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Résumé 

Les leishmanioses sont des maladies parasitaires touchent l’homme. En Algérie il existe deux 

formes cliniques de leishmaniose. En absence d’un traitement efficace pour cette maladie 

nous avons réalisé se travaille pour tester l’action de deux produits génotoxiques et évaluer 

leur effets sur l’ADN de différentes espèces de Leishmania par COMET assay, afin de 

confirmer leur aspect thérapeutique contre la maladie de leishmaniose. Les deux produits tels 

que H2O2 et le DAC avec des concentrations différentes, présentent un effet sur deux 

niveaux : cellulaire et nucléaire pour les différentes souches de Leishmania. 

Mots clé : Leishmaniose, COMET assay, produits génotoxiques , H2O2, DAC . 

 

 

Summary 

Leishmaniasis is parasitic diseases affecting the man, In Algeria there are two clinical forms 

of leishmaniasis. In the absence of an effective treatment for this disease, we realized this 

work to test the action of two genotoxic products and estimate them effects on the DNA of 

various species of Leishmania by COMET assay to confirm their therapeutic aspect against 

the disease of leishmaniasis. Two products H2O2 and the DAC with different concentration 

present effect on two level: cellular and nuclear on various stem of Leishmania. 

Keywords: Leishmaniasis, COMET assay, genotoxic products, H2O2, DAC. 

 

 

 :ملخص 

يوجد في الجزائر نوعان من هذا الداء . في غياب ,  الانسان  عند تتكاثر الطفيليات التي أحد يسُببه مرض الليشمانيات داء

و نية وجود علاج جديد عن طريق مواد سمية قمنا بهذا العمل من اجل التعرف على امكا , علاج ناجع و فعال لهذا المرض

. كلتا  المذنب اختبارعن طريق  على مختلف انواع مسببات هذا المرضمن اجل اظهار فعاليته على الحمض النووي  

 ا فعاليتها على مستويين الخلوي و النووي .اظهرتالمستعملتين اكسيد الهيدروجين و ثنائي اكسيد الكلور , المادتين 

 :كلمات المفتاحية 

 ,  اكسيد الهيدروجين , ثنائي اكسيد الكلور. سمية مواد,  المذنب اختبار,  الليشمانيات داء
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Les leishmanioses sont des maladies parasitaires transmissibles dues à un protozoaire flagellé, 

parasite du système reticulo-histiocytaire, appartenant au genre Leishmania, transmis aux 

mammifères vertébrés (hôte) par la piqure d’un insecte (vecteur) : le phlébotome femelle 

infectée du genre Phlebotomus dans l’ancien monde et Lutzomyia dans le nouveau  monde.  

Les leishmanioses sont des maladies tropicales négligées qui touche plus de 12 millions de 

personnes dans le monde, avec 350 millions de personnes à risque (Sarkari et al., 2016). Cette 

maladie est causée par des parasites du genre Leishmania. Chez l’homme, ces maladies 

peuvent avoir des manifestations cliniques cutanées (LC), muco-cutanées (LMC) ou 

viscérales (LV) (Chaara et al., 2015). 

L’Algérie est un pays ou la Leishmaniose cutanée  (LC) et viscérale (LV) sévissent à l’état 

endémique et où la LC a touché plus de 25000 personnes en 2005 (Eddaikra et al., 2013). 

L’OMS classe l’Algérie comme le deuxième pays le plus touché par la LC après 

l’Afghanistan (Alvar et al, 2012), dont les agents sont  Leishmania major, Leishmania 

infantum et Leishmania killicki. La leishmaniose viscérale (LV), est transmise par Leishmania 

infantum. La situation épidémiologique en Algérie est inquiétante. La maladie est en 

réémergence et la propagation semble être due à plusieurs facteurs dont les changements 

environnementaux le statut immunitaires des hôtes et au développement de résistances aux 

différents traitements utilisés. 

Parmi les molécules de synthèse, le peroxyde d’hydrogène H2O2 et le dioxyde de chlore DAC 

sont des produits qui possèdent  des propriétés antibactériennes, et qui pourraient avoir un 

effet leishmanicide. Le peroxyde d’hy,drogène est utilisé en Algérie comme antiseptique local 

pour nettoyer les lésions et les plaies avant chaque traitement, tandis que le chlorite de sodium 

a été utilisé dans le traitement de leishmaniose cutanée en Afghanistan. Ces deux produits 

présentent un effet anti-infectieux et immun modulateur favorisant la réparation des tissus 

(Jebran et al, 2014). 

La résistance au traitement de la leishmaniose étant un sérieux problème en Algérie, deux 

produits sont en cours d’étude dans le laboratoire d’Eco-épidémiologie parasitaire de l’Institut 

pasteur d’Algérie, pour évaluer leur effet thérapeutique et toxique sur Leishmania. Ce travail 

ce veut comme une suite d’une première étude qui a permis de déterminer l’activité 

leishmanicide et cytotoxique in vitro de ces deux produits. Le but étant dans un premier temps 

de faire une mise au point de la technique des comètes sur Leishmania ; et en deuxième temps 

d’évaluer la génotoxicité du H2O2 et du DAC à des concentrations extrêmes, par l’étude des 
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dommages sur l’ADN de différentes espèces de Leishmania sous leur forme promastigote  par 

la technique du test des comètes en milieu alcalin. 



 

 

 

 

Généralités  
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1. Les leishmanioses 

1.1. Définition   

Les leishmanioses sont des anthropozoonoses dues à des protozoaires du genre Leishmania (Basset 

et al., 1999 ; Dedet et Pratlong, 2001), de la famille des Trypanosomatidae (Lightburn et al., 2000). 

Ce sont des maladies infectieuses dues au parasitisme des cellules mononuclées par des protozoaires 

flagellés (Del Giudice et al., 2001). Ces parasites obligatoires dihétéroxènes, affectent de 

nombreuses espèces de mammifères, dont l’homme (Dedet, 2001). Ils sont transmis par la piqûre 

infectante d’un insecte diptère vecteur hématophage de 2 à 4 mm de long (Marty, 2002) appartenant 

au genre Phlebotomus dans Ancien monde et Lutzomyia dans le nouveau monde (Osman et al., 

2000). 

1.2. Historique  

 La première description clinique moderne est celle de Mc Naught en 1882 et c’est Cunnigham en 

1885 qui découvrit les parasites dans un prélèvement de « bouton d’Orient ». Le parasite Leishmania 

fut découverte par Sir William Leishman en 1900 dans des frottis de la rate d’un soldat mort de 

fièvre à Dum-Dum en Inde. Alors qu’il publiait ses résultats en 1903, Charles Donovan identifia le 

même parasite dans une biopsie de rate. Le parasite fut nommé Leishmania donovani en leur honneur 

et la forme amastigote du parasite est communément appelée corps de Leishman-Donovan (Roberts 

et Janovy, 2000 ; cité par (Forget, 2004). En 1921, les frères Sergent et leurs collaborateurs 

établissent le rôle de vecteurs des phlébotomes. Mais la transmission par la piqûre ne fut prouvée 

qu’en 1941 par Adler & Ber. Knowles, en 1924, l’établit pour le kala-azar, Parrot et Donatien le font 

pour la leishmaniose canine en 1930 (Mazelet, 2004). 

 

2. Épidémiologie  

Leishmania implique le passage alterné d’un hôte mammifère à un autre par l’intermédiaire d’un 

insecte vecteur, le phlébotome. 

La plupart des leishmanioses sont des zoonoses, ce qui signifie que les réservoirs naturels des 

Leishmania sont des mammifères domestiques ou sauvages qui diffèrent selon les espèces de 

Leishmania : carnivores, rongeurs, marsupiaux, etc (Dedet, 2001). Pour certaines espèces comme L. 

donovani, l’homme semble être le seul réservoir du parasite. 
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2.1. Agent pathogène  

Les leishmanies sont des flagellés sanguinoles, appartenant à l'ordre des kinétoplastidés (Dedet, 

2009). Ils présentent au cours de leur cycle deux stades évolutifs distincts : le stade amastigote est 

intramacrophagique et retrouvé chez les hôtes vertébrés dont l’homme ; et le stade promastigote libre 

et mobile est retrouvé dans l'intestin du phlébotome et dans les milieux de culture (Chabasse et al., 

2007). 

Ce parasite est transmis de mammifère à mammifère, par la piqure d'un arthropode vecteur " le 

phlébotome" (Marty, 2009). Ce dernier pique la nuit ; préférentiellement à la tombée du jour (Dedet 

,2009). Le parasite pénètre dans le macrophage et le promastigote se transforme en amastigote. 

2.2. Taxonomie  

Les leishmanies sont des parasites protozoaires appartenant au règne des Protista, sous -règne des 

Potozoa, Embranchement des Sarcomastigophora, Classe des zoomastigophorea (Quitterie et al., 

2005), famille des Trypanosomatidae (Dedet 2001), Genre Leishmania (Hide, 2004) le Genre 

Leishmania comprend deux sous Genres Leishmania et Viannia (Dedet ,2009), ces espèces sont 

morphologiquement identiques et ne sont différenciées que par une caractérisation biochimique iso-

enzymatique ou moléculaire de l’ADN. 

3. Les formes cliniques de la leishmaniose en Algérie  

On distingue deux formes de leishmanioses en Algérie : viscérale et cutanée. 

 La leishmaniose viscérale (LV) : Elle représente la forme la plus grave de la maladie. Les 

parasites ne restent pas au niveau du site de piqure. Ils migrent vers les organes lymphoïdes, 

via les systèmes sanguin et lymphatique. La LV se caractérise par des poussées de fièvre 

irrégulières. Une perte de poids, une hépato-splénomégalie, une lympho-adénopathie et une 

anémie (Acebey et al, 2008). L’agent de la maladie est Leishmania infantum.  

 Leishmaniose cutanée (LC) : Elle se caractérise par la formation d’une petite papule 

prurigineuse rouge sombre qui apparait au site de piqures. Puis, elle s’ulcère, s’infiltre en 

profondeur et se recouvre d’une mince croute évoluant lentement sous forme sèche ou forme 

humide. Elle laisse de profondes cicatrices non pigmentées (Acebey et al.2008). Trois agents 

sont responsable de la LC en Algérie : Leishmania major responsable de la leishmaniose 

cutanée zoonotique, Leishmania infantum responsable de la leishmaniose cutanée sporadique 

du Nord, et Leishmania killicki, isolée pour la première fois en Algérie dans la wilaya de 

Ghardaïa (Harrat et al., 2009). 
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4. Répartition géographique  

Les leishmanioses sont largement répandues à la surface du globe sévissent sur les 4 des 5 

continents  

- Leishmaniose viscérale avec cinq foyers : indien, méditerranéen, chinois, américain (Brésil), 

africain (foyers est-africain, avec quelques cas en dehors des foyers traditionnels [Cameroun]). 

- Leishmaniose cutanée : trois foyers, méditerranéen, américain, africain. 

- Leishmaniose cutanéo-muqueuse : un seul foyer, américain (Soto et al., 2009).  

 

4.1. En Algérie 

L’Algérie est un pays qui compte parmi les plus exposés au Monde. Elle est concernée par quatre 

formes cliniques sévissant à l’état endémique : la leishmaniose viscérale (LV), la leishmaniose 

cutanée sporadique du nord (LCS) et la leishmaniose cutanée zoonotique (LCZ) (figure 1) et tout 

dernièrement, la forme cutanée à L. killicki qui fut récemment signalée à Ghardaïa (Alavar et al., 

2012). 

 

Figure 1: Localisation de la Leishmaniose cutanée en Afrique du Nord (Aoun et al., 2013) 

 

 Leishmaniose Cutanée sporadique du Nord 

La leishmaniose cutanée sporadique du Nord (LCN) est connue en Algérie sous le nom de clou de 

Mila. Elle a été rapportée par Sergent en 1923 (Sergent et al., 1923). Cette forme présente la 

particularité de siéger au niveau du visage sous forme d’une lésion nodulaire souvent unique, très 

riche en parasites. Son évolution chronique s’étale entre 6 et 12 mois (Belazzoug, 1986 b). Ténès est 

le foyer actif de la leishmaniose cutanée du nord (Izri et al., 1993). Le chien est le principal réservoir 

de L. infantum (Benikhlef et al., 2004). 
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 Leishmaniose Cutanée Zoonotique 

 

Cette forme sévi à l'état endémo-épidémique au niveau des zones arides et semi-aride de l’Algérie 

Les débuts de l'épidémie remontent à 1982 avec l'apparition des premiers cas à l’Est du chott El 

Hodna. Rapidement toute la région fut concernée ; l'incidence de la maladie atteignit 9 pour mille en 

1982 (Belazzoug, 1983). L'épidémie ne se limita pas à la région de M'sila puisque les wilayas 

voisines déclarèrent elles aussi des cas, avec cependant une incidence nettement plus faible. 

L'extension de la maladie a touché les wilayas suivantes : Biskra Tiaret, Bordj Bou Arreridj, Batna, 

Djelfa, Saida, Sétif, etc. Elle fut signalée la première fois dans la wilaya de Ghardaïa. Elle constitue 

l’un des gros foyers émergents de leishmaniose cutanée, d’après la Réunion du Comité de pilotage de 

lutte contre la leishmaniose 18 413 cas y ont été recensés au cour de l’année 2010. 

Une nouvelle forme de leishmaniose cutanée fut récemment découverte à Ghardaïa par Harrat et al 

(Harrat et al, 2009). Les différents prélèvements effectués sur les malades ont révélé la présence de 

L. killicki. La leishmaniose cutanée provoquée par L. killicki a été décrite pour la première fois au 

Maghreb en 1986 dans le sud tunisien (Ben Ahmed et al., 2009). C’est une nouvelle forme clinique 

urbaine émergente, d’allure épidémique à profil épidémiologique particulier, cette forme est apparue 

en 2005 à Ghardaïa. Son vecteur est P.sergenti (Harrat et al, 2009), et le réservoir reste inconnu. 

 

 Leishmaniose Viscérale Zoonotique 

 

Elle s’étend sur toute la partie Nord du pays au niveau des étages bioclimatiques humide et 

subhumide, mais il est important de signaler la survenue de nombreux cas dans les régions semi-

arides et arides connues pour être des foyers de leishmaniose cutanée zoonotique. En effet, 

Belazzoug (Belazzoug et al., 1986) signalait déjà la présence de 21 cas de leishmaniose viscérale à 

Biskra, foyer de leishmaniose cutanée, en 1986. D’autres cas continuent à être signalés dans le 

Hoggar et dans le Tassili N’ajjar (Belkaid et al., 1997). À côté des anciens foyers (Tizi Ouzou, 

Constantine, Jijel, Mila, Boumerdès et Médéa), de nouveaux sont apparus. Il s’agit d’Annaba et de 

Collo à l’Est, de Blida, Cherchell, Ténès et Chlef au centre et de Tlemcen et Oran à l’Ouest. En 

1987, l’Ouest algérien était considéré par Belazzoug (Belazzoug et al., 1987) comme indemne de 

leishmaniose viscérale humaine. 

Entre 1995 et 2003, 1 654 cas ont été déclarés à l’Institut national de santé publique (INSP). Cette 

incidence est sans doute inférieure à la réalité dans la mesure où plusieurs cas échappent au 

diagnostic du fait de l’insuffisance de l’infrastructure sanitaire dans les zones rurales. 
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5. Caractères morphologiques  

Les leishmanies présentent au cours de leur cycle, deux stades évolutifs distincts : 

amastigote et promastigote. 

5.1. Le stade amastigote  

C’est la forme intracellulaire des leishmanies que l’on retrouve dans les cellules du système réticulo-

histiocytaire des hôtes vertébrés et dans les cellules mises en culture (figure 2a,b). Ce sont de petits 

corpuscules ovalaires ou arrondis de 2 à 6 μm de diamètre, immobiles, enveloppés d’une membrane 

bien définie, présentant un gros noyau, un appareil flagellaire rudimentaire appelé rhizoplaste attaché 

à un blépharoplaste et un corpuscule parabasal (kinétoplaste) qui est une mitochondrie géante 

contenant de l’ADN. Et se multiplie par scissiparité. (Acebey et al., 2008). 

 

 

Figure 2a : Photo de la forme amastigote intramacrophagique de Leishmania Gx100 (coloration 

Giemsa) (IPA). 

 

Figure 2b : Schéma représentant la forme amastigote de Leishmania (originale). 
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5.2. Le stade promastigote 

Munie d’un flagelle antérieur, cette forme est issue de la forme amastigote aspirée par le phlébotome 

au cours d’un repas sanguin. Il s’agit d’un organisme allongé, d’environ 10 à 25μm de longueur .Le 

noyau est approximativement central. Le kinétoplaste est situé en position antérieure et le flagelle 

libre s’échappe à l’extrémité antérieure promastigote procyclique. Cette forme se développe par 

scissiparité dans l’intestin moyen du phlébotome puis migre jusqu’au pharynx et devient 

métacycliques (Handman, 2001). La durée de cette phase varie de 14 à 18 jours. Le parasite est 

régurgité par l’insecte au moment de son repas sanguin. C’est aussi la forme que l’on retrouve dans 

les milieux de culture. (Figure 3a, b). 

 

 

Figure 3a : Photo des formes promastigotes de Leishmania Gx100 colorées au Giemsa (IPA). 

 

Figure 3b : Schéma représentant la forme promastigote (originale)  

 

5.3. Organisation cellulaire 

Les leishmanies sont des eucaryotes unicellulaires pourvus d’un organite spécifique aux 

kinétoplastidés, le kinétoplaste, situé en position antérieure. Il contient deux types de molécules  
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d’ADN, les maxi-cercles et les mini-cercles. La composition cellulaire des leishmanies inclue des 

organites plus classiques tels que le noyau, le flagelle et sa poche flagellaire ou encore l’appareil de 

golgi (Figure 4). 

La membrane plasmique est composée principalement de glycolipides de haut poids moléculaire 

(GIPLs) et de protéines membranaires (Hide, 2004). 

 

Figure 4 : Schéma de l’organisation cellulaire de Leishmania. (Bestiero et al., 2007). 

 

5.4. Cycle de vie  

La leishmaniose est transmise à l'hôte définitif par la piqûre du phlébotome femelle, qui a joué le rôle 

d'hôtes intermédiaires (Figure 5). Les phlébotomes injectent la larve au stade infectieux, de 

promastigotes métacycliques, pendant le repas de sang (1). Les promastigotes métacycliques qui 

atteignent la plaie de piqûre sont phagocytées par les macrophages (2) et se transforment en 

amastigotes (3). Les amastigotes se multiplient dans les cellules infectées et atteignent différents 

tissus, suivant (du moins en partie) l’espèce de Leishmania qui est impliquée (4). Ces spécificités 

d’atteinte tissulaires différentes sont la cause des manifestations cliniques qui différent dans les 

diverses formes de leishmaniose. Les phlébotomes s’infectent pendant les repas de sang sur un hôte 

infecté quand ils ingèrent des macrophages porteurs d’amastigotes (5.6). Dans l’intestin du 

phlébotome, les parasites se différencient en promastigotes (7), qui se multiplient et se différencient 

en promastigotes métacycliques et migrent dans la trompe du phlébotome (8) (« Cycle évolutif »). Le  

https://fr.wikipedia.org/wiki/H%C3%B4te_d%C3%A9finitif
https://fr.wikipedia.org/wiki/Phl%C3%A9botome
https://fr.wikipedia.org/wiki/H%C3%B4te_interm%C3%A9diaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Phl%C3%A9botome
http://leish.ifrance.com/Utilitaires/Cycle.swf
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parasite modifie l'odeur de son hôte, ce qui attire des phlébotomes qui vont eux-mêmes s'infecter et 

alors contribuer à véhiculer la maladie (O’Shea 2002).  

 

Figure 5 : Schéma du Cycle de vie du parasite Leishmania. (CDC, 2002). 

 

5.5.  Le vecteur de Leishmania  

Les flagellés du genre Leishmania sont transmis par des insectes diptères de la famille des 

Psychodidaes appartenant au genre Phlebotomus dans l’ancien monde, et Lutzomyia dans le nouveau 

monde (Ripert, 1996). Les phlébotomes sont les vecteurs exclusifs dans la transmission des 

leishmanioses. L’adulte mesure 2 mm à 5 mm de longueur. Il est d’aspect « bossu » et à peine coloré. 

Le corps, les ailes et les pattes sont velues, les yeux sont nettement visible (Figure 6).  

Les phlébotomes vivent dans les pays tempérés et tropicaux. Les adultes ont une activité 

crépusculaire et nocturne. Leur vol est silencieux .Seules les femelles sont hématophages. La piqure 

est douloureuse car ces insectes dilacèrent les téguments avec leurs pièces buccales pour aspirer le 

sang (Ripert, 1996). Elles s’alimentent par telmophagie de sang et de lymphe. Ce repas peut 

s’effectuer de manière interrompue, à la suite de plusieurs piqures, sur le même individu ou sur les 

des individus différents. Il faut noter que la salive inoculée est allergisante (érythème, douleur) et  
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participe activement à l’installation et à la multiplication des leishmanies chez l’hôte vertébré 

(Monteiro et al., 2005). 

 La longévité de ces insectes est de l’ordre de quelques mois. Un cycle gonotrophique complet dure 

environ six semaines. La femelle ne prend qu’un seul repas sanguin par cycle (Leger et Depaquit, 

1999). 

 

 

Figure 6 : Photo d’un Phlébotome femelle. (Poinsignon, 2005). 

 

5.6. Les réservoirs du parasite 

Ce sont les animaux sauvages et domestiques (en particulier les chiens errants); les commensaux 

(rats); les hommes. 

Il existe deux entités : 

- La forme zoonotique, avec le chien comme principal réservoir de parasites (Bassin méditerranéen, 

Moyen Orient, Brésil). La leishmanie en cause est L. infantum, 

- La forme anthroponotique où l’homme est la seule source d’infection pour le vecteur (Inde, 

Soudan, Soudan du Sud). La leishmanie en cause est L. donovani. Le nom de kala-azar vient de 

l’Inde (Syndar et al., 2010). 
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6. Aspects génétiques de Leishmania  

6.1. Le Génome de Leishmania 

Comme tous les kinétoplastidés, les Leishmanias possèdent deux types de génome : un génome 

nucléaire et un génome kinétoplastique (Clayton et Shapira, 2007). 

 

6.1.1. Le génome kinétoplastique 

Le kinétoplaste représente de 10 à 20% de l’ADN total de la cellule et il est considéré comme un 

ADN mitochondrial. C’est en effet une portion particulière de l’unique mitochondrie, il est constitué 

de deux types de molécules d’ADN circulaire : les maxi-cercles (environ de 10 à 30 par cellule) et 

les mini-cercles (de 5000 à 10 000 par cellules) entrelacés les uns dans les autres constituant un 

réseau complexe et condensé (Ivens et al, 2005). 

Les maxi-cercles d’une taille 20 à 40 kb selon les espèces sont identiques dans un même réseau, et 

sont équivalents de l’ADN mitochondrial des eucaryotes supérieurs. Ils contiennent des gènes 

classiques de la mitochondrie qui codent pour l’ARN ribosomique (ARNr) , des gènes qui codent 

pour les petits ARN appelés ARN guide (ARNg), qui interviennent dans un processus très original de 

modification post transrationnelle de la séquence de l’ARNm appelé l’ARN éditing, et codent aussi 

pour des gènes de la chaine de transports des électrons ((cytochrome oxydase, complexe NADH 

déshydrogénase …) (Gott, 2003). 

Les mini-cercles d’une taille inférieure à 1 Kb, codent également pour des ARNg. Mais 

contrairement aux maxi-cercles, leur séquences sont très variables au sein d’une même espèce et 

aussi d’une espèce à l’autre (Ivens et al., 2005). 

 

6.1.2. Le génome nucléaire  

Leishmania est essentiellement diploïde car elle porte deux copies de la plupart de ses chromosomes 

homologues (Peacock et al., 2007 ; Ivens et al., 2005 ; Rogers et al., 2011 ; Bastien et al., 1998 ; 

Mannaert et al., 2012). Cependant, il existe de plus en plus des études suggérant que l'aneuploïdie 

peut se produire chez certaines espèces de Leishmania. (Rogers et al., 2011 ; Mannaert et al., 2012 ; 

Sterkers et al., 2012). Tandis que Le nombre de copies des chromosomes peuvent varier 

considérablement selon les souches et les espèces provenant de différentes régions géographiques. 
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Le nombre de chromosomes chez Leishmania est resté longtemps indéterminé à cause de l’absence 

de condensation au cours de cycle cellulaire. Grace à la technique d’électrophorèse en champ pulsé, 

il a été possible de visualiser les chromosomes de Leishmania. Son génome mesure d’environ 35 Mb 

est distribué sur 36 chromosomes dont la taille varie de 0.3 à 2.8 Mb. Il faut noter que certaines 

espèces n’ont que 34 à 35 chromosomes mais la complexité du génome est conservée (Britto et al., 

1998 ; Peacock et al., 2007).  

6.2. Le séquençage du génome de Leishmania  

Le projet de séquençage de Leishmania a pris forme lors d’une réunion à Rio de Janeiro en 1994 

(Ouellette et al., 2003), et il a débuté avec la souche Leishmania major et qui a été complété en 2005, 

suivi par le séquençage des génomes de L infantum et L braziliensis qui a été achevé en 2007 

(Peacock et al., 2007). 

Le séquençage a permis d’établir le nombre de chromosomes de plusieurs espèces de 

Leishmania.(Wincker et al., 1996) Les caryotypes moléculaires des espèces de Leishmania du Vieux 

Monde L infantum, L donovani, L major et L tarentolae comprennent chacune 36 chromosomes 

.(Wincker et al., 1996), alors que les espèces du Nouveau Monde, L braziliensis , et L mexicana ont 

respectivement 34 et 35 chromosomes, en raison des événements de fusion des chromosomes 20 et 

34 dans ces derniers (Britto et al, 1998 ; Peacock et al., 2007). 

L’une des caractéristiques du génome de Leishmania est sa richesse en guanine/cytosine (G/C) : elle 

atteint en moyenne 60% dans les régions codantes. Le génome comporte de 60 à 65 % de séquences 

uniques, 13% de séquences moyennement répétées et environ de 12 % de séquences fortement 

répétées (Tableau 1). Ivens et ses collaborateurs décrivent 8272 gènes codant des protéines, 911 

gènes d’ARN et 39 pseudo-gènes (Ivens et al., 2005). 

Tableau 1: Caractéristiques du génome de certaines espèces de Leishmania utilisés dans notre 

étude. 

 

 

 

 

 

Facteurs L.major L.infantum L.amazonensis 

Nombre de chromosome 36 36 34 

Taille de chromosome (Mb) 0.27-2.68 0.28-2.67 29.6 

Taille total de GC contenu 

(Mb) % 

 

59.72 59.58 58.5 

Les gènes codant les 

protéines 

8400 8199 8100 
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7. Le traitement de la leishmaniose 

La thérapeutique des leishmanioses n'a connu que certains changements limités depuis de 

nombreuses années. Le traitement des leishmanioses reste complexe, en raison de la multiplicité des 

formes cliniques, des différentes espèces de Leishmania et de leur sensibilité variable aux traitements 

antileishmaniens, ainsi que le nombre restreint de produits disponibles. Il est dominé depuis les 

années 1920 par les dérivés stibiés à la fois pour le traitement des formes viscérale et cutanée. 

Pour la LV, l’accroissement des cas de co-infection LV/SIDA et l’apparition des résistances aux 

antimoniés (Croft et al., 2006), ont conduit à utiliser l’Amphotéricine B, surtout sous sa forme 

liposomale, en première intention dans de nombreux pays. L Miltéfosine, premier antileishmanien 

oral, très efficace en Inde où elle est utilisée en première ligne, est également un des médicaments 

essentiels (Dhillon et al., 2008). La Pentamidine n’est plus utilisée que dans certaines formes de LC. 

L’utilisation délicate de ces molécules, compte tenu de leur voie d’administration parentérale et leur 

toxicité, ont conduit à de nouveaux essais thérapeutiques, mais il n’existe pas de produit réellement 

nouveau en développement. Des produits comme l’Aminosidine ou les Imidazolés peuvent se 

positionner en seconde intention dans certaines formes de leishmanioses. 

L’organisation mondiale de la santé (OMS) a recommandé l’utilisation des traitements locaux tel que 

la Paromomycine en pommade et l’infiltration des lésions avec les antimoniés comme un traitement 

de première intention pour les cas de LC sans complication (Firdessa et al., 2015). 

 

En Algerie, le ministère de la Santé a recommandé l’utilisation de Glucantime ® en intramusculaire 

ou en péri-lésionnelle comme un protocole de traitement de la LC et de la LV, dans le cas de non 

réponse, il est recommandé d’utiliser l’Amphotéricine B (Fungizone ®) par voie intraveineuse 

(Eddaikra et al, 2013). 

 

7.1. Les Sels d’antimoine pentavalent  

L’antimoine pénètre dans la cellule hôte (macrophage), traverse la membrane phagolysososmale et 

va ainsi agir contre le parasite intracellulaire. Les premiers travaux ont suggéré que les antimoines 

agissent probablement en inhibant la glycolyse et l’oxydation des acides gras (Sereno et al., 1998). 

Des travaux récents ont montré que l’antimoine tue le parasite par le mécanisme d’apoptose 

impliquant la fragmentation de l’ADN (Ashutosh et al., 2007).  

Le mécanisme de résistance est la diminution de la concentration active de médicament dans la 

cellule parasitaire. Le parasite peut réduire la concentration de médicament par plusieurs  
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mécanismes : dont une diminution de l’absorption, une augmentation de l’efflux, une inhibition de 

l’activation du médicament, une inactivation du médicament actif par métabolisme ou séquestration, 

et enfin en développant un mécanisme de dérivation. Le mécanisme de la résistance à l’antimoine 

apparait comme étant multifactorielle (Croft et al., 2006 ; Ashutosh et al., 2007).  

 

7.2. Recherche de nouvelle alternative thérapeutique  

L’augmentation de la résistance à l’antimoine et aux autres molécules thérapeutique, le cout élevé du 

traitement par l’Amphotéricine B liposomale, a soulevé un problème sérieux qui nécessite le 

développement de nouvelle alternative thérapeutique antileishmanien (Croft et al, 2006 ) qui peuvent 

être à base d’extrait de plante ou bien certaine molécule de synthèse (Loo et al, 2017). Parmi les 

nouvelles thérapies locales, efficaces et simples, le peroxyde d’hydrogène H2O2 et le dioxyde de 

chlore ClO2  qui ont des effets antiviraux et antimicrobiens et anti-leishmaniens (Jebran et al, 2014).  

 

8. Les dommages de I'ADN 

Les dommages à I'ADN peuvent être générés directement ou indirectement par l’exposition aux 

agents chimiques et physiques de (radiations UV, radiations ionisantes, contaminants chimiques...) 

(Samson et al., 1996). Des dommages endogènes existent également, mais à un degré moindre, du 

fait d'erreurs de la réplication , des mécanismes de réparation (Speit et al., 1998), d'instabilités en 

conditions physiologiques de certaines liaisons, de l'accumulation ou de la production de métabolites 

et d'intermédiaires métaboliques cellulaires réactifs, et de la génération au niveau des mitochondries 

et du réticulum endoplasmique d'espèces réactives de l’oxygène (ROS) (Eastman et Barry, 1992). 

 

Les conséquences biologiques des lésions à l’ADN sont les suivantes : 

 Elles peuvent induire la mort cellulaire. 

 Les mécanismes de réparation de l’ADN peuvent restaurer la structure de l’ADN 

endommagé. 

 Une mutation peut apparaître ou persister à l’issue des processus de réparation inopérants ou 

défaillants. 
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Les dommages à l’ADN représentent la cause majeure d'apparition des mutations au sein des 

génomes cellulaires (Moustacchi, 2000). On admet aujourd'hui que ces mutations participent à 

l’initiation de la cancérogenèse chez les vertébrés, à l’apparition de genotoxic diseases syndrome 

chez les invertébrés, à l'embryotoxicité et à la tératogenèse.  

Dans le cas d'un agent génotoxique, l'exposition peut se traduire par différentes modalités 

consécutives : induction de dommages à l’ADN et des mécanismes de réparation du génome, 

mutation génique, altération chromosomique, mort cellulaire, processus de tumorisation , nécrose, 

inaptitude à la reproduction , susceptibilité aux maladies, létalité, voire atteinte des populations. Ces 

modifications pourront être observées aux niveaux moléculaire, cellulaire, tissulaire ou de 

l’organisme, voire des peuplements.  

Les dommages à I'ADN, se situent en amont des mutations géniques et chromosomiques et restent 

susceptibles d'être pris en charge par les mécanismes de réparation (Léonard, 1990 ; Friedberg, 1995 

b ; Moustacchi, 2000). 

 

9.  Etude des dommages de l’ADN par le test des comètes 

Le test des comètes ou Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE) est une technique d'électrophorèse 

sur microgel d'agarose. Il permet d'évaluer in vitro et in vivo les cassures d'ADN simple et double-

brin et les sites alcali-labiles (Collins et al., 2001). Ces cassures sont induites soit directement par un 

agent génotoxique et indirectement lors des processus enzymatiques de réparation des dommages 

(Collins et al., 2003) ou lors de processus secondaires de fragmentation de l’ADN tel que l’apoptose 

(Collins et Dusinská, 2002). Le test de la comète est un test simple et rapide pour évaluer les 

dommages de l'ADN dans les cellules eucaryotes (Speit et al., 2009). Il est également utilisé par les 

chercheurs pour l'évaluation des dommages de l'ADN dans les cellules germinales du sperme 

(Baumgartner et al., 2009; Perrin et al., 2007; Preaubert et al., 2016) et dans les ovocytes aussi 

(Berthelot-Ricou et al., 2013, 2011a; Courbiere et al., 2013; Einaudi et al., 2014). 

Cette technique peut détecter les ruptures d'ADN à double et unique brin et les sites labiles alcalins 

dans des cellules individuelles et une réparation incomplète des sites d'excision (Singh., 2000). 
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9.1. Historique  

Cette technique fut mise au point en 1984 par Osting O et Johanson K dans le but de détecter les 

cassures doubles brins de l'ADN. La lyse et l'électrophorèse fut effectuées dans des conditions 

neutres et la coloration avec de l'acridine orange (l'acridine se lie à l'ADN et à l'ARN grâce à ses 

propriétés d'intercalation). Elle fut ensuite optimisée par Singh et col. en 1988 afin de détecter les 

cassures simples brins et les sites alcali-labiles. Actuellement, l'électrophorèse se réalise dans des 

conditions fortement alcalines afin de relaxer et de détendre l'ADN super enroulé (Tice et al., 2000). 

9.2. La préparation des lames 

Le principe du test des Comètes consiste à inclure la suspension de cellules individualisées, 

l'ensemble étant déposé sur des lames de microscopie. En réalité, il ne s'agit pas d'un simple dépôt 

sur lame de microscope. Ce mélange cellules-agarose est inclus «en sandwich» entre deux autres 

couches de gel d'agarose. 

 la première couche d'agarose (à point de fusion normal) doit permettre d'assurer l'adhérence 

de la totalité du « sandwich» à la lame. 

 la seconde couche est constituée du mélange entre la suspension de cellules individualisées et 

l'agarose à bas point de fusion, ce dernier ayant l'avantage d'être liquide à 37°C (température 

            optimale pour la viabilité des cellules) et permet de réaliser un mélange homogène. 

 La dernière couche est facultative ; elle permettrait de «protéger» davantage le tout, évitant 

une perte de cellules voire de fragments d'ADN. 

 

9.3. La lyse  

Les échantillons de cellules à analyser par le protocole de dosage de la comète standard sont intégrés 

dans 1% d'agarose à faible point de fusion (concentration finale) sur des lames et lysés pour un 

minimum de 1 heure à 4 ° C (Forchhammer et al., 2012). 

Lorsqu'une cellule est soumise à une solution de lyse contenant un détergent, le détergent rendra la 

cellule perméable en dissociant la double couche de phospholipides membranaires, tandis que la 

solution saline dissociera les histones de l'ADN soit plus de 95 % des protéines nucléaires (Fairbairn 

et al., 1995). 

De cette façon, bien que la plupart des auteurs préconisent une durée d'une heure, temps minimum 

pour lyser la membrane cytoplasmique, la lyse pourrait être prolongée pendant des mois sans 

provoquer de lésions supplémentaires. Lors de cette étape, les membranes cellulaires, nucléaires, et 

les protéines liées à l'ADN sont éliminées (Tice et al., 2000). 
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9.4. La dénaturation 

L'étape de dénaturation permet le relâchement de la molécule d'ADN suivi par son déroulement et 

par la dénaturation de l'ADN double-brin, c'est-à-dire la séparation des deux brins ; l'ADN devient 

alors simple-brin ou monocaténaire. L'augmentation de pH est un agent dénaturant car il modifie les 

charges portées par les groupements chimiques engagés dans les liaisons hydrogènes qui 

maintiennent la structure en double hélice.  

Dans la mesure où la solution de déroulement est la même que la solution d'électrophorèse, cette 

étape permet aussi qu'un équilibre s'établisse entre la solution et le gel d'agarose avant la réalisation 

de l'électrophorèse (Miyamae et al., 1997). 

 

9.5. L'électrophorèse 

La solution tampon utilisée est identique à celle de la phase de dénaturation. Par rapport aux 

techniques conventionnelles, l'exécution de l'électrophorèse en comète ne requiert qu'un temps court, 

une faible tension et une faible intensité. Ainsi l'électrophorèse est, comme la dénaturation, réalisée à 

pH alcalin (pH > 13), pendant 20 minutes, à 25 V et 300 mA. Ainsi les fragments d'ADN vont 

migrer dans le gel selon leur taille. (Tice et al., 2000). Selon Tice (Tice et al., 2000) recommande 

une réalisation a + 4
o
C pour garantir une bonne reproductibilité. 

 

Le test peut également être effectué à pH neutre. En effet, si l'objectif de l'étude à pH alcalin est de 

détecter les cassures simples et double-brin, lorsque le test est effectué à pH neutre, seules les 

cassures double-brin sont détectées. Cette variante est en conséquence beaucoup moins utilisée. 

Notons qu'à pH neutre, le test ne permet pas de dénaturation de l'ADN double-brin. 

De ce fait au cours de l'électrophorèse, la présence de protéines liées à la molécule d'ADN ralentit la 

migration à travers le gel. Une faible tension de courant d'électrophorèse ne permet pas aux 

nucléotides de se relâcher et aux extrémités endommagées de l'ADN chargées négativement de 

s'étirer vers l'anode. 

Enfin en condition neutre, la forme de la comète est également différente. La queue de la comète 

n'est pas constituée de fragments d'ADN comme c'est le cas en condition alcaline, mais correspond 

aux boucles d'ADN relâchées encore liées à la matrice nucléaire. C'est pourquoi la méthode en 

condition alcaline est celle recommandée dans les propositions de lignes directrices de Tice et son 

équipe (Tice et al., 2000). 
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9.6. La neutralisation 

Après électrophorèse, les lames ont été prélevées dans le réservoir et ont lavé trois fois dans le 

tampon de neutralisation (Tris 0,4 M, pH=7,5) pendant 5 min (Liang et al., 2017). 

 

9.7. La coloration 

Les lames peuvent être lues en l'état immédiatement, une fixation à l'alcool méthanol (Silva Da 

Silvaa, 2014). La fixation a pour but de déshydrater les lames, afin de permettre une conservation 

plus longue, évitant ainsi la diffusion de l'ADN à travers la matrice du gel d'agarose au fil du temps. 

La coloration est réalisée par un fluorochrome soit : le Bromure d'Ethydium (BET) (Ostling et 

Johanson, 1984, Singh et al., 1988), l'Iodure de Propidium (IP) (Olive et al., 1991), Giemsa-stained 

(Osipov et al., 2014). Ces fluorochromes permettent d'obtenir des images de très bonne qualité 

(Osipov et al., 2014). 

 

9.8. L'analyse des lésions 

La lecture des lames se fait immédiatement après la coloration et toujours à l'obscurité. L'analyse des 

lésions de l'ADN se fait alors sous un microscope à fluorescence, reliée à un système informatique 

d'analyse d'image. En l'absence de logiciel, les dommages sont analysés qualitativement, en classant 

visuellement les comètes obtenues en fonction de leur aspect. (Avishai et al., 2003). Pour chaque 

cellule sélectionnée (Figure 7) , un cadre de mesure est créé permettant de délimiter la tête et la 

queue de la comète, de mesurer l'intensité de fluorescence et le bruit de fond. 

 

 

Figure7 : Une comète sélectionnée originale (Originale). 
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Notre étude a été réalisée au niveau du laboratoire d’EEPGP de l’IPA du service éco-

épidimiologie parasitaire  

 

1. Matériel  

1.1. Matériel biologique  

 Le parasite  

Les souches des espèces de Leishmania à tropisme cutanée faisant l’objet de notre étude, ont 

été décongelées à partir de la cryobanque du laboratoire d’éco-épidémiologie parasitaire et 

Génétique des populations de l’Institut Pasteur d’Algérie. Les cinq souches utilisées figurent 

dans le tableau 2. 

Tableau 2 : Caractéristiques des espèces de Leishmania étudiées. 

Code Espèces Forme clinique 

LIPA 100/09 Leishmania major   LC 

LIPA 15/05 Leishmania infantum   LC 

LIPA 281/11 Leishmania killicki LC 

K27 Leishmania tropica LC 

LEM 2248 Leishmania amazonesis LC 

 

1.2. Matériel non biologique 

1.2.1. Equipements 

Appareillage : Microscope optique (Motic) , Bec benzène, Incubateur (Immovems), Bain 

Marie (Memmert), Hotte à flux laminaire (Faster), Centrifugeuse (Eppendorf), 

Microcentrifugeuse (Warning ), Agitateur (Fisherbrand), Cuve d’électrophorèse (A A Hoefer 

), Générateur de courant (Consort), pH-mètre (Mettler Toledo), Microscope à fluorescence 

(ZEIZZ) , Incubateur à 25°C(Memmert) . 

Réactifs : PBS (Phosphate Buffer Saline), SYBR Green I, Bleu de Trypan, Formol, H2O2 à 

30%, DAC à 4.5 %, Low Melting Agarose (LMA), Normal Agarose  (NA), HCl, BET 

Ethanol absolu. 

Le petit matériel utilisé lors de ce travail est le matériel courant de laboratoire : 

Micropipettes,  pipettes stériles à usage unique (1ml, 5 ml et 20 ml), poire, pipetus, lames 

porte objet, portoirs, lamelles, tubes stériles, tubes coniques,  micro tubes (Eppendorf), lame 

de numération cellulaire de Thoma , Microplaque de 96 puits stériles à fond plat, barreaux 

magnétiques, parafilm. 

Verrerie : Entonnoir, Bécher, Erlenmeyer, Eprouvette graduée (20ml, 100 ml, 1000 ml), fiole 

jaugée. 
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1.2.2. Les milieux de culture 

Les milieux de culture ayant servi dans l’entretien, la croissance et la multiplication des 

souches étudiées sont les milieux NNN et le milieu RPMI 1640. 

Le milieu NNN : La culture sur milieu NNN biphasique (Nicolle Mac Neal Novy 1904), a 

pour but d’entretenir les souches étudiées. Il assure la multiplication du parasite sous sa forme 

extracellulaire (forme promastigote). Les cinq souches ont été cultivées sur milieu NNN 

incubé à 25°C. La prolifération sur milieu NNN nécessite 5 à 7 jours d’incubation, pour cela 

les promastigotes ont été repiqués chaque 5 jour sur NNN, après vérifications des cultures par 

examen direct de la suspension parasitaire. 

Le milieu RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institut) supplémenté de 10 % de Sérum de 

veau fœtal (SVF), a été préparé au niveau du laboratoire d’EEPGP de l’IPA. Pour augmenter 

la densité de la suspension parasitaire, les promastigotes ont été repiqués sur Milieu RPMI, à 

10% de SVF. Les cultures ont été préparées dans des tubes stériles et incubées à 25°C. 

2. Méthodes 

 

2.1. La culture du parasite  

Les souches utilisées ont été décongelées avant leur utilisation par chauffage à 37
o
C puis 

ensemencées dans le milieu NNN. 

2.2. Sur milieu NNN  

Le milieu NNN est un milieu semi solide, à base de gélose de sang de lapin, utilisé pour 

l’isolement et l’entretient des leishmanies. Les souches ont été ensemencées avec quelques 

gouttes d’eau physiologique à 9 % et incubées à 25
o
C pendant 5 à 10 jours.  

2.3. Sur milieu RPMI 10 SVF 

Après 5 jours d’incubation à 25
o
C, les leishmanies, en phase exponentielle ont été repiquées 

du milieu NNN au milieu RPMI supplémenté de SVF à 10 %. 

2.4. Observation microscopique  

Chaque observation microscopique est basée sur le contrôle et le comptage visuel des souches 

de Leishmania, le contrôle est basé sur trois critères: 

-  La richesse des milieux en parasites. 

-  L’absence de contamination. 

-  Et l’observation de la mobilité des parasites. 
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Ce contrôle des souches a été effectué sur les deux milieux utilisés : le NNN et le RPMI 10 

SVF. Toutes les souches de leishmania sont sélectionnées selon le tableau 3. 

Tableau 3 : Principe de comptage de parasite par champ. 

Richesse Signification  

+/- Un parasite par champ  

+ Deux parasites par champ  

++ Cinq à dix parasites par champ  

+++ Vingt parasites par champ   

++++ Plus de 20 parasites par champ  

 

2.5. Comptage et viabilité 

Après concentration des suspensions parasitaires par centrifugation à 2500 tr/min, la 

numération cellulaire a été faite par la cellule de Thomas (Annexe III). Par ailleurs, une 

évaluation de la viabilité a été faite par le bleu de Trypan à 0.4%. 

3. La technique des Comètes 

La technique des comètes ou Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE) est une technique 

d'électrophorèse sur microgel d'agarose. Elle permet de mesurer les cassures induites 

directement par un agent génotoxique, qui dans notre étude sont le H2O2 et DAC. Cette 

technique d’électrophorèse de noyaux de cellules isolées en microgels d'agarose, permet la 

détection des coupures simple et double-brin (McKelvey-Martin et al, 1993).  

3.1. Les Solutions du Test des Comètes 

Dans un premier temps, nous avons préparé les différentes solutions nécessaires au Test des 

Comètes. Les solutions utilisées figurent en Annexe II (PBS, NA, LMA, Tampon de lyse 

pH=10, Tampon d'électrophorèse pH= 13, Tampon de neutralisation pH=7.5 et la solution de 

coloration SYBER Green I.  

3.2. Gels d’Agarose 

Deux types de gel ont été utilisés : un gel à point de fusion normal  (NA = Normal Agarose) à 

0.7% et un gel à bas point de fusion (LMPA = Low Melt Point Agarose) à 0.75%. Ils ont été 

préparés dans du PBS sans Ca
2+

 ni Mg
2+

, afin d'inhiber l'activité endonucléasique Ca
2+

- Mg
2+

  

des cellules. 

3.3. Préparation des lames  

Des lames portes objets en verre ont été utilisées comme support pour le gel d’agarose. Elles 

ont été refroidies à -22°C, la veille de leur utilisation. Elles ont été ensuite recouvertes d’une 

première couche d’Agarose NA à 0.75%, puis d’une deuxième couche d’Agarose LMPA à 

0.1% contenant 50 µl de la suspension cellulaire à étudier et recouverte d’une lamelle. 
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3.4. Lyse cellulaire  

L'étape d'inclusion des cellules terminée, les lamelles ont été retirées délicatement. Les lames 

ont été ensuite plongées dans un bac opaque contenant le tampon de lyse additionnée 

extemporanément de DMSO et de Triton X100. Le pH de solution finale est à 10 et la lyse se 

déroule à +4 C° pendant 1h. 

3.5. Déroulement de I'ADN  

Suite à la lyse, les lames ont été rincées dans le tampon d'électrophorèse. Puis déposées dans 

la cuve d’électrophorèse. Le déroulement de l'ADN a lieu dans le tampon d'électrophorèse 

(pH=13) durant  30  minutes.  Cette étape a été réalisée en conditions alcalines. Le pH élevé 

du tampon permet la visualisation des coupures simple-brin et double brin, dans des 

conditions neutres ne permettant que la détection des lésions double-brin. 

3.6. Electrophorèse  

Le Tampon d’électrophorèse est identique au tampon de déroulement, le pH étant à 13. 

L'électrophorèse ne requiert qu'un temps de migration court de 30 min à +4°C. Le générateur 

délivre une faible tension de 25 V à 300 mA, étant donné que la formation d'une comète ne 

demande en fait qu'un déplacement court de l'ADN. 

3.7. Neutralisation  

A la fin de la migration électrophorétique, les lames ont été plongées dans la solution de 

neutralisation à pH 7,5 pendant  5  minutes à +4°C.  L'opération a été renouvelée une fois. 

Cette étape est importante pour la lecture des lames. Elle permet de rétablir des appariements 

ponctuels des brins d'ADN  et d'éliminer les alcalins et les détergents susceptibles d'interférer 

avec la fixation de l'agent intercalant utilisé, qui dans notre cas est le SYBR GREEN I. Après 

neutralisation les lames ont été rincées par de l’eau distillée froide et séchées à l’air libre. 

3.8. Fixation  et déshydratation 

La dernière étape avant la coloration consiste en une déshydratation des lames dans l’éthanol 

pendant 15 min. 

3.9. Coloration des lames  

Les lames ont été plongées dans une solution de coloration, pendent 15 min à +4°C à  

l’obscurité. Après coloration par le SYBR GREEN, elles ont été ensuite rincées par l’eau 

distillée froide  et séchées à l’air libre. 

3.10.  Lecture des lames 

La lecture des lames se fait immédiatement après la coloration et toujours à l'obscurité. 

L'analyse des lésions de l'ADN se fait alors sous un microscope à fluorescence aux 

grossissements Gx10  et Gx40. Les dommages ont été analysés qualitativement, en classant 

visuellement les comètes obtenues en fonction de leur aspect. 
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Les cellules sont sélectionnées une à une en balayant la lame sous le microscope. En effet, la 

lecture d'une lame consiste à observer aléatoirement (au grossissement de 400 x) et analyser 

100 comètes, en balayant la lame dans un sens unidirectionnel, en évitant toujours les bords. 

3.11. Classement des comètes 

Les comètes obtenues sont classée visuellement en cinq types selon le degré des dommages 

de l’ADN   (Smith AJO et al., 2007) de (1) à (5) 

1. ADN intact (Dom 1). 

2. ADN peut endommager (Dom 2). 

3. ADN fortement endommagé (Dom 3). 

4. Cellule fantôme (Dom 4). 

5. ADN complètement endommagé (Dom 5). 

 

Figure 8: Les cinq types des comètes obtenues colorées par SYBER Green I Gx400 

(originale). 
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4. Mise au point du test des comètes pour l’étude de Leishmania 

Afin, de mettre au point les différentes paramètres de la technique des comètes pour la 

détection des dommages d’ADN de Leishmania, nous avons modifié plusieurs paramètres 

pour la mise au point de la technique. 

4.1. Protocole 1 (Concentration parasitaire optimale) 

Afin de déterminer la concentration adéquate de Leishmania pour la technique des comètes, 

nous avons testé trois concentrations de 10
4
, 10

5
 et 10

6
 cellules/ml avec la technique des 

comètes. Deux souches ont été utilisées : LIPA 281/11 (L. killicki) et LEM 2248 (L. 

amazonensis). De plus, nous avons aussi utilisé différentes composition des tampons de lyse, 

d’électrophorèse et de neutralisation (annexe II).  

Les étapes de protocole  

Les lames ont été préparé 24h avant la réalisation du test, les lames ont été composé par  un 

mélange volume à volume de LMA et les différents dilutions de la suspension cellulaire C1, 

C2, C3. Cette solution a ensuite été déposée à la surface des lames. Ces dernières, ont été 

recouvertes par des lamelles. Par la suite, ces lames sont incubé durant 5 min à +4° C. Puis, 

les lamelles ont été retirées. Pour la lyse, les lames ont été incubées pendant 24h dans un 

tampon de lyse à +4 ° C. L’Electrophorèse a été réalisé pendant 30 min à 20 V, à température 

ambiante et dans la lumière. Les lames ont été ensuite neutralisées pendant 5 min dans le 

tampon de neutralisation, et suivi par un rinçage avec H2OD. Les lames ont été colorées avec 

le BET pendant 15 min. 

 

4.2. Protocole 2 (Modification des tampons) 

Dans ce protocole  nous avons testé quatre  concentrations de 10
3
, 10

4
, 10

5
 et 10

6
 cellules/ml 

avec la technique des comètes. La souche étudiée : LIPA 100/09 (L. Major). De plus, nous 

avons modifié la composition des tampons de lyse, d’électrophorèse et de neutralisation 

(annexe II) . 

Les étapes de protocole  

Les lames ont été  préparées 1h  avant de réalisé le test. Les lames ont été composé de   LMA 

V= 50µl qui a été  mélangé avec la suspension cellulaire C1, C2, C3, C4, V=50 µl, déposé sur 

lames. Les lames ont été recouvertes par des lamelles. Les lames ont été  incubé  à +4
o
C 

pendent 5 min. Pour la lyse, les lames ont été incubées 1 h  à +4
o
C dans le tampon de lyse. 

Suivi d’une électrophorèse pendant 30 min à 20 V à température ambiante dans  la lumière. 

Puis la neutralisation pendant 5 min, et le rinçage avec H2OD. Les lames ont été colorées avec  

SYBR Green  pendant  30 min à l’obscurité puis rinçage avec H2OD .et finalement la  lecture 

des lames sous le microscope à fluorescence. 
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4.3. Protocole 3 (Modification des conditions) 

Dans ce protocole, nous avons testé les deux concentrations 10
5
 et 10

6
 cellules/ml avec la 

technique des comètes La souche étudiée est la K27 (L. tropica). A partir de l’étape de lyse, 

toutes les étapes se sont déroulées à l’obscurité et à +4° C. De plus, la durée de 

l’électrophorèse a été réduite à 20 min, à 25 V. Le temps de coloration a été diminué à 15 

min, et on a rajoute l’étape de fixation et déshydratation des lames par l’éthanol. 

Les étapes de protocole  

Les lames ont été  préparées 1h  avant de réaliser le test. Les lames ont été composé de   LMA 

V= 50µl qui a été  mélangé avec la suspension cellulaire C1, C2, V=50 µl, déposé sur lames. 

Ces lames ont été recouvertes par des lamelles. Les lames ont été ensuite incubé à +4
o
C 

pendant 5 min. Suivit d’incubation dans  le tampon de lyse pendant 1 h  à +4
o
C et dans 

l’obscurité. L’électrophorèse a été effectué pendant 20 min à 25 V dans l’obscurité et à +4° C. 

Les lames ont été colorées avec  le SYBR Green  pendant  15 min à l’obscurité puis rinçage 

avec H2OD  et séchage des lames a l’air libre, et finalement la  lecture des lames sous le 

microscope fluorescence. 

 

5. Traitement des leishmanies par le H2O2 et DAC  

Afin de déterminer et de comparer l’effet génotoxique du DAC et du H2O2, les suspensions 

parasitaires des différentes espèces de Leishmania étudiées : L. major, L. infantum, L. killcki 

et L. tropica, ont subi différents traitements par le DAC et le H2O2. Deux concentrations de 

100µM et de 10µM, de chaque produit ont été mises en contact avec une concentration de  

3x10
6
 parasites/ml pour chaque souche. La durée du contact était de 1h à l’obscurité et à 

+4°C. 

 



 

 

 

 

Résultats 
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Les résultats de cette étude sont divisés en deux parties. Dans la première partie, nous 

rapporterons les résultats de la mise au point du test de COMET pour les formes 

promastigotes de Leishmania, avec modification de certains paramètres de la technique. Dans 

la deuxième partie, nous évalueront la génotoxicité du H2O2 et du DAC sur les formes 

promastigotes de 5 espèces de Leishmania à tropisme cutanée. 

 

1. Résultats de la mise au point du test des comètes pour Leishmania 

1.1. Résultats de l’observation microscopique 

Avant de sélectionner les souches pour le test de COMET, les cultures de parasites devaient 

réunir certaines caractéristiques. L’observation de l’état des cultures au microscopique, nous 

a permis de contrôler la mobilité, la richesse et l’absence de contamination. Les cultures 

contaminées, ou avec un nombre insuffisant du parasite, ou bien immobiles sont toutes 

éliminées. Les résultats obtenus sur les deux milieux, pour les 5 espèces sont regroupés dans 

les tableaux 4 et 5. 

Tableau 4 : Résultat de contrôle de Leishmania étudiées sur milieu NNN 

Souches étudiées Comptage Contamination 

Tube 1 Tube 2 Tube 1 Tube 2 

L. infantum : Lipa 15/05 

 

+++ +++ - - 

L. major : Lipa 100/09 

 

++ +++ - - 

L. tropica : K27 

 

+++++ +++ - - 

L. killicki : Lipa 281/11 

 

++ +++ - - 

L. amazonesis : LEM 2248 

 

+++ ++++ - - 

 

Tableau 5 : Résultat de contrôle de Leishmania étudiées sur milieu RPMI 10 SVF 

Souches étudiées Comptage Contamination 

Tube 1 Tube 2 Tube 1 Tube 2 

L. infantum : Lipa 15/05 

 

+++++ ++++ - - 

L. major : Lipa 100/09 

 

++++ +++++ - - 

L. tropica : K27 

 

+++++ +++ - - 

L. killicki : Lipa 281/11 

 

++++ +++ - * 

L. amazonesis : LEM 2248 

 

+++++ +++++ * - 

( -) Absence de contamination, (*) Présence de contamination. 



Chapitre III : Résultats 

 

28 
 

1.2. Résultats de la mise en points du test de COMET  sans  inhibiteurs 

 

Les résultats des 3 protocoles de mise au point pour les formes promastigotes de Leishmania 

sont regroupés dans les tableaux 6, 7 et 8. 

 

Tableau 6 : Résultats de la mise au point du test de COMET  (protocole 1) 

(Dom) Dommage  

Les résultats du protocole 1 sur 2 espèces de Leishmania montrent, l’absence des comètes 

pour l’espèce L. killicki, et une seule comète fortement endommagé pour L. amazonesis à une 

concentration de 10
6
. Ces résultats montrent que les modifications apportées par le protocole 

1 ne sont pas concluants. 

 

Tableau 7: Résultats de la mise au point du test de COMET  (protocole 2) 

 

Les résultats des modifications apportées par le protocole 2 sur L. major, n’ont pas permis 

d’obtenir de comètes pour toutes les concentrations étudiées. 

 

Tableau 8 : Résultats de la mise au point du test de COMET  (protocole 3) 

Souche concentration Dom0 Dom1 Dom2 Dom3 Dom4 
 

L. tropica 

10
6
 20 2 0 0 0 

10
5
 25 0 0 0 0 

 

Souches Concentrations Dom0 Dom1 Dom2 Dom3 Dom4 

L. killicki 10
6 

10
5
 

10
4
 

 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

L. 

amazonesis 

10
6
 

10
5
 

10
4
 

 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

1 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Souche  concentrations Dom0 Dom1 Dom2 Dom3 Dom4 

 L. major 

 

10
6 

10
5 

10
4 

10
3
 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 
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Les résultats des modifications effectuées sur les paramètres de la technique des comètes dans 

le protocole ont montré de bons résultats pour la souche de L. tropica utilisée. A des 

concentrations de 10
6
 et 10

5
, nous avons obtenu respectivement 20 et 25 comètes intactes.  

 

2. Résultats de la génotoxicité du H2O2 et du DAC sur différentes espèces 

de Leishmania 

2.1. Résultats des taux d’inhibition du H2O2 et du DAC sur Leishmania 

Les résultats du l’activité leishmanicide sur les formes promastigotes de Leishmania traités 

avec 10 µM et 100 µM de DAC et 10 µM et 100 µM de H2O2 figurent dans le tableau 9. Le 

temps d’incubation étudié était d’une heure.  

Tableau 9 : Résultat du taux d’inhibition suite à l’action de H2O2 et de DAC sur la 

viabilité des espèces de Leishmania étudiées. 

 Temps d’incubation 1h 

Espèces de Leishmania 

% de viabilité avec H2O2 

avec 

% de viabilité avec DAC 

avec 

10 µM 100 µM 10 µM 100 µM 

L. infantum : Lipa 15/05 64.33  93.33 53.33 85.33 

L. major : Lipa 100/09 43.33 50 26.66 4.8 

L. tropica : K27 83 83 80 80 

L. killicki : Lipa 281/11 66.66 50 60 46.66 

L. amazonesis : LEM 2248 66.66 74.66 60 56.66 

 

Les résultats de l’inhibition en présence de concentration minimale 10 µM et concentration 

maximale 100 µM de H2O2 et de concentration minimale 10 µM et maximale 100 µM de 

DAC après 1 heure d’incubation, montrent que les deux produits possèdent un effet inhibiteur 

sur la croissance des espèces de Leishmania étudiées. Nous avons noté qu’après 1 h 

d’incubation avec chacun des produits, le pourcentage de viabilité a été réduit à moins de 83 

% pour toutes les espèces, et a atteint un minimum de 4.8% pour L. major avec 100 µM de 

DAC. Donc on constate que l’effet du H2O2 et de DAC semble très rapide puisque après 1 h 

de contact seulement, la viabilité a été réduite pour toutes les espèces. 

En fonction des espèces et de produit, L.tropica apparait comme étant la plus résistante au 

H2O2 avec 83 % de viabilité, et L. major la plus sensible au H2O2 avec 43.33% de viabilité. 

L’effet du DAC ne semble pas très différent par rapport au H2O2, avec un maximum pour L. 
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tropica à 80 % et un minimum de 4.8 % pour L. major qui est considérer comme la plus 

sensible au DAC. 

 

2.2. Résultats du test de COMET sur les différentes espèces de 

Leishmania étudiées 

2.2.1. Résultats en absence d’inhibiteurs  
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Figure 9 : Fréquences des dommages d’ADN des espèces de Leishmania étudiées en 

absence d’inhibiteur (Control)  

Les résultats de test des comètes pour les différentes espèces étudiées en absence d’inhibiteur 

montrent que la majorité d’ADN est intacte avec un pourcentage qui ne descend jamais en 

dessous de 70 %. Par ailleurs, nous avons aussi observé que pour certaines espèces de 

Leishmania ont un pourcentage des dommages de 2
éme

 degré (Dom 1) qui ne dépasse pas 35 

%. 

En fonction des espèces, L .infantum avec une fréquence de 100% et L. amazonensis avec une 

fréquence de 90% sont en première place par rapport à la conservation de leur ADN intact.  
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2.2.2. Résultats en présence de H2O2 à 10 µM 
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Figure 10 : Fréquences des dommages d’ADN des espèces de Leishmania étudiées en 

présence H2O2 à 10 µM 

Les résultats montrent que la concentration à 10 µM de H2O2 a induit des dommages d’ADN 

sur les différentes espèces de Leishmania étudiées. L.tropica apparait comme étant la plus 

sensible avec des dommages qui varient : de fortement endommagés avec une fréquence de 

67 %, à complétement endommagés avec 30 %. En 2
 ème 

 lieu, on observe L. killicki avec 75 % 

d’ADN fortement endommagés, ainsi que L.major avec ADN complétement endommagé 

superieur à 20%., par contre L. infantum apparait comme étant la plus résistante  avec 80% 

d’ADN intact.  

En fonction des espèces et les fréquences des dommages d’ADN,  L.killicki et L. tropica sont 

classées comme étant les plus sensibles au H2O2 à 10 µM, et L. infantum et L.major 

apparaissent comme étant les plus résistantes.  
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2.2.3. Résultats en présence de H2O2 à 100 µM 
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Figure 11 : Fréquences des dommages d’ADN des espèces de Leishmania étudiées en 

présence H2O2  à 100 µM. 

Les résultats d’observation des lames sous microscope à fluorescence montrent 

qu’effectivement le H2O2 à 100 µM a induit des dommages d’ADN sur les différentes espèces  

de Leishmania étudiées. Certaines espèces de Leishmania apparaissent plus sensibles. En 

premier lieu L. killicki qui présente un ADN complètement endommagé avec une fréquence 

de 97%, et en deuxième lieu L. tropica qui présente un ADN fortement endommagé avec une 

fréquence qui atteint les 97%. De plus, L. infantum et L.major sont les souches les moins  

sensibles au H2O2 à 100 µM, avec une fréquence respective de 64% et 55% d’ADN intact.  

En fonction des espèces et les fréquences des dommages d’ADN,  L.killicki et L. tropica sont 

classés comme étant les plus sensibles au H2O2 à 100 µM, par contre L. infantum et L.major 

apparaissent comme étant les plus résistantes.  
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2.2.4. Résultats en présence de DAC à 10 µM 
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Figure 12 : Fréquences des dommages d’ADN des espèces de Leishmania étudiées en 

présence de DAC à 10 µM. 

Les résultats montrent qu’effectivement le DAC à 10 µM a induit des dommages d’ADN à 

différents degrés qui atteint 74% d’ADN fortement endommagé pour L. killicki, et 55% 

d’ADN complétement endommagé pour L. major. Autrement, certaines souches de 

Leishmania présentent un ADN résistant au DAC à 10 µM, c’est le cas de L. infantum et 

L.amazonesis avec des fréquences respectives de 67% et 65% d’ADN intact.  

En fonction des espèces et les fréquences des dommages d’ADN L. Killicki et L. major sont 

les plus sensibles au DAC à 10 µM. Par contre, L.infantum et L.amazonesis sont les moins 

sensibles au DAC à 10 µM.  
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2.2.5. Résultats en présence de DAC à 100 µM 
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Figure 13 : Fréquences des dommages d’ADN des espèces de Leishmania étudiées en 

présence de DAC à 100 µM. 

Les résultats montrent que le DAC à 100 µM a induit des dommages d’ADN avec différents 

degrés. L’ADN de L. killicki est complétement endommagé avec une fréquence de 75 % donc 

ce qui représente presque la totalité de son ADN, en 2
éme 

lieu L. tropica qui présente aussi un 

ADN fortement endommagé avec une fréquence de 61 %. C’est donc plus que la moitié de 

son ADN. Par contre, 55% de l’ADN de L. major est resté intact c’est donc la souche la moins 

sensible au DAC à 100 µM. 

En fonction des espèces et les fréquences des dommages d’ADN, L. killicki et L. tropica sont  

les plus sensible au DAC à 100 µM par contre L. major est la plus résistante au DAC à 100 

µM.  

 

En fonction des produits, les résultats montrent que les fréquences des dommages d’ADN des 

différentes espèces de Leishmania qui sont traitées par le H2O2 sont plus élevées par rapport 

aux espèces de Leishmania traité par le DAC. De ce fait les deux produits ont causés des 

dommages d’ADN avec des différents degrés.  



 

 

 

 

Discussion 

 

 
 



Chapitre IV : Discussion générale 
 

35 
 

Le centre National de Référence de la Leishmaniose de l’Institut Pasteur d’Algérie a parmi 

ces principaux axes de recherche, l’étude de  nouvelles molécules thérapeutiques 

leishmanicide extraites de plantes ou de molécules de synthèse. Dans  cette optique, nous 

nous sommes intéressés  à l’évaluation des dommages d’ADN chez différentes espèces de 

Leishmania étudiées, L. major, L killicki, L infantum, L tropica (ancien monde), L 

amazonesis,( nouveau monde), avec la technique des comètes, suite à l’action des molécules 

génotoxiques qui sont le DAC et le H2O2.  

Dans un premier temps ; afin de mettre au point la technique des comètes, nous avons suivi  

plusieurs protocoles, et dans  chaque protocole, nous avons modifié plusieurs paramètres. 

Parmi ces derniers, les dilutions de la suspension parasitaire de 10
6
, 10

5
, 10

4
 à 10

3
. Par la 

suite, nous avons effectués des modifications sur les tampons de lyse et d’électrophorèse. 

Nous avons changé à chaque fois les proportions des compostions de chaque tampon, leur pH, 

et aussi la durée de chaque étape. Et enfin, nous avons modifié la température et l’exposition à 

la lumière. Ces protocoles ont donnés des résultats non significatifs, absence des comètes ou 

bien en présence de comètes avec un nombre insuffisant. Après ces modifications des 

paramètres et des conditions, nous avons arrivé à mettre au point le test de COMET.  

Dans un deuxième temps ;  nous avons ajusté la concentration des  différentes espèces de 

Leishmania étudiées à 3 millions de parasites/ml, et les mettre en contact avec nos produits 

génotoxiques a deux concentrations différentes, une maximal à 100 µM et l’autre  minimal 10 

µM  afin d’évaluer  la cytotoxicité  de ces deux produits sur les différentes espèces de 

Leishmania étudiées. Nos résultats ont montré que les deux produits présentent des effets 

inhibiteurs sur la viabilité des espèces étudiées responsables de la LC (L. major, L killicki, L 

infantum, L tropica, L amazonesis).  

Apres 1h de contact, nos résultats des taux d’inhibition de la viabilité des espèces de 

Leishmania étudiées montrent que le H2O2 a induit une forte diminution de la viabilité pour L. 

major, et une diminution jusqu’à la moitié pour L, amazonesis et L, killicki, alors que pour 

L,tropica et L. infantum, nous avons observé une faible diminution de la viabilité. Donc on 

peut déduire selon nos résultats que L. major est la plus sensible au H2O2 par contre L,tropica 

et L. infantum sont les plus résistantes  au H2O2. Cette sensibilité au H2O2 varie selon les 

espèces et selon la  concentration de H2O2.  
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Notre étude a montré que les formes promastigotes de  L. tropica et L.killicki  étaient les plus 

sensibles à des fortes concentrations de H2O2. En revanche, les formes promastigotes de 

L.major et L.infantum sont les moins sensibles à la cytoxicité du H2O2. 

Des travaux de (Debra E, 2015), sur l’effet cytotoxique de H2O2  sur les formes promastigotes 

de L. amzonesis, ont montré que les cellules parasitaires sont complétement lysés, à travers  

ces résultats on suggère que la cytoxicité retrouvée pour le H2O2 à travers nos résultats serait 

due  à un phénomène de mort cellulaire qui est causé par une lyse cellulaire, donc les fortes 

concentrations de H2O2 font aboutir à la mort cellulaire. Cette mort cellulaire partage de 

nombreuses caractéristiques avec une apoptose de métazoaire, telles que la condensation 

nucléaire, la fragmentation de l’ADN et la perte de volume cellulaire (Das et al., 2014).  

Les résultats d’inhibition du deuxième produit étudié ont montré que le DAC  induit une forte 

diminution de la viabilité des promastigotes après 1h d’incubation pour L. major, tandis 

qu’une diminution moindre est noté pour L. kilicki et L. amazonesis, Par contre, l’effet sur L. 

tropica et L. infantum est faible.  

Nos résultats pour le DAC montrent que L. major est  la plus sensible pour la concentration 

du DAC de 10 µM et moins sensible pour une concentration de DAC plus élevée (100 µM), 

L. kilicki est pratiquement aussi sensible pour les deux concentrations, par contre L.infantum 

et L.amazonesis sont les moins sensibles aux deux concentrations. D’après nos résultats nous 

supposons  que le DAC exerce un effet cytotoxique extracellulaire sur les promastigotes pour 

les espèces étudiées.  

Les résultats des inhibitions de la viabilité des deux produits sur la forme promastigote des 

différentes espèces de Leishmania étudiées ont montré que l’effet inhibiteur du DAC pour 

certaines souches de Leishmania apparait comme plus important que celui de H2O2.  

Après l’étape d’évaluation de la cytotoxicité des deux produits le H2O2 et le DAC sur la forme 

promastigote des différentes espèces de Leishmania étudiées, nous sommes passé à l’étape de 

l’évaluation de la génotoxicité de ces deux produits sur la molécule  d’ADN  des différentes 

espèces de Leishmania étudiées par la technique des comètes. Le but de cette étude étant de 

détecter et de classer les dommages d’ADN de Leishmania suite à l’action du  H2O2 et du 

DAC. 

Les résultats des lames de contrôle des différentes espèces de Leishmania ont montré que en 

absence de produit génotoxique l’ADN de certains espèces de Leishmania étudiées est intact, 
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alors que pour les espèces,  L. major, L. tropica, L. killicki et L. amazonesis, où nous avons 

observé un certain  nombre de comète peu endommagé (Dom 1). Ces dommages d’ADN sont 

probablement dus au stress  des milieux NNN et RPMI 10 SVF après chaque repiquage. Les 

travaux de Sakkas et  Alvarez, sur l’application de la technique des comètes sur les 

spermatozoïdes, ont déduit que le stress oxydatif pouvait activer les caspases et les 

endonucléases dans les spermatozoïdes, ce qui aboutit à l’apoptose et donc à la fragmentation 

de l’ADN (Sakkas et  Alvarez, 2010). 

Les résultats du test de COMET sur les différentes espèces de Leishmania étudiées suite à 

l’action du premier produit le H2O2 ont montré qu’il induit différents types de dommages 

d’ADN. Pour les espèces L.killicki et L. tropica ont un ADN fortement et complétement 

endommagé avec des fréquences très élevés, alors que pour  L.major qui est l’espèce le plus 

fréquent en Algérie, leur ADN est moyennement sensible avec des dommages différents. Ces 

résultats montrent que l’ADN des souches L.killicki et L. tropica est le plus sensible à la 

génotoxicité du H2O2,  nous constatons que le H2O2 a induit des lésions au niveau de l’ADN 

de ces deux souches.  Par contre pour  L. infantum et L.major, nous avons observé un nombre 

important de l’ADN intact malgré les 27% d’ADN complétement endommagé de L.major ces 

deux souches restes tout de même les plus résistantes à l’action du H2O2. Cette résistance est 

similaire pour les concentrations extrêmes de H2O2. Notre hypothèse est que ce produit n’a 

pas induit de fortes lésions d’ADN, ou bien que ces souches de L. infantum et L.major ont 

puent activer des mécanismes de réparation d’ADN. 

Les résultats du test de COMET pour le deuxième produit, ont montré que le DAC induit 

différents types des dommages d’ADN sur les différentes espèces de Leishmania étudiées. La 

fréquence des dommages varie selon les espèces, L. killicki apparait comme étant la plus 

sensible avec un ADN fortement endommagé pour la concentration 10 µM et un ADN 

complétement endommagé pour la concentration 100 µM. Par ailleurs, pour les deux souches, 

L. infantum et L. amazonesis nous avons observé un nombre important de l’ADN intact avec 

des fréquences très élevés. Nous supposons que ces souches possèdent un mécanisme de 

réparation des dommages d’ADN. D’après les travaux de (Dickinson et al., 2004), la 

génotoxicité du dioxyde de chlore est associée à une cytotoxicité cellulaire  importante, par la 

suite ils ont établi des Profils d’expression de certains gènes traités avec le dioxyde de chlore 

DAC. Les résultats montrent que le dioxyde de chlore n’interagit pas directement avec 

l’ADN, mais il modifie l’expression de ces gènes. La génotoxicité indirecte du DAC peut 

causer une inhibition de la synthèse de l’ADN, Interaction avec la réparation de l’ADN, 
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Inhibition des topoisomérases, Perturbation du fuseau mitotique, Production de radicaux 

libres, Inhibition de la synthèse protéique… etc (Dickinson et al., 2004). 

Les résultats de notre étude des dommages de l’ADN  suite à  l’action de H2O2 et de DAC sur 

la forme promastigote des différentes souches de Leishmania étudiées ont montré 

qu’effectivement ces deux produits induisent des altérations de la molécule d’ADN. 

Cependant, ces altérations sont variables selon les concentrations du produit génotoxique  et 

selon les espèces de Leishmania étudiées. 
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Conclusion  

La leishmaniose est une maladie parasitaire endémique. Elle provoque une morbidité et une 

mortalité significative dans l’Algérie et le monde entier. L’absence d’un traitement efficace 

contre cette maladie et l’apparition de la résistance clinique  contre certains médicaments 

disponibles   cause un très grand problème  de santé (Ashutosh et al., 2007). 

Le test des comètes, test d’altération  primaire de l’ADN, se distingue des autres tests de 

génotoxicité par sa sensibilité pour détecter une faible quantité de lésions. Il présente 

l’avantage d’être applicable sur tout type cellulaire, organe ou tissu.  

L'objectif général de notre travail était dans un premier temps, de mettre au point et de valider 

un protocole du test des comètes pour les formes promastigotes de Leishmania. Dans un 

second temps, nous nous sommes intéressés à l’évaluation de la génotoxicité de deux 

produits, le peroxyde d’hydrogène (H2O2)  et le dioxyde de chlore (DAC) sur les différentes 

espèces de Leishmania étudiées. Dans un troisième temps, nous avons utilisé la mise au point 

du test des comètes pour la détection des dommages d’ADN dans les différentes espèces de 

Leishmania étudiée cutanée de l’ancien monde (L. major, L. killicki, L. infantum, L. tropica) 

et du nouveau monde (L. amazonesis) suite à l’action de ces deux produits génotoxiques le 

H2O2 et le DAC, dans le but d’évaluer leur aspect thérapeutique . 

Les résultats de la cytotoxicité (au niveau cellulaire) que nous avons obtenue montre que le 

peroxyde d’hydrogène (H2O2) et le dioxyde de chlore (DAC)  présentent un effet cytotoxique  

qui inhibe la croissance des différentes espèces de Leishmania étudiées. Cet effet est variable 

selon la concentration de produit, et aussi selon les espèces de Leishmania, pour certaine 

souche une concentration minimale est suffisante pour inhiber sa croissance, et pour les autres 

souches une maximale concentration était nécessaire pour inhiber leur croissance. 

Les résultats obtenus par le test des comètes ont montré qu’effectivement ces deux produit  

ont un effet aussi génotoxique (au niveau nucléaire) qui induit  des dommages d’ADN dans 

toutes les souches étudiées. Ces dommages variaient selon les espèces et selon les 

concentrations des produits génotoxiques. 

A travers l’ensemble de nos résultats, nous pouvons dire que ce travail de recherche sur des 

nouvelles alternatives thérapeutiques pour la leishmaniose cutanée est prometteur. Il en est 

ressorti l’efficacité de H2O2  et de DAC sur la forme promastigote de Leishmania des 

différentes espèces. L’utilisation de ces deux produits peu coûteux et moins toxiques aidera à 

améliorer le traitement et la prise en charge du malade. 

Ce travail devra être compléter par l’étude de la génotoxicité des deux produits en fonction du 

différents temps d’incubation et aussi avec plusieurs concentrations croissantes pour les deux 

produits, ainsi que les mécanismes mis en jeu et leur relation avec le type de mort et le type 

des dommage d’ADN induit sur la forme promastigote de Leishmania.  
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Annexe I : Milieux de culture 
 

Annexe I : Milieux de culture  

1.1. Milieu NNN  

Composition  

Gélose (10 g bacto agar diffco) , NaCl (6g) , eau distillée stérile (100 ml) , sang de lapin (de 

10% à 20%). 

Préparation   

La gélose Bacto agar est ajoutée à la solution de NaCl et chauffée à 80°C. Le mélange  est 

soumis à une agitation continue jusqu’à dissolution. Après distribution dans des tubes à essai 

de 8 ml et stérilisation  à l’autoclave 120°C pendant 20 minutes, la conservation se fait à + 4 °C. 

Le sang de lapin est obtenu par ponction cardiaque. Il est recueilli sur citrate de sodium à 10% après 

ajout de 250000 unités de pénicilline. La conservation se fait à + 4 °C. 

Le mélange gélose-sang : le gélose est fondue en mettant les tubes dans un bain marie de à  45°C. Le 

sang est ensuite incorporé à la gélose (2 ml de sang pour 8 ml de gélose). Après homogénéisation, les 

tubes sont refroidis en position inclinée. La conservation se fait à + 4 °C. 

 1.2. Milieu RPMI 10 SVF  

Composition  

- RPMI (16.4g), eau distillé stérile (1000mL). 

Préparation  

Mesurer environ 900mL d’eau distillée et tout en le soumettant à une agitation magnétique. 

Ajouter le milieu sous forme de poudre et mélanger jusqu’à dissolution sans chauffer puis 

ajouter 2 ml de L-Glutamine, 50 UI/ mL de pénicilline et 50ug/mL de streptomycine. Ajuster 

le pH à 7 et compléter avec l’eau distillée jusqu’à atteindre le volume final de 1000mL. 

Filtrer le milieu avec un filtre de 0.22um et additionner aseptiquement le SVF (sérum de veau 

fœtal) à raison de 10% .La conservation se fait à + 4 °C. 
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Annexe II : Réactifs  

1. Les réactifs de la mise au point de COMET assay 

 

1.1. Les réactifs de protocole 1 de COMET assay 

 Préparation d’agarose  

1/Agarose NA 0.75 % : 0.75 g d’agarose +100 ml de H2OD. 

2/LMA 0.7% à 24
o
C : 0.065 g dans 20 ml de PBS. 

 Préparations des tampons  

-Tampon de lyse :  

- 146.1 g de NaCl  

- 37.2g d’EDTA  

- 1.2g de Tris-Base  

- 2000ml d’H2O qsp. 

-Tampon d’électrophorèse :  

- 10M de NaOH dans 30 ml de H2OD 

- 0.2M d’EDTA dans 75 ml de H2OD  

- 1500 ml d’H2O  

- pH à 13. 

-Tampon de neutralisation :  

- 48.5 g de Tris-Base  

- 800 ml de H2OD   

- pH = 7,5. 

 

 

-Préparation de BET  

 Une solution de BET à 20 µg/ml. 

 

1.2. Les réactif de protocole 2 de COMET assay 

 Préparation d’agarose  

 

1/Agarose 0.75 % : 0.75 g d’agarose dans 100 ml H2OD. 

2/LMA 0.7%: 0.065 g dans 10 ml de PBS. 
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 Préparation des tampons  

 

- Tampon de lyse : 

- 76 g de NaCl  

- 18.5 g d’EDTA  

- 12g de Tris-Base  

- 900 ml d’H2OD Qsp 

- pH = 10. 

- Tampon d’électrophorèse :  

- 10M de NaOH dans 30 ml de H2O  

- 0.2M d’EDTA dans 75 ml  

- 1500 ml d’H2O 

- pH = 13. 

- Tampon de neutralisation :  

- 48.5 g de Tris-Base  

- 800 ml de H2OD  

- pH = 7,5. 

 

1.3. Les réactif de protocole 3 de COMET assay 

 Préparation d’agarose  

Les mêmes doses que le protocole précédent.   

 Préparation des tampons  

 

-Tampon de lyse : 

- 29.22 g de NaCl  

- 7.448 g de Na2 EDTA  

- 0.2422 g de Tris Base  

- 178 ml d’H2OD  

- 1% de Triton-X  

- 10% de DMSO. 

-Tampon d’électrophorèse : les mêmes doses que le protocole précède.    

-Tampon de neutralisation : les mêmes doses que le protocole précède.    
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2. Les réactifs finals de COMET assay  

 

 Préparation de PBS  

Préparer saline tamponnée au phosphate de Dulbecco ou  (PBS) (Ca ++, Mg ++) solution par 

addition de PBS 1 paquet dans 500 ml de H2O Distillée. Stocker à température ambiante. 

 

 Préparation de tampon de lyse (pH = 10) 

- 29.22 g de NaCl. 

- 7.448 g de Na2 EDTA. 

- 0.2422 g de Tris Base. 

- H2OD : 178 ml  

- 2ml de Triton x-100  

- 20 ml DMSO au moment de lyse. 

- pH ajusté à 10 par Hcl et NaOH. 

 

 Préparation de tampon d’électrophorèse (pH =13)  

- 18g de NaOH. 

- 0.56 g de Na2 EDTA. 

- H2OD : 2000 ml. 

 

 Préparation de tampon de neutralisation (pH=7.5)  

- 4.84 de Tris Base. 

- H2OD : 100 ml. 

 Préparation de LMA à 0.7%  à  24
o
C  

 

- 0.65 g de  Low Melting Point Agarose dans 10 ml de solution PBS. 

- Chauffer le mélange dans une micro-onde (((((( 

 

 Préparation du gel d’agarose à 0.75 %  

- 0.75 g d’agarose  NA dans 100 ml de solution PBS. 

- Chauffer le mélange dans une micro-onde  

 

 Préparation de coloration  

- 1µl de SYBR GREEN  

- 10 ml H2OD 

https://www.google.dz/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0ahUKEwi9ga2lmPDVAhXEmBoKHSYXBUQQFggtMAA&url=https%3A%2F%2Fwww.thermofisher.com%2Forder%2Fcatalog%2Fproduct%2F16520050&usg=AFQjCNEnEeo_8j1Grhze2KXuVjVUCrw6xQ
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Annexe III : Comptage et viabilité 

Afin de déterminer le nombre de cellules récupérées et leur viabilité on utilise un colorant 

vital d’exclusion : le Bleu Trypan .On a utilisé le Formol pour fixer les cellules. 

Seules les cellules  mortes apparaissent colorées en bleues, celles ayant conservé leur intégrité 

membranaire n’absorbent pas le colorant. Cette méthode sera utilisée pour sa simplicité de 

mise en œuvre. Le comptage est réalisé à l’aide d’une cellule Thomas. Pour cela  25 µl de 

suspension cellulaire sont mélangé à 25 µl de Bleu Trypan et Formol 25 µl. Le nombre de 

cellules est déterminé par comptage au microscope (Figure 14).  

 

 

Comptage : Nombre de cellules /6x 16x 3x10
4
 = nombre de Leishmania en suspension. 

Figure 14 : Photographie de la cellule de Thoma et la formule de comptage. (Originale) 

 

*  La cellule Thomas est  formée 

   de 16 grands carrés                 

 

 * Composés chacun de petits carrés               . 

 

Figure 15 : Composition de la cellule Thomas. (Originale) 
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Il faut compter les cellules à l’intérieur et celles qui touchent les bordures en haut et à droite. 

il ne  faut pas compter celles qui touchent les bordures en bas et à gauche (figure 15). 

 Le comptage doit nous permettre de vérifier qu'un nombre suffisant de cellules a été récupéré 

pour le test. Il s'agit ensuite de calculer le volume nécessaire de suspension cellulaire à 

prélever pour avoir suffisamment de cellules par lame. 
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Annexe IV : Résultats  

1. Résultats de comptages (Taux de croissance)  

Tableau 10 : La concentration parasitaire (parasites/ml)   de L. killicki avant et après le contact de 1h 

avec les produits étudiés.   

LIPA 281/11 (L.killicki )  

Concentration 

initial  

Concentration 

ajustée à 

Concentrations après l’incubation de 1h 

[H2O2]=10 µM [H2O2]=10 µM [DAC]=10 µM [DAC]=100 µM  

26.56 x 10
6 3 x 10

6
 2x 10

6 1.50 x 10
6
 1.8 x 10

6 1.4x 10
6 

 

Tableau 11 : La concentration parasitaire (parasites/ml)   de L. Infantum  avant et après le contact de 

1h avec les produits étudiés. 

LIPA 15/05 (L. Infantum )  

Concentration 

initial  

Concentration 

ajustée à 

Concentrations après l’incubation de 1h 

[H2O2]=10 µM [H2O2]=100 µM  [DAC]=10µM [DAC]=100 µM  

30 x 10
6
 3 x 10

6
 1.93 x 10

6
 2.8 x 10

6
 1.60 x 10

6
 2.56x 10

6
 

 

Tableau 12 : La concentration parasitaire (parasites/ml)   de L. major avant et après le contact de 1h 

avec les produits étudiés. 

LIPA 100/09 (L. major)  

Concentration 

initial  

Concentration 

ajustée à 

Concentrations après l’incubation de 1h 

[H2O2]=10 µM [H2O2]=100 µM [DAC]=10 µM [DAC]=100 µM  

22 x 10
6
 3 x 10

6
 1. 3 x 10

6
 1.5 x 10

6
 8 x 10

5
 1.44x 10

5
 

 

Tableau 13 : La concentration parasitaire (parasites/ml)  L. tropica avant et après le contact de 1h avec 

les produits étudiés. 

K27 (L. tropica )  

Concentration 

initial 

Concentration 

ajustée à 

Concentrations après l’incubation de 1h 

[H2O2]=10 µM [H2O2]=100 µM [DAC]=10 µM [DAC]=100 µM  

40 x 10
6
 3 x 10

6
 2.50 x 10

6
 2.50 x 10

6
 2.40x 10

6
 2.40x 10

6
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Tableau 14 : La concentration parasitaire (parasites/ml)   de LEM 2248 (L. amazonesis)  avant et 

après le contact de 1h avec les produits étudiés. 

LEM 2248 (L. amazonesis)    

Concentration  

initial  

Concentration 

ajustée à 

Concentrations après l’incubation de 1h 

[H2O2]=10 µM [H2O2]=100 µM [DAC]=10 µM [DAC]=100 µM  

30 x 10
6
 3 x 10

6
 2 x 10

6
 2.24 x 10

6
 1.8 x 10

6
 1.7x 10

6
 

. 
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Annexe V : Résultats  

2. Résultats COMET Assay  

Tableau 15 : Fréquences des dommages de L.Killicki suite à l’activité des inhibiteurs. 

 

 

Tableau 16: Fréquences des dommages de L. Infantum suite à l’activité des inhibiteurs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 17: Fréquences des dommages de L.Major suite à l’activité des inhibiteurs. 

 

 

 

 

 

 

 

Lipa 281/11 (L. Killicki) 

Type des dommages  

 

[C] 

Dom0 Dom1 Dom2 Dom3 Dom4 

Control 72 28 / / / 

[H2O2]=100uM / / 2 1 97 

[H2O2]=10uM 5 20 75 / / 

[DAC]=100uM 8 2 15 / 75 

[DAC]=10uM 2 24 74 / / 

Lipa 15/05 (L. Infantum) 

Type des dommages  

 

[C] 

Dom0 Dom1 Dom2 Dom3 Dom4 

Control 100 / / / / 

[H2O2]=100uM 64 4 13 3 16 

[H2O2]=10uM 81 / 1 10 8 

[DAC]=100uM 48 2 15 / 35 

[DAC]=10uM 67 3 16 / 14 

Lipa 100/09 (L. Major) 

Type des dommages  

 

[C] 

Dom0 Dom1 Dom2 Dom3 Dom4 

Control 73 27 / / / 

[H2O2]=100uM 48 / 36 / 16 

[H2O2]=10uM 67 3 5 / 25 

[DAC]=100uM 55 4 24 17 / 

[DAC]=10uM 32 11 3 / 55 
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Tableau 18 : Fréquences des dommages de L.Tropica suite à l’activité des inhibiteurs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 19 : Fréquences des dommages de L.Amazonesis  suite à l’activité des inhibiteurs. 

 

 

K27 (L. Tropica) 

Type des dommages  

 

[C] 

Dom0 Dom1 Dom2 Dom3 Dom4 

Control 74 26 / / / 

[H2O2]=100uM 1 2 97 / / 

[H2O2]=10uM / 1 67 2 30 

[DAC]=100uM / / 61 3 36 

[DAC]=10uM 23 1 39 / 37 

LEM 2248 (L. Amazonesis) 

 Type des dommages  

 

[C] 

Dom0 Dom1 Dom2 Dom3 Dom4 

Control 90 10 / / / 

[H2O2]=100uM 33 41 4 / 22 

[H2O2]=10uM 12 83 / / 5 

[DAC]=100uM 36 50 12 1 1 

[DAC]=10uM 65 25 / 1 9 


