusement le surnagent sans toucher le culot(ADN),

e Appliquer trois lavages par 500 pl d'éthanol a70% pour éliminer les sels, chague
lavage est poursuit par une centrifugation a 14000 trs/mn pendent 5 mn.

e Laisser secher les culots durant 12-24 h a température ambiante en recouvrant les
eppendorfs ouverts par le parafilm puis percant un trou; permettant ans
I’ évaporation de |’ éhanol.
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Le volume initia de I’ échantillon prélevé conditionne tous les volumes des différents
composants et réactifs utilisées dans les différentes étapes de I’ extraction.

» Resuspension del’ADN :

Apres séchage ; I’ ADN est resuspendu en gjoutant 100 pl de tampon TE (TriSEDTA)
apH 8, ou I’ eau des ampoul es de préparation injectable stérile. La resuspension se fait
2 h atempérature ambiante ou 30 mn a 37°C.

B) Extraction d’ADN par kit Qiagen (protocole pour lestissus) :
> Principe: S

ili a0 harge
| & inéthode

] S&s fournis

L’isolement de I'ADN sur une membrane de nature sili

d’ extraction assure la pureté de I’ADN par des solutions de
avec le kit permettant d’ éliminer les protéines et d'autres conta i

» Etapespratiques:
e Allumer le bain marie a56°C. \
e Verser 200 pl del’ échantillon (sérosi SN eppafidorf
e Raouter 100 pl de tampon AL i

e Incuber a56°C pendant 30 m
type d’ échantillon traité).

Arec @DN), puis vortexer et transfé-

uisjeter la poubelle et remettre la

Figure 16 : Différents composant du Kit Qiagen (Photo originae).

30



Chapitre II : Partie expérimentale Matériel et méthodes

» Conservation :

La conservation del’ ADN se fait dans le tampon TE (Tris 10mM pH8 /EDTA 10mM
pHB8) apres une simple agitation pour homogénéiser le mélange. Pour un usage a court
terme ; conserver les extraitsa+4°C et a-20°C, pour un usage along terme.

1.2.3.2 Polymérase chaineréaction « PCR » :

» Principe:
La PCR ou réaction d’amplification en chaine par polymérgqe i permet
d’ amplifier spécifiquement un fragment d ADN de quelques centai Ires de
bases. Cette réaction enzymatique se déroule en plusieurs oux, don-
ner a lafin un grand nombre de copies d’ ADN identi it Lntérét
afin de pouvoir le caractériser. Pendent les 20 a 40 cycles JRo1Q, pUlymeérase

utilise les nucléotides libres disponibles dans le
guence cible (Irwin et al., 2001).

> Etapesderéaction :

LaPCR se déroule en trois principal

Flbte e, utilisée pour catalyser la réaction de polymeérisation. La concentration de la
Taq polymérase est donnée en U/ul ce qui définit la quantité d enzyme nécessaire
pour I’ incorporation de 10 nmoles de dNTP a une température de 70°C pendant 30'.

e Lesnucléotides dNTPs (désoxynucléotides triphosphates) :

Les quatre dNTPS(dATP, dTTP, dCTP et dGTP) sont utilisés avec une quantité équi-
molaire dans une solution pré-mélangée et préte al’emploi.
e Paired’amorces (Primers):

Ce sont des oligonucl éotides synthétiques sens et anti-sens, complémentaires des deux
extréemités de larégion aamplifier, pour amorcer la synthése d’ ADN.
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Une concentration élevée d’ amorce favorise un amorcage aléatoire ce qui peut provo-
guer des amplifications non spécifiques.

e Cationsdivalents:

Lesions Mg™" stabilisent les nucléotides et facilitent I hybridation des amorces sur la
matrice en se fixant sur les groupements phosphates chargés négativement de ces der-
niers diminuant ainsi larépulsion entre|’amorce et la matrice.

Le Mg est un cofacteur de la Taq pol, qui influence la reconnaissance desSdNTPs et
de lamatrice par cette enzyme.

<
e Tampon (Buffer) : \
[l maintient un pH stable correspondant au pH optimal~de aq i Tiabilise les
ncentra'

hybrides, comme il fournit les sels nécessaires en co QR anlequates pour le
déroulement de laréaction.

g des

la qualité de cette derniere dép
d extraction.

¥ents et du type

&>

e L'ADN: \( ®
Il représente la matrice a partir de laquel pirficati G f soncentration et
: Q

La concentration idéale d'

(MIX) afin d’ obtenir un
alors que lamajort eu (‘.

> L amplifisatiof” Q
L’amor¢e’K13A/ K13 Jeg,qui codent pour une région répétée (10 000
copiesi-0 .cercles de NNRInétoplastique, |a taille de cette séquence est de
M :

98 (/5-ATTTTACACCAACCCCCAGTT-3

e RN rgio

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

Caractéristiques K13A K13B
L ongueur 18 pb 21 pb
%GC 72% 43%
Tm 57 50
PM 5658 6285
DO de1PicoMolaire 5157 4645
Tailledelacible 120pb

Le protocole PCR a été réaisé initialement comme décrit par Keer et al. en 2006,
mal heureusement nous avons obtenu des résultats décevant lors de sa réalisation, pour
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cela nous I’ avons remplacé par le protocole décrit par Lachaud et al. en 2002, méme
avec ce protocole nous avons eu une serie de résultats négatifs inexpliqués. Et pour
cela nous avons procédé a 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 réalises suivant les conditions qui figurent dans le\tableau ci-
dessous.

Tableau Il : Les composants de MIX del’amorce K13A/K13B
Lachaud 2002.

Constituants Concentration Concentratlon
initiale flnale*(\
Tampon x10 10x 1u|
Mgcl, 3mM
dNTP Mm 200 uM
Amorce S 1uM
AmorceR lpm
Taq poly U/ul 1,5U/ul pl
H,0 5 Jul
ADN
Total 40ul

* : concentrations utilisées S@ N .
Tableau I11 : itions m% " Lachaud 2002 avec une tempéra-

tured’ hybrldatlo 7C°.

N 94°C (4 mn)
94°C (309)
57°C (30S)
72°C (30 9)
72°C (10 mn)
40

Pr otoc L achaud 2002

m d"eviter les contaminations, nous avons utilisé des salles séparées et un matériel
spécifigue pour chaque étape de la PCR (extraction, préparation du MIX et électro-
phorese), avec une décontamination par exposition de consommable et de matériel
ainsi qu’une désinfection des surfaces avec I’ eau de javel.

> Larévéation :

Elle se fait par une électrophorese sur gel d'agarose au bromure d’ éthidium. Cette mé-
thode permet de contréler la spécificité de I’ amplification, et de vérifier que le produit
de I’amplification correspond bien alataille attendue.
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» Principedel’électrophorese:

L'électrophorése en gel d'agarose est une méthode utilisée en biologie moléculaire
pour séparer I'ADN, I'ARN ou des proténes en fonction de leur taille. Cette technique
est basée sur la séparation des acides nucléques chargés négativement sous |'effet
d'un champ éectrique. Cette séparation seffectue a 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.

» e d’éectrophorese:

<
C’est un support de migration compose essentiellement de I'ag

amplifier par proportionnalité inverse (plus le fragment
densé). La concentration adéquate du gel pour I'a

Le bromure d'éhidium est couramment utilisé come
pour visualiser les amplicons sur le gd, | Uil est\eAc
rescent avec une couleur rouge-orangée (m&).

¥ @3

* -@ 2yévéler. Dans notre tra-
Ga 'ous a donné des résultats

le plusieurs fois. (Annexe

» Tampons:

Cuitesrgouter 10ul des produits PCR tout en commencant par le témoin négatif
puis ey échantillons et les témoins positifs. Enfin, rajouter 1ul de marqueur de taille
moléculaire dans la cupule qui contient 3ul de bleu de bromophénol additionné a 14ul
d’eau injectable.

Déposer les échantillons dans le gel du coté de la cathode, la migration se faisant vers
I"anode.

» Migration :

Ladurée de lamigration est proportionnelle al’ épaisseur du gel, a la quantité de tam-
pon dans la cuve et lataille de la sequence a révéler. La durée moyenne de migration
est d’ environ 45 minutes pour I’amorce (K13A /K13B) 120pb a 70V. Quand le front
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Chapitre II : Partie expérimentale Matériel et méthodes

de migration atteint |’ extrémité du gel a environ 2 cm, la migration est arrétée (Fig.
18).

versle gd d agarose (Photo originale).

» Lectureet analyse desrésultats:

Le gd est transféré sur latable UV,
gel est tresfragile et peut glisser tres

<.~~ .”.. d'ADN fluorescentes
graceal absorptlon des UV pard — P «%" ifytégré entre les bases nucl éo-

2 .- Rau témoin positif, témoin néga-
‘Q”

MT - + o W b s+ 4+ + + 4+ + T+ T

v
LS
b1 ¥ B\gs diygdepit

%3 1

N

Sens de migration

Figure 19 : Produits PCR sous lumiére UV, aprés une électrophorése sur gel d’ agarose 2% ,17
puits avec le tampon TAE, Voltage 70V, MT de 100 a 1000 pb et une coloration au bromure
d’ éthidium (photo originale).
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Chapitrell : Partie expé&rimentale Résultats

| Résultats:
.1 Caractéristiquesdela 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 36 cas soit 75%
voir figure 20.

Le diagnostic positif de la LC est retenu soit par |I'ED, soit par culture,soit par une

PCR positive.
Parmi ces 48 patients, 42 étaient de sexe masculin et 6 de sex& SNIgN age
moyen de 25,73 ans et des extrémes alant de 2 ansa 53 Wl%&

|

Nombrede cas

o%

Figure 21 : Répartition des cas selon le sexe.

Hommes Femmes
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Chapitrell : Partie expérimentale
Nombre de cas A
Age 39
40
30
20
10 5
[ 4
0
0-18 19-29 30-40
o
Figure 22: Représentation des cas selon I’ &ge. <
Latranche d’' &ge la plus touchée est située entre 19 &t 29 ans sQi¢ 81, %
Nous avons cherché a partir des renseignements fo nos
constaté que la mgjorité ont fait un s§ouk>dans la de
montre la figure ci-dessous.
J @\
Nombre de cas v W

@ comme le
N

25

- 2 (O
N—

o
N

20
15

Région de s§our

: Répartition des cas selon larégion de s§our.
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Chapitrell : Partie expé&rimentale Résultats

> Répartition des cas selon lalocalisation deslésions:

Tableau I V: Répartition des cas selon lalocalisation des |ésions.

L ocalisation Nombre de cas Pour centage(%)
Visage 04 8.,33%
Membres supérieures 18 37 ,50%
Membresinférieures 20 41,67 %
Membres supérieures et 03

inférieures

Dos 01

Abdomen 01

Membres supérieures et 01

Inférieures/ dos

Total 48

O

> Répartition descas selon ledéai d’ apparit

Tableau V: Répartition des cas selon |le délai d’ appa
tation au laboratoire.

esléﬁ@tlapr@en_

(XN
Déai d’ apparition deslésions ( Nombsedes cag,s\/\

(
<1mois
[1 mois-2 mois| &%ﬁ
[2 mois-3 mois| %ﬁa

\S) :
LAMEN)
[3 mois-4 mois| % @
[4 mois-5 mois| & ( %
[5 mois-18 mois %’@
s
N
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Chapitrell : Partie expé&rimentale Résultats

.2 Résultats globaux :

[.2.1 Reésultats des examens parasitologiques :
1.2.1.1 Résultatsdel’examen direct (ED) :

L’examen direct a la recherche des corps de leishmanies est effectué systématique-
ment chez tous nos patients, les résultats sont exprimeés dans |” histogramme ci-dessous

(Fig.24).
Nombre de cas Examen direct
/// 0, o \
60,00% - 4167%
. emm—
S —
40'00% i [ ]
7 — |
7 —
20,00% -
. —
e
0,00%

Positif

Nous considérons un ex
lisé sous microsco

. 5 g c
. @ b5
") *¥a, . Amastigot: '.;%
=3
"
3 > =
<5 y

Q >

Figure 25: Formes amastigotes de Leishmania colorées au Giemsa (Gx100).
1.2.1.2 Résultatsdelaculture:

La culture a éé pratiquée régulierement chez tous nos patients, nous avons utilisé
trois milieux de culture (RPMI, AU et VU). Les résultats sont exprimeés dans la figure
ci-dessous (Fig.26).
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Nombre de cas Culture
S
S
80,00% - //
60,00% - < 27,08%

L\

40,00% +
— s

20,00% + -

0,00% + . .

Positif Négatif

Figure 26: résultats des cultures. @ @
i [ [ [ 13 patig oY% des

La culture nous a permis de confirmer le diagnostique ent
cas, par contre elle a montrée un taux de négativité imjpor de & o0it 35 ma-

lades.

» Comparaison desrésultatsdel’ED et del

Tableau VI : Comparaison des résultats de |’ ERet de [€ cuiture,
A @
Cultu
| Positif NGl o+ \Tota
ED Positif 10 %s 20
28

Négatif 03 Q > <§ :
' Total 13 (>
( Ie par contre cette derniére nous a
S %ons utilisé le test statistique Khi deux y°.
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Chapitrell : Partie expé&rimentale Résultats

.2.2 Résultats des examens sérologiques :
1.2.2.1 Résultatsdel’lFl :

L' IFI a été faite systématiquement chez tous nos patients, les résultats sont exprimés
danslaFig. 27.

Nombre de cas | El

83,33%

100,00% -
80,00% -+~
60,00% -~
40,00% -
20,00% -

0,00% - — ,
Positif %12
N
Narmes\ le s ;@%&aﬂfs
'S

17% au seuil de

Figure 27 : représentation des résultats d

La sérologie IFI est revenue positiv

-
bl

Fl versus|’ED.
ED

Positi Négatif Total
I i, O 02 08
égtit 26 40
ot 2 28 48

Faalpermet de corrigé 2 résultats négatifs en ED, mais elle est revenue faussement
ive’l4 fois.

Tableau VIII : comparaison des résultats de |’ IFl versus la culture.

Culture
Positif Négatif Total
I FI Positif 07 01 08
Négatif 06 34 40
Total 13 35 48
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Chapitrell : Partie expé&rimentale Résultats

L’ IFl a permet de redressé un seul résultat initialement négatif en culture, mais elle
est revenue négative dans 6 cas.

La comparaison des résultats de I'lIFI avec ceux de I'ED et la culture a montré un
taux de positivité significativement inferieur a celui de I’ED avec un ¥°=7,261, au
risque de 5% et un ddl = 1, par contre ce taux de positivité était similaire entre I’ IFI et
la culture avec un x*=1,524 inférieur acelui de latable.

.2.2.2 Résultatsde Western Blot :

Le WB aété fait réguliérement chez tous nos patients, les résultéts so

leFig. 28. &
WB \
75% |

> .Comparaison entrelesrésultatsde WB versusdel’ED, la cultureet I'l FI :

Afin d' évauer I'apport de WB dans le diagnostic de la LC nous avons compareé ces
résultats avec ceux de I'ED, la culture et I'lFI. Les résultats sont indiqués dans les
tableaux 1X, X et XI.
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Chapitrell : Partie expé&rimentale Résultats
Tableau | X: Comparaison des résultats de WB et de I’ ED.
ED

\ Positif Négatif Total

WB Positif 16 20 36
Négatif 04 08 12

' Total 20 28 48

Le WB arectifié 20 résultats négatifs en ED, par contre il s est révélé taussement né-

gatif 4 foispar apport al’ED.

Tableau X : Comparaison des résultats de WB et de la culture. < %

[N
Culture QU &0
\ Positif Négatif A
WB Positif 11 25 3§
Négatif 02 10
' Total 13 35 N 13

Le WB acorrigé 25 résultats négatifs en culture, m \)I t a etécorrige par la cul-
ture pour deux résultats négatifs.

Tableau XI : Comparaison des résul

N L

U I/
‘ (¢ % N .
Positi Sgat Tot
WB ‘Positif 06 m %\9 36
Négati 12
Total [ 08 %@Q 48
@ \ K}, Cependant il est 2 fois faussement néga-




Chapitrell : Partie expé&rimentale Résultats

|.2.3 Résultats moléculaires:

Chez les 48 patients, des PCR ont été réalisées a partir des sérosités avec I’amorce
kénitoplastique K13A/K13B.

Une PCR est considérée positive s'il y a apparition d’ une bande de 120 pb, aprés une
électrophorése a 70 V sur gel d'agarose 2%.

[.2.3.1 RésultatsdelaPCR:

Sur les 48 PCR, seulement 9 sont revenue négatives versus 39-PC
montre clairement la supériorité de cette technique (81,25%) pa
niques utilisées auparavant (Fig. 29).

PCR \i N\
81,25% <\\\ A
> _

R

100,00% -
80,00% -
60,00% -+
40,00% -~
20,00% -

0,00% -+

‘ Positif Négatif Total
PCRc Positif 13 02 15
‘ Négatif 02 04 06
Total 15 06 21

PCRx : PCR apartir d’ extraction Kit.
PCRc : PCR a partir d extraction classique.

D’ apres ce tableau nous constatons que les deux types d’ extractions ont permis de
redresser deux diagnostics.

Le 4° calculé entre les résultats des deux types d extractions est de 0,252 ; montrant
ainsi une reproductibilité similaire se référent alatable de x>



Chapitrell : Partie expé&rimentale Résultats

» Comparaison desrésultatsde la PCR avec chaque technique:

La PCR a positivé 23 résultats negatifs en ED, et ce dernier a redressé 04 résultats
(Tableau XII1).

Tableau X111 : Comparaison des résultats de la PCR et de I’ED.

ED
‘ Positif Négatif Total
PCR Positif 16 23 39
‘ Négatif 04 05
Total 20 28 ©4§

La PCR a positivé 27 résultats négatifs en culture et €ll
négative (Tableau X1V).

&%\Lﬁi oi

Tableau X1V : Comparaison des résultats de IaPCWJIe lagcht

Culture >
‘ Positif sgatif \/~
PCR Positif 12 27
‘Négatif 01 9
Total 13

La PCR a corrigée 32 résultats Initi

seulefois par I’ FI pour un ré
Tableau XV : Co

\\Sfj egatlf Total

osmf 39
wlf 01 09
vl 438

L rectifi 10@%; négatifs en WB, par contre elle a donné 07 résultats
Sozuifs (Tableau XV1).

Tabletu XVI : Comparaison des résultats de WB et de PCR.

WB
‘ Positif Négatif Total
PCR Positif 29 10 39
‘ Négatif 07 02 09
Total 36 12 438
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» Comparaison de taux de positivité de la PCR et |I’ensemble des quatre
autrestechniques:

Le calcule de * a montré une différence significative entre le taux de positivité de la
PCR et celui de I’ED, la culture et I'IFI avec un y° de 15, 875 ; 28,364 et 40,059 res-
pectivement, en faveur de la PCR.

Ley? comparant laPCR et le WB était de 0,549, inferieur & celui tabelé, retenant ain-
s I"'Hp disant qu'il n’existe aucune différence significative entre le rendement de ces
deux techniques.

<
Le calcul de ces paramétres passe par la connaissance des définiti [
VP : vrais positif : représente le nombre de patients ' ka teChriigque en

guestion et avec au moins une autre technique.

FP: faux positif : représente le nombre de patients\positifS setigment avec la tech-
nique en question, les autres techniques ét%(fgjti \

FN : faux négatif : représente le nombre-de_patients riagacf [astechnique en

VN : vrais négatif: représente |
guestion et avec toutes les aut
sibilité et la spé , ’ -@

bleau XVII.

g p@ cing techniques.

A@ﬁgbilité(%) Spécificité(%)

42,55 100
27,56 100
17,02 100

89 67
82 41,67

Sensibilité= ——

Spécificité=
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Discussion :

La leishmaniose cutanée constitue un probléme majeur de santé publique dans plu-
sieurs paysdont I’ Algérie.

Le diagnostic classique repose sur les techniques directes, les progres 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 I’ échantillon était de sexe masculi json de
la catégorie socioprofessionnelle a laquelle appartenaient nos pat? '
le sex-ratio de 7. Ces résultats sont proches de ceux apporté
2012 al’hépita militaire Moulay Ismail de Meknes N N sex-
ratio de 11 (45 hommes/ 4 femmes).

Egalement, les patients appartiennent presque a la éme trénche
moyen de 26 ans, al’ exception de cing patlents d ts et trc

'aye, avec un ége
S jetsAges

Sur les 48 patients, 43 étaient des mllltalres rofessipn,iia patt .\- cette profes-
stage de perfor-

sion se traduit par des déplacements au ers endgé Q}

mance (Biskra), des missions de rat deg\ e busc res sequi les
exposes aux pigures de phlébot contingentes ont un
statu immunitaire naif vis-a-visd

Les patients suspecte&s clini
diagnostique biol
durée dlant de D embre A

Coneerriant larépartition des |ésions 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
I’ atteinte faciadle de 52,5% a |’ interface des localisations les plus touchés.

Dans ce travail |’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 lalittérature
ou le taux de positivité de cet examen direct n’est que de I’ ordre de 48,25% (69/143)
selon Mihoubi et al. (2006) a Constantine, de I’ ordre de 38,13% (114/299) selon Né&f-
fati et al. (2009) en Tunisie.
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L’ examen direct est rapide et facile aréaliser, maisil est fréquemment moins sensible
ne permettant pas de déceler le parasite de maniéere efficace. Cette faible sensibilité est
liée aux conditions de déroulement de ce test, la compétence de I’ examinateur (Mi-
houbi et al., 2006 ; Zougaghi et al., 2009). Raouter a cela, les surinfections et
I’ ancienneté des |ésions et e traitement regu qui risque de diminuer la charge parasi-
taire (Chargui et al., 2005 ; Troncaréelli et al., 2009 ; Koneet al., 2011).

sibilité est

pour la
s t de
. Costa

La sensibilité de I'ED trouvé dans ce travail était de 42,55%.Cette<s
faible en la comparant avec celles notée en Tunisie par Chargui et al.,
LC et Kaouech et al. 2008 pour la leishmaniose viscerale (L) ou/®
80,8% et 97% respectivement, mais elle est proche de celle citée
et al., 1996 ou elle était de 51%, pour laLV.

Sa spécificité était de 100% concordante aux données de la httératuseNidieue celle

trouvée par Troncarelli et al., 20009.

La mise en culture des sérosités cutanées sur les dif% milieuxspréparés a permis
d’ augmenter les chances d'isoler e parasite.

positivité est relativement similaire &
20,50% (88/430), mais elle est di

e pe étre expliqués par le risque important de

BS fés apres isolement, I'exigence des souches,
-< Iques des milieux de culture utilisés qui répon-
rentes especes (Anders, 2003 ; Zait et Hamrioui;

eCaui poUs amener atester deux milieu de culture (vitellus-urine et abumine-urine)
eC:tte propre au laboratoire. Ces deux milieux ne sont pas des milieux de réfé-
rence, mais ils ont donné des bons résultats avec un risgue de contamination faible par
rapport ale RPMI.

La sensibilité de la culture éé de 27,56% ,comparable aux résultats de Chargui et
al., 2005 qui atrouvé une sensibilité de 29% pour la LC, mais relativement inférieure
a celle apportée par Belhadj et al., 2002 et Kaouech et al.,2008 danslaLV 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 deuxiéme. Toute foisil faut noter gu’il parait
gue la leishmaniose viscérae répond bien a la culture et donne souvent de bonnes
positivités.
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Sa spécificité est de 100%, identique a celle de Shahbazi et al., 2008 (in Marty,
2008), elle est de 50.9% pour Pour mohammadi et al., 2010 .

Les résultats fournis par chacune de ces deux techniques directes (ED et culture) res-
tent insuffisants. A partir de ces constatations, les deux examens doivent étres com-
plémentaires, vu les cas positifs dans I'ED et négatifs en la culture et inversement.
Selon Murray (2005), lacombinaison de I’ ED avec la culture, augmentela sensibilité
du diagnostic a plus de 85%.

La culture exige un temps relativement long pour rendre le re&suﬁ (
déclarée négative gqu’ aprés un mois), ce qui prolonge et é
en charge des malades (Anders, 2003 ; Kazemi-Ra
2010).

un diagnostique plus rapide, nous avons consolidé
serologiques telles que I’ immunofluorescenceindirec

et Compino, 2008), c'est u
utilisée dans le sérodiagngsti

L’ apport de I'lHl (dans le y % este controversé, selon Bailey et
L ockwood., 200 J \Jeke est limité ou elle est majoritairement
2gati ntreé\ M (1995) et Marty 2007 et De Assiseta et

rﬁlonter certaines limites des techniques clas-

; sfisibilités sont nettement supérieures a celle trouvé dans notre éude (17,02%),
pareontre notre sensibilité est similaire al’ étude réalisée par Kone et al., 2011, 17%,
et de I’ éude réalisée par Dondji et al., 2001 18,39% au Cameroun pour une raison
gu’on n’apas pu cerner.

En ce qui concerne la spécificité qui est de 100% dans notre éude, 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 laculture avec un y*=1,524 inférieur acelui de latable.
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La comparaison des résultats de cette technique avec celle de I'ED arévélé une diffé-
rence significative en faveur de I’ED avec un y°=7,261.

Le faible rendement de cette technique est peut étre 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).

Sdon Zougaghi et al., 2009 et Ben Ghazi, 2010, I’ é&at de compétence immunitaire

des patients (corticothérapie, immunodépression) et |le stade précoce deNa maadie
influence le taux danticorps sécrétés. En plus de ces inconvénie nature
d antigenes utilisés, la réalisation pratique de la technique, infl 0 ; idérgble-
ment lasensibilité de cette technique (Marty et al., 2007 ; Mai < 008).
L’ IFI est de plus en plus supplantée par les techniques ' wunvitisées telle
gue I'ELISA et le WB dont la spécificité et la ibilité oup plus élevées

(Marty et al, 2007).

Le WB est une technique de sérodiagnosti qui Svidenc réponse hu-
morale qualitative du sujet en analysant la ificité’( atiicarp retrouvés
(Ben Ghazi, 2010), en effet il a montr ilite d plus élevée de
toutes les techniques appliquées dans autelrg ievconsiderent comme
technique de référence en matiéreg G NhiNEqU 9% pour Ferroglio et
al., 2007 et de 100% pour Bach eONar Cor.

L es anticorps spécifiques@r > :.‘ des fractions antigéniques de
14 et/ou 16 Kda. ' AT 7 des 14 KDa et/ou 16 KDa, la pré-
sence de ces fraci
de cetest (R

: des patients co-infectés par Leishmania/VVIH, sachant que dans notre étude
stalet immunitaire de nos patients été inconnu.

-

La gspécificité de 67% retrouvée dans notre série ne s accorde pas avec celle de
I’ 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 trés 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) di a
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 ou selon Maia e¢ Compino, 2008, acejour, il N'y a
pas un accord sur les bandes typiques de référence qui permettent la distinction des
|ei shmanioses évol utives que ce soit cutanée ou viscérale.

Lediagnostic de laLC est enrichi ces derniéres années par |les techniques Polymerase
Chain Reaction (PCR), qui permettent |a détection des quantités minimes d’ ADN pa-
rasitaire dans différents prélevements.

La PCR est une méthode trés onéreuse et trés complexe mais extrémement sensible
(Boni, 1999 ; Solano-Gallego et al., 2001 ; Rieraet al., 2004).

La plasticité génomique des parasites, en général et celle des kin
culier, laisse le champ libre a la recherche des cibles 'genétigues A glaux tech-
niques de leur mise en évidence.

La PCR classique reste empirique, car elle dépen
facteur est en relation directe ou indirecte un
siéres et al., 2005). Lamise au point d une
étapes ; I’ extraction de I’ADN qui
tions, et I’amplification en utilisant |

AN
nt;-,.g_ s de |’ eau physiologique 9%o).

usivons trouvé gue les résultats sont comparables entre les deux méthodes, a
I’exception de quatre cas, ou les PCR des deux méthodes n'étaient pas en
concordance.

Cette extraction, en matiére de diagnostic de laleishmaniose, afait I’ objet d’ une éude
comparative d'abord par [|'équipe de Reithinger et al., 2000 qui ont montré
I"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 a 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 quelgues extractions avec la
pronase, sans aucune conséguence sur les résultats de nos PCR.

Reithinger et al. en 2000 ; Bensoussan et al., 2006 et Néffati et al., 2009 ont ainsi

prouvé I’ influence des amorces sur la sensibilité de la PCR.

avec I’amorce K13A/K13B ciblant ADNK, suivi par I
SLME ciblant les mini-exons qui ont été de 91,0 % (71/78)
pectivement.

Selon Bensoussan et al., 2006, la Sensibilité est | et e nombre de
copies de larégion amplifiée. La PCR K13A/ oS la méthode
la plus sensible pour le diagnostic de lal i 00 copies con-

& shmakii

a :
A pENE b e JK13B ; K13A (5-GAG
NB-NT C CAA CCC CCA GTT-
%lim Ce a été introduite par Rodgers
d@é& de choix pour étre utilisable, elle

-

servées des mini-cercles entre toutes

toutes les autres techniques utilisées. Cette positivité est relativement comparable a
celle apportée par Kone et al., 2011 au Mali ou il atrouvé une positivité de 85,7% (12
/ 14) mais ne concorde pas avec celle apportée par Néffati et al., 2009 ou 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 |’ équipe de Bensoussan et al., 2006 ou 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% danslaLC , avec
la paire d’amorce LINR4/ LIN17 ayant la méme cible, les mini-cercles de I’ ADNK,
et Shahbazi et al., 2008 trouvent 98,8%.

La PCR a confirmé le faible rendement des techniques classique (ED, culture et IFl),
et elle a corrigé un nombre considérable de cas révélés négatifs au moins avec I’ une
des trois techniques, €elle a positivé 23 cas en ED, 27 en culture, 32 en IFl et 10 en
WB.

Les cas rectifiés peuvent étre expliquées par plusieurs facteurs a s
charge parasitaire qui réduit les niveaux d’ anticorps anti-Lei shmani

al., 1990 et qui est de 66,3% avec
2010 rapportent une sensibilité e
ment.

d’une part, par lataille de(’ echantiign Shddi Sautre part et selon Maia et al.,
| iel biologique et le protocole de

esughde 'ltalie, a obtenu 85,3% de résultats positifs par IFl
cette paire d’amorces K13A et K13B sur le sang péri-
chiens infectés.

décrit une prédominance des symptomatiques avec 12,6 % des cas contre 0,5% de
sujets asymptomatiques. Dedet et al. ,1999 avaient déja signalé la fréquence des
personnes infectées asymptomatiques par rapport aux cas cliniquement patents (partie
emergee de I'iceberg). Dans notre cas la PCR arévéé plusieurs cas positifs déclarés
négatifs par les autres techniques, ceci est probablement en relation avec le fait que
certains patients seraient asymptomatiques. Cette hypothése devrait étre vérifiée au
prés des patients dans le cadre d’ une engquéte, chose pas faite par nos soins.

Marty et al., 2009 ont noté gue ce portage asymptomatique détecté par le WB varie
de 10 2438 % selon leslocalités. Au Sud de la France larecherche faite sur des échan-
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tillons de sang d'un centre de transfusion a montré que 13 % présentaient des anti-
corps anti-leishmanies et que 3 % contenaient de I’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 dernieres dans le diagnostic delaLC. En effet le
WB constitue un marqueur épidémiologique pour identifier tous les individus expo-
ses; laPCR kinétoplastique, grace a sa sensibilité élevée, constitue ég ent un outil
plus performant dans les enquétes épidémiologiques car elle ramene la ve de la

présence du parasite dans I’ hote (Biglino et al, 2010). S %






Conclusion

La leishmaniose cutanée constitue un probleme de santé publique dans I’ Ancien tout
comme dans le Nouveau monde. Elle est largement rependue avec |’ apparition de
nouveaux foyers. En Algérie; la LC est connue depuis longtemps sous ces deux
formes classiques LCZ et LCN et récemment une troisiéme la LCU. Le diagnostic
précoce est primordial pour une meilleure prise en charge et nécessite une détection
précoce de I’ infection, raison pour laquelle nous avons travaillé sur le oppement
d’un protocole qui combine différentes techniques afin d'avoir un outil de diagnostic
performant.

<
Le manque de standardisation nous a mené a comparer Ci AGRoStic
directes et indirectes afin de chercher les techniques | fiables.dansy e iagnos-
tiquedelalLC.
Dans cette étude, nous avons utilisé I’ examen direct \etla cuiturepetant les techniques
2 |€s techni sérologiques

classiques et d’ autres techniques performantes tell
(IF1, WB) et moléculaires, qui sont sensibles et perriatiedt, d e détection

rapide la présence de I’ agent pathogene.

Ces constatation
néfice de la WB

2 \\
| de diagnostic sOr et optimisé et particulierement
aement précoce souvent nécessaire pour |’ efficacité
ons proposé le diagramme suivant :

¥|ewion suspecte d’ une |eishmaniose cutanée, on commence toujours par un
\ 1 direct (ED), et si ce dernier se révele négatif on devra le complété par une
cultare, “en méme temps on fait appelle aux techniques sérologiques a savoir
I"'immunofluorescence indirecte (IF1) qui avec sa faible sensibilité et s 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
vra négatif (VN).

Si I'IFI est négative le role 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



négatif (VN), mais s'il est positif, il est nécessaire de refaire un ED, une culture et
méme une PCR.

Ce diagramme résume I’'importance de techniques sérologiques et moléculaires dans
le diagnostic de |aleishmaniose cutanée.

Lésion cutanée

' o
E ' IFl &X%

Culture

) [

(VN) Exclusion du diagnostic

o ol Sk (o

< ED/Culture/PCR

X

(VN) Exclusion du diagnostic

Figure 30 : Diagramme récapitulatif pour le diagnostic de |aleishmaniose cutanée.
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Annexes

Annexe 1: Réactifs nécessaire pour la PCR.

Réactifsdel’ extraction Réactifsde Réactifsde
I’amplification I’ électrophores

Tween 20, Amorces K13A/K13B, TAE,

Nonidet (NP 40), dNTP,

NaOH10N, Taq polymérase, Tampon ,

Tris1M, 10x,

Proténase k (20mg/ml), MgCl,.
Pronase (20mg/ml),

X
Phénol/chloroforme /isoamylal cool,,
Chloroforme,
I sopropanol,
Ethanol absolu,
Acétate de sodium 3M,
Eau distillée stérile et filtrée,
Eau physiologique 9%y
PBSpH 7, 4, \

QIAamp DNA Blood Mini kit (KIT
Qiagen), O
EDTA 10 Mm. A

X

Annexe 2: Consommable@ @ .
>
@_ ) @/&areillage

Consommable ,—— \\\

Gants propres,
Eppendorf (0,2ul

Microscope optique,

Hote,
0 ml Ultracentrifugeuse,
<

Centrifugeuse,
pH-meétre,
Bain-marie,

Balance de précision,
Etuve,
Thermocycleur,
Cuve de migration,

Support de coulage,
Peigne,
Vaccinostyle, Microonde,
Aiguilles, Agitateurs,
Cuve, Appareil photo.

Embouts.




Annexe 3: Code d espéce.

La technique isoenzymatique caractérise chague 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 & savoir, le type d’ héte sur lequel a été isolé le
parasite (MHOM = Homme), le pays d origine (FR =France), |I’année d’isolement
(78) et enfinlenom donné al’isolat (LEM75) (M. Hide, 2004).

2013/03/03




Annexe 5: Représentation schématique de caryotype moléculaire de quarte especes
de Leishmania.

M A0 7 1 =255 T2 1SS0

EN 131 Juajor (LEM1958), L.tropica (LEM1909) et L.aethiopica
: présente une bande chromosomique, avec a I'intérieure, le

cryomosomes correspondants. Lorsque deux chromosomes homologues d’une
gouche se différent dans lataille, ils sont indiqués par” &' et “b”. Le marqueur detaille
dl&curdire a gauche correspond aux chromosomes de S.cerevisiae et H.wingei (P.Wincker
et al, 1996).




Annexe 6: Taxonomie des leishmanies d apres |’ analyse du géne cytochrome b.

— LiLjarabica W g g g
67 L{L)turanica
B |—L|'L.lmapr TR T T .
L Clade 1
100 — L{L)majarike ===
B3 _
L.{L.Jaethicpica L tropica
L{L Jkillicki Clade 2 Coﬂplﬂ
95 100 L.(L.)Fopica ————_____-i
L.{L.)chagasi
L (L. Jirfartum
100 |
90 g3 L.(L.)archibakii
98  L(L)donovani
—— L.L.aristidesi
L.iL Jamazonens is
100 1IJEI|: L.{L.)garnhami %
. o s« |
1] L.{L ymexicana J b <A
BS
:%. brazilien sis|
complex
L  — —
r Lhertigi |
Complex |
-
N

o

; \\6 987). Les fleches représentent les phylums formés et basés sur

o




Annexe 5: Résumé du genome de L.major (Ivens et al, 2005).

Parameter Number
The genome

Size (bp) 816,678

(G+C content (%) 97

Chromosomes 36

Sequence contigs 36

Percent coding 479

Protein-coding genes
(enes
Pseudogenes
Mean CDS length (bp)
Median CDS length (bp)
GHC content (%)
(Gene density (genis per Mb)
Intergenic regions
Mean length (bp)
G+C contant (%)

RNA genes
tR?\'A?
IRNA
sIRNA
siRNA
sioRNA
spRNA

%
Region betwaen protein-coding CDS.

¢ . @
The exact number cannot be determined be@x@




Annexe 6: Mécanismes d échappements de Leishmania. (cité par C. Bogdan et M.

Réllinghoff,1998).

Strategy Mechanism

Example

Inactivation of complement components by
phosphorylation (C3, C5, C9)

Shedding of the lytic membrane attack complex
{C3b-9)

Protease-catalysed conversion of C3b to C3bi on
the parasite surface - parasite uptake by
macrophapes via CR3

Invasion of host cells lacking leishmanicidal
effector mechanisms {“safe targets™)

Inhibition of phagolysosomal fhsion

Inhibition of degrading phagolysosomal enzymes
Scavenging of reactive oxygen intermediates
Transformation into amastigotes

Alteration of the host
complement system

Prowection against
antileishmanial products

Inhibition of oxidative burst (abnormal PEC
activation)
Inhibition of iINOS expression or activity

Suppression of the synthesis
of anti-leishmanial products

[nduction of cytokines inhibiting/d
mactophages

Cytoking modulation

Suppression or lack of inductioy

Leishmanial protein kinases {LPK-1, c-lpk2)
(L. amazonensis, .. major)
L. mafor promastigotes

gp63 metalloproteinase

Immature or st
cells, dermal or{§
L. donovari LPG

infected

cylokines @ \ réphages/lack of 1L-12 expression in
. Rer 5 ymacrophages
Inhibition of antigen- 1 exgiressd 9/ f“’ﬁg.g @
presentation and T cell JHS Qlass A | g
stimulation
» auam-n‘
e loadies N\ donarani, L. major, L. amazonensis

\Y

Alteration of T cell

diﬁ'cmnliawmn

N
/
315 :«'

O

L. major, L. pifanoi, L. mexicana

Induction of an early IL-4 peak by the L. major
LACK antigen; counter-protective T cell epitopes
(L. major, L. amazonensis)

X
@



Annexe 7: Fiche de renseignements.
Hépital Central del’armée Service de parasitologie mycologie médical

Fiche de renseignement pour le diagnostic de la
L eishmaniose Cutanée

FicheN° :
rofession :........

Tel oo Unité

Datededébut delamaadie:.......c.coevveeieeeeeeiieannnn E
Antécédents :-personnelS:........ccoevevvie i
-Familiaux ..o

Renseignements clinique :

Notion de piqure de moustique :

Nombredelésion:............ endroit exacte)
Visage: Membre inf Cou et nuque :

Autrelocallsﬁtlo RN NN

1
Inflammatoire |:|
Squameuse ]
Furonculoide I:l
U= o= 11 0] o | =
Autre symptdmes méme inhabituelS ... ...
U (S Lo 0TSSP
Traitement .................... Posologie:............cceeeon.Date
La recherche des |eishmanioses a-t-elle dga eté faire :-Oui | | Non :| |
OU e Résultat



Préparation desréactifs :
Annexe 8: preparation de Giemsa.

e 1gde Giemsas Azur-Eosin-Methylen bleu
e 54 ml Glycérol
e 84ml méthanol

Lapréparation :

pour fondre la poudre ensuite filtrer la solution 3fois
puis incubé dans I’ étuve environ 15jours.

Annexe 9: Préparation de I’ Ethanol 70° .
Pour préparer I’ éthanol 70°, et selon la tablede mouil I'al ter 40,85ml
d eau distillée a 100ml d'éhanol 96%, ou4 | o' ec s dui@ ml d’ éthanol

100%. O @
Préparation des tampons : & % )
Annexe 10: PBS 7,2 % @
eau distillée .La conservation se
N

\onidet NP) + 10l TrislM

Dissoudre un flag
fait dansun frig

Onmélange dans un bécher le Na OH, le Tween20 et le Nonidet NP et on compléte
jusgu’ a 100ml, par 989ml d’eau distillée puis on gjoute 10ul de Tris IM pH 7,2.

Annexe 12: Tampon TE (TriEDTA) , gjuster lepH a 8 par le NaOH 100%

[Tris (hydroxymeéthyl) aminométhane] 1 mol/I (121 0).
EDTA (sd disodique de I’ acide éthylene diamine tétra acétique) 1 mol /I (292 g).



Annexe 13: TAE(TrigAcétate/EDTA).

Pour préparé 100 ml de TAE :

24,29 de Tris base 2M

5,71ml Acide acétique

10ml EDTA 0,5M

84,29 ml d'eau distillée pour complété la quantité a 100ml.

Annexe 14: Préparation de gel de migration.
20ml de TAE

980ml eau distillée S

TAE : 20ml de TAE complété jusqu’a 1000ml par I’ eau distillée.

2% Agarose (2g) — 100ml Tampon TAE dilué \%
4g —» 200ml Tampon TAE dilué

Préparation de gdl :
Fonder compléement la quantité d’ agarose (4g) d tampon 3&E (200ml) par une

micro-onde pendant 2’ environ (le gel devient tran . Rgouter10ul de BET
puis laisser lasolution arefroidir en quel qu%& @
Annexe 15: Bromure d’ éthidium N Qg}@

AatiQ ; MARiim quaternaire, c est

esrésidus doivent étre

de biol
vient flu {4VEec une co
II

0S€ a des rayonnements ultraviolets, il de-
orangée 20 fois plusintense lorsqu'il est lie a

? =10ug/ml
=200ml  C,=0,5ug/ml

0,5*10/10 =10ul de BET (0,5mg/ml) pour 200ml d’ Agarose.

Annexe 16: Préparation du moule pour couler le gdl :

Apres avoir obturé les deux extrémités du moule avec un scotch, placer le moule sur
une surface bien horizontale et disposer dans les encoches prévues a cet effet les
peignes nécessaire a la réalisation des puits dans le gel, Il faut qu’ils soient au mini-
mum a1 mm du fond et aenviron 1 cm de I’ extrémité du support.



Annexe 17: Coulage du gel :

Verser lentement le gel dans le moule sans dépasser |e niveau supérieur des dents du
peigne.

Laisser refroidir a température ambiante 30 mn environ avant d’ enlever délicatement
les peignes. Les puits sont alors préts pour recevoir les depdts d ADN et le scotch
fermant la cuve peut-étre enlevée.

Annexe 18: Mise en place du gel danslacuve

Découper le gel selon le nombre de puits qui est en % tioF
d’ échantillons. Les puits sont placés du cété de la cathod
tampon TBE jusqu’ au niveau supérieur du gel.

Le reste du gel non utilisé, peut ére conservé a +#4°C plusie
soin de I’emballer dans un film plastique rapidem anqu

par évaporation. @

Annexe 19: Caracté&istiquesdela
|ques spécifiques de
< _|cuI|ers, eles ont utilisé

/support).

La pronase et la protéinase K/ 8

I" hydrolyse de liaisons peptidiques entsaa _

dans |’ extraction d ADN heSpl I - sai :
3?39 <

Caractéristiques /~ \P ()

Pronase

40a60° C

2h

75

(-15 a -25°C) pendant une
année

(+2 a+8°C)

Tm optimal

10 & 20mg/m
. >65°C 80°C
ido¢noléculaire 28930 Da 20 000 & 60 000 Da




Annexe 20: Préparation des différents milieux de culture.

Milieu albumen- Milieu vitellus- Milieu RPMI Milieu RPMI
urine (AU) urine (VU) (avec L-glu) (sansL-glu)
Blanc d’ eeuf re- Blanc d’ ceuf re- 1,64g de RPMI Flacon de RPMI
cueilli aseptique- cuellli aseptique- poudre aL-glu poudre sans L-glu

ment + ment +

40% d’'urine

Agitation ma-
nuelle smple

Addition de
I"antibiotique

Distribution dans
destubes pyrex
stérilesaraison de
5m/tube
Solidification au

bain marie en po-
sition inclinée.

40% d' urine

Agitation manuelle
simple

Addition de
I’ antibiotique

Distribution dans
des tubes pyrex
stériles araison de
5m/tube

Solidification au

Fonte dans 90ml
d' H,Ops

Addition de 10%
(10ml) de SVF

Ajout de 4-5gouttes

@@

Ny,
L a conservation @ait a+4\

&

I'2 (pénicil-
streptomy-

Distribution dans
des tubes pyrex a
vis stérilesaraison
de 5-6ml

|
perant %\ -
X%

20MpPOScs X<de |I’amorce K13a/K13b selon le Protocol S.
Conc Concentration  Volume  préevé
wj@g\ finale* pour 1 PCR
wy 1l Sul
2,5Mm 1,5mM 3ul
10mM 200pM 1l
20mM 0,4uM 1ul
AmorceR 20Mm 0,4uM 1l
Taq poly U/ul 5U 1,5U 0,3ul
H20 28,7ul
ADN 10ul 10ul
Total S0ul

* . concentrations utilisées dans |e protocole S.Kerr 2006.



Annexe 22: Conditions d’amplification selon le protocole S.Keer 2006.

Protcoles Keer 2006

Dénaturation initiale 94°C 5mn
Dénaturation 94°C 60 sec
Hybridation 65°C 60 sec
Extension ou Elongation 72°C 90 sec

Elongation finale 72°C 7 mn

Nombredecycles 30 \
Annexe 23: Photos d’ appareillages (Photos originales)

Thermocycleur

Agitateur magnétique Centrifugeuse






