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Glossaire

Allele: ce terme représente |'état d'un géne sur un chromosome. Chez les organismes
diploides, un geéne possede deux alleles, chacun sur l'un des deux chromosomes
homologues. Si les deux copies sont identiques, l'individu est dit homozygote; si les deux
copies sont différentes, l'individu est hétérozygote. La proportion d'individus hétérozygotes
définit I'hétérozygotie de la population pour le marqueur considéré. C'est un des parametres
permettant de quantifier le degré de diversité génétique au sein d'une population.
Endophile : Se dit des insectes adultes hématophages qui vivent apres leur repas sanguin
essentiellement dans les habitations (par opposition a I'insecte exophile).

Espéces sympatriques : I'existence de deux espéces phylogénétiquement proches, vivant sur
un méme territoire, mais ne s'hybridant pas (n'ayant pas de descendance).

Géne: Un géne est un enchainement de bases sur I'ADN destiné a étre transcrit puis traduit
en une succession d'acides aminés qui formeront une protéine. En génétique des
populations, ce terme désigne, plus généralement, un fragment d'ADN non recombinant qui
peut étre codant ou non.

Génotype : I'information portée par le génome d’un organisme, contenu dans chaque cellule
sous forme d’acide désoxyribonucléique (ADN).

Introgression : désigne le transfert (naturel ou dans certaines circonstances plus ou moins
controlé) de génes d'une espéce vers le pool génétique d'une autre espece, génétiquement
assez proche pour qu'il puisse y avoir inter fécondation

Isoenzymes : sont des protéines ayant la méme fonction enzymatiques mais différant de
guelques acides aminés. lls sont codés par des alleles différents d’'un méme géne ou par
deux genes différents (rarement plus).

Locus: c'est I'emplacement d'un gene sur le chromosome (= localisation cytologique).
Mutation : une modification de l'information génétique dans le génome.

Phénotype : est I'ensemble des caracteres observables d'un individu.

Phylogénie : I'étude des liens existant entre espéces apparentées. Grace a elle, il est possible
de retracer les principales étapes de I’évolution des organismes depuis un ancétre commun
et ainsi de classifier plus précisément les relations de parentés entre les étres vivants.
Polymorphisme : désigne la coexistence de plusieurs alleles pour un géne ou locus donnés,
dans une population.

Population: ensemble d'individus de la méme espéece entre lesquels les croisements sont
libres (c'est la panmixie).

Prothorax : le premier segment du thorax de l'insecte situé derriere la téte.

Recombinaison : le phénomene conduisant a I'apparition, dans une cellule ou dans un
individu, de génes ou de caractéres héréditaires dans une association différente de celle
observée chez les cellules ou individus parentaux.

Taxons : est une entité conceptuelle qui est censée regrouper tous les organismes vivants
possédant en commun certains caracteres taxinomiques ou diagnostiques bien définis.



Résumé

L'importance des phlébotomes provient du role vecteur joué par certaines espéces dans la
transmission des leishmanioses humaines et animales. Ces infections constituent un réel
probleme de santé publique en Algérie. L'existence de formes atypiques et d’espéces
jumelles a nécessité I'introduction de techniques nouvelles biochimiques et moléculaires
dans I'étude du polymorphisme génétique des populations. C'est dans cet objectif que nous
avons testé 'apport de la technique iso-enzymatique dans I'étude de la variabilité génétique
inter et intra-population de phlébotomes de Batna et Blida.

Les techniques de piégeages ont permis de capturer 298 phlébotomes dans les deux régions
d’études. Sur les cing espéces identifiées (Phlebotomus perniciosus, P. papatasi, P.
longicuspis, P. sergenti et Sergentomyia minuta) deux sont les plus abondantes:
Phlebotomus perniciosus (85,71%) et Sergentomyia minuta (56,79%). La comparaison des
profils enzymatique chez ces deux populations et le résultat des tests statistiques des
fréquences alléliques basée sur les trois systémes enzymatiques les plus polymorphes (HK,
PGM et GPI) a montré un déséquilibre de Hardy Weinberg (HW) des trois loci étudiés chez P.
perniciosus (Fis=0,542) alors que chez S. minuta, le déséquilibre de HW des trois loci a été
remarqué seulement dans la population de Batna. Par ailleurs, une variabilité génétique
modérée a été constatée aussi bien chez P. perniciosus (Fst = 0,071 et Gst =3,4%) que chez
S. minuta (Fst = 0,071 et Gst =3,6%) dans les deux zones d’études.

Mots clés : Phlébotomes, HW, iso-enzyme, variabilité génétique, Blida et Batna (Algérie).



Abstract

The importance of sand flies is in the vector role of some species that transmit human and
animal leishmaniasis. These infections are a real public health problem in Algeria. The
existence of atypical and sibling species has involved the introduction of new molecular and
biochemical techniques in the study of populations polymorphism. In this objective we
tested the contribution of the iso-enzymatic technique in the study of genetic variability
within and among populations of sand flies in Batna and Blida.

Trapping techniques have allowed the capture of 298 sand flies in two areas. Among the five
species identified (Phlebotomus perniciosus, P. papatasi, P. longicuspis, P. sergenti et
Sergentomyia minuta), two are most abundant Phlebotomus perniciosus (85,71%) and
Sergentomyia minuta (56.79%). Comparison of enzymatic profiles and statistical tests results
of allele frequencies based on the three most polymorphic enzyme systems (HK, PGM and
GPI) showed a disequilibrium in Hardy Weinberg (HW) in the three loci studied, for P.
perniciosus (Fis = 0.542) whereas in S. minuta HW desequilibrium was observed in three loci
only in Batna population. However, a moderate genetic variability was observed both in P.
perniciosus (Fst = 0.071 and Gst = 3.4%) and in S. minuta (Fst = 0.071 and Gst = 3.6%) for the
two regions.

Keywords: sand flies, HW, isoenzymatic, genetic variability, Blida and Batna (Algeria).
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. Introduction

Les leishmanioses sont un groupe de maladies parasitaires dues a l'infection, de plusieurs
mammiféeres dont I’homme, par un protozoaire flagellé appartenant au genre Leishmania. Ce
parasite est transmis dans la nature par la piqlre infectante d’un phlébotome vecteur
(Dedet, 2009).

Les leishmanioses incluent des affections viscérales, mortelles en absence de traitement, ou
tégumentaires laissant des cicatrices indélébiles. Selon I'espéce de Leishmania, certaines
formes peuvent évoluer vers une leishmaniose cutanée diffuse (LCD), une leishmaniose
récidivante ou une leishmaniose cutanéo-muqueuse (LCM). Dans certains cas, la
leishmaniose viscérale (LV) peut évoluer vers une forme cutanée connue sous le nom de
leishmaniose dermique post-kala-azar (LDPK), qui nécessite un traitement long et colteux
(Dedet, 2009).

Les mesures de prévention recommandées par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS)
sont fondées sur les mesures d’hygiene du milieu et la lutte contre les vecteurs et les
réservoirs (Anonyme, 1990). Mais cette lutte est complexe, longue et nécessite
I'intervention de plusieurs secteurs multidisciplinaires. Les études entomologiques sont
considérées comme les disciplines fondamentales indispensables dans les programmes de
lutte anti-vectorielle. Cet approche permet d’une part de connaitre la distribution éco-
épidémiologique temporelle et spatiales des populations de phlébotomes dans leur milieu
naturel et d’identifier les espéeces phlébotomiennes incriminées dans la transmission des
maladies.

Pendant longtemps, la systématique des phlébotomes a reposé sur des critéres
morphologiques. Cette étude bien qu’elle soit tres utile dans la différenciation entre
populations d’une méme espéce, a des limites : elle ne peut différencier deux espéces
cryptiques ou atypiques. Ceci peut avoir des conséquences sur l'identification des especes
vectrices dans les foyers de leishmaniose. Ces derniéres années, de nouvelles techniques
plus élaborés, se basant sur des criteres internes ont été introduites dans la taxonomie des
phlébotomes, tels que : les études morphologiques détaillées, I'analyse des chromosomes
(Dimuccio et al., 2000; Depaquit et al., 2000), I'élevage des stades pré-imaginaux et la
morphométrie multi-variables (Abonnenc, 1972, Killick-Kendrick et al., 1991).

Les travaux de Ward (1981) et Pesson et al. (1991), ont montré aussi que les approches
biochimiques et moléculaires peuvent étre également utilisées dans le but de résoudre les
problemes posés aussi bien par l'individualisation des taxons que par |'étude de leurs
relations phylogénétiques et biogéographiques.



L'étude du polymorphisme enzymatique par des techniques d’électrophorése est une
référence pour les systématiciens. L'utilisation des iso-enzymes comme marqueurs
génétiques s’avere bien adaptée a I'étude d’un échantillonnage important. Il s’agit d’une
méthode indirecte qui s'appuie sur I'observation de la répartition des fréquences alléliques a
partir desquelles la diversité génétique intra et interspécifique des populations pourra étre
estimée. La migration d'extraits enzymatiques sur gel puis leur révélation grace a un
substrat spécifique de I'enzyme étudié permet la mise en évidence d'isomorphes considérés
comme autant d'alleles dont la fréquence peut des lors étre estimée dans les populations
étudiées. La séparation des isomorphes sur gel est due a une différence de la charge globale
de la protéine qui révele une différence dans la séquence des acides aminés qui la
constituent. Ainsi les marqueurs enzymatiques présentent plusieurs avantages et
inconvénients (Murphy et al., 1990). Au titre des avantages, ils ont un pouvoir de
discrimination plus élevé que les criteres morphologiques, ils sont utilisés comme marqueurs
pour les génes qui les codent, ils sont neutres et peuvent étres révélés a différents stades de
développement. Toute fois, la faiblesse du nombre moyen d’alléles, I'occurrence de
mutations silencieuses et d’alléles nuls, I'expression de certains enzymes en fonctions du
stade de développement et la variabilité génétique limitée aux loci codants constitue des
désavantages. Ces limites des marqueurs enzymatiques ont justifiés la recherche de
marqueurs les plus polymorphes (Murphy et al., 1990).

Dans cette optique, notre objectif principal est d’identifier morphologiquement et de
contribuer a I'analyse iso-enzymatique des populations de phlébotomes capturés dans deux
étages bioclimatiques différents: un étage subhumide au nord du pays dans la région de
Blida, et un étage aride au niveau de la Wilaya de Batna.

D’autres objectifs secondaires plus spécifiques, ont été ciblés :

- Apprendre les techniques de captures et dissection de phlébotomes.

- Réaliser une identification morphologique sur les phlébotomes capturés.

- Mise au point de la technique de I'électrophorése des iso-enzymes dans le typage des
phlébotomes.

- Déterminer le support de gel (agarose et/ou polyacrylamide) permettant la meilleure
séparation des protéines de phlébotomes.

- Déterminer le profil électro-phorétique des populations de phlébotomes dans deux
régions différentes.

- Utiliser deux logiciels « GENEPOP » et « FSTAT » dans I'étude de la variabilité
génétique des phlébotomes aussi bien au sein de la méme population (intra-
population) qu’entre deux populations de la méme espéce de deux régions
différentes (inter-population).



Dans la premiere partie de ce mémoire et aprés un rappel sur la morphologie, la biologie et
I'analyse des facteurs éco-épidémiologiques favorisant la prolifération et la distribution de
ces insectes, nous rapportons le role de ces moucherons dans la transmission des
leishmanioses, vrai probléeme de santé publique dans le monde et plus particulierement dans
notre pays.

La seconde partie traitera les méthodes d’échantillonnages et de capture des phlébotomes
dans les deux zones d’études Chebli (Blida) et El Hamma (Batna), ainsi que les techniques
d’identification morphologique et iso-enzymatique.

Enfin les deux dernieres parties présenteront les résultats des deux techniques
d’identifications et I'analyse des données recueillies par les logiciels GENEPOP et FSTAT.



Il. Généralités

A. Les phlébotomes

Les phlébotomes appartiennent a L'Embranchement des Arthropodes, Classe des Insectes,
Ordre des Dipteres, Sous-ordre des Nématocéres, superfamille des Psychodoidea (Lameere,
1936), famille des Psychodidae (Bigot, 1854), sous-famille des Phlebotominae (Kertesz, 1904)
(Abonnenc, 1972).

1. Criteres de classification des phlébotomes

Prés de 800 espéces de phlébotomes sont actuellement décrites. lls retracent de nombreux
travaux d’alpha taxinomie qui ont débuté au 18éme siecle par la description de Phlebotomus
papatasi Scopoli (1786) (Bounamous, 2010).

En se basant sur la variabilité morphologique de I'armature buccale (cibarium), du pharynx
et des spermatheques des femelles, Theodor en 1948 a divisé la sous famille des
Phlebotominae en cingq genres: Phlebotomus, et Sergentomyia dans I’Ancien Monde et
Lutzomyia, Brumptomyia et Warileya dans le Nouveau Monde (Abonnenc, 1972).

Par contre la classification au niveau des sous-genres a eu tout d’abord comme base la
forme, la structure et les dimensions des génitalia males et, pour les deux sexes, la
disposition des soies dressées ou couchées sur les tergites (Abonnenc, 1972).

En 1976, Abonnenc et Léger ont proposé une nouvelle classification, dans laquelle la famille
des Phlebotomidae (Walker, 1848) est divisée en trois sous-familles et 10 genres.

Léger et Depaquit en 1999, se sont basés sur des arguments morphologiques et
biogéographiques et ont retenu 13 genres.

En 2008, Depaquit, Léger et Robert ont créé au sein du genre Sergentomyia le sous-genre
Vattierromyia (Depaquit et al., 2008).

2. Caractéristique morphologique

Les phlébotomes sont des insectes, diptéres, nématoceres, présentant un corps gréle et
allongé, de 1,5 a 3,5 mm de long (figure 1). Le corps de couleur pale est couvert d’une fine
pilosité qui lui permet un vol silencieux (Abonnec, 1972). Au repos, les ailes sont inclinées a
45°conférant au phlébotome une attitude caractéristique (forme en V).

Leur identification repose sur un examen microscopique aprés montage minutieux entre
lame et lamelle.



Les caracteres d’identification d’espéces les plus utilisés sont les antennes, le pharynx et le
cibarium au niveau de la téte. Les ailes et I'implantation de soies au niveau du thorax. Enfin,
I'implantation des soies dorsales au niveau abdominal et les génitalia qui permettent
I'identification de nombreuses espéces (Abonnenc, 1972, Léger et al., 1983, Killick-Kendrick
etal., 1991).

a) Téte

Elle est entourée d’une capsule chitineuse (épicrane), limitée de chaque coté par un ceil
composé (figure 1), elle porte deux antennes et le probocis. Les deux antennes qui s’insérent
au niveau de la région frontale sont formées chacune de 16 segments, deux segments
basaux, pas plus longs que larges et de 14 segments beaucoup plus minces, constituant le
flagellum (figure 1).

L’ensemble des pieces buccales forme une trompe courte. Seules les femelles portent des
mandibules dentelées. Le nombre et la longueur des épines géniculées sont utilisés en
systématique (Abonnenc, 1972).

b) Le thorax

Il est bien développé comme chez tous les Diptéres. Il est convexe et constitué de trois
segments a savoir le prothorax, le mésothorax et le métathorax.

Sur chacun des trois segments thoraciques fusionnés est insérée une paire de pattes
articulées, longues, fines et couvertes de soies (figure 1). Il porte une paire d’ailes
lancéolées, couvertes de longues soies et des balanciers qui assurent I’équilibre de I'insecte
pendant le vol. Les ailes comprennent 9 nervures longitudinales et des nervures
transversales toujours situées prés de la base d’insertion. Au repos, les ailes sont
ordinairement élevées sur le thorax faisant un angle de 45° environ (Abonnenc, 1972).

c¢) L'abdomen

Il est cylindrique, est composé de 10 segments ; le premier est rattaché au thorax. Les 7
premiers non modifiés, portent chacun une paire de stigmates respiratoires ; tandis que les
trois derniers sont transformés pour constituer le génitalia (figure 1). Chez le male (figure 2),
I'armature génitale, tres développée, se compose de trois paires de prolongements: une
paire de coxites sur lesquels s’articulent les styles, une paire de pieces médianes, les
parameéres naissant a la base des coxites, une paire de prolongements ventraux appelés
lobes latéraux et enfin, soudés a la partie interne de ces derniers, deux lames
membraneuses, les lamelles sous-médianes entre lesquelles s’ouvre I'anus (figure 2). Entre
les parameéres se situent les gaines du pénis protégeant deux filaments génitaux. Les
filaments, faisant suite a la pompe génitale, qui est un organe interne, prennent naissance
dans les segments postérieurs de I'abdomen (Abonnenc, 1972).

Chez la femelle (figure 2), les organes génitaux internes se composent de trois organes pairs:
deux ovaires, deux glandes annexes et deux spermathéques. Chaque ovaire se continue par
un court oviducte qui s’ouvre dans une chambre génitale qui est soutenue par une furca. Les



spermatheques s’ouvrent aussi dans la chambre génitale. La furca peut étre utilisée pour
localiser I'issue des spermatheques.

Les spermathéques (figure 2) qui sont des organes internes sont formées chacune d’une
capsule chitineuse, de morphologie tres variable. Elles sont au nombre de deux et
communiquent avec |'extérieur par des conduits plus au moins longs qui débouchent dans
I'atrium génital. L'armature génitale du male, les spermathéques et I'armature buccale de la
femelle varient dans leur morphologie et sont utilisés dans I'identification et la classification
des espéeces.

cibarium

pharynx

= stemites

tergites

pipes | f

Figure 1: Morphologie du phlébotome adulte (a: Phlébotome adulte, b: armature buccale et
pharyngienne, c : téte, d : abdomen).
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Figure 2: Morphologie de I'appareil génital du phlébotome (a: appareil génital male, b : appareil

génital femelle (Niang et al., 2000)) .



3. Biologie et cycle de développement

Les phlébotomes se trouvent sur tous les continents mais leur apparition, leur densité, leur
période d’activité et leur disparition varient suivant la latitude, l'altitude, la saison et
I'espece (Abonnenc, 1972). Durant la journée, ils se cachent dans les endroits obscurs et
abrités. Dans les régions tropicales ils sont actifs toute I'année, alors que dans les régions
tempérées, ils sont en pause hivernale malgré une activité méditerranéenne démontrée
récemment (Naucke et al, 2008). La pérennité de lI'espéce est assurée par les larves
hibernantes de stade IV.

Il s’agit d’un cycle de vie holométabole qui comprend obligatoirement I'ceuf, quatre stades
larvaires, une nymphe et I'imago (figure 3). La femelle prend un repas sanguin pour se
procurer les éléments nutritifs nécessaires a la maturation de ses ceufs. Le temps entre un
repas sanguin et la maturation des ceufs dépend de I'espéce, de la vitesse de digestion et de
la température ambiante. Les femelles déposent leurs ceufs (80 a 100 ceufs) dans des
biotopes qui garantissent les conditions optimales pour les stades pré-imaginaux. Ils sont
pondus un a un dans des substrats de toutes sortes mais surtout dans des endroits humides
et de la matiere organique qui constituent les gites larvaires (Killick-Kendrick, 1999). En effet,
la survie et le développement des ceufs dépendent des conditions d’humidité et de
température appropriées (26-30°). L'éclosion des ceufs se fait apres quatre a dix sept jours
suivant la température (Abonnenc, 1972). Les larves sont terricoles, sédentaires,
saprophages et phytophages, leurs gites varient selon les espéces et peuvent étre les fissures
du sol, les terriers de micromammiféres, nids d’oiseaux, creux d’arbres, fentes des murs, sols
des habitations et des étables. Ces derniers constituent des micro-habitats caractérisés par
des conditions constantes : lieux calmes abrités de courants d’air, humides et sombres. Le
développement de leurs larves terricoles, exige une température relativement constante,
une obscurité, un milieu nutritif formé de déchets organiques animal ou végétal, un calme
absolu et un degré d’humidité voisin de la saturation (Abonnenc, 1972).

La nymphe est fixée en position verticale par son extrémité postérieure et se rencontre au
niveau des mémes gites que ceux de la larve. Elle ne se nourrit pas et la durée du seul stade
nymphal serait de six a quinze jours. Elle est plus grande que la larve et est adaptée a un
milieu aérien sec. Tout comme les ceufs, elle a besoin de protection contre l'insolation et
d’autres facteurs météorologiques agissant de maniére brutale. La nymphe entre alors en
état de vie ralentie pour subir enfin, la mue imaginale conduisant a I'adulte.

Les phlébotomes adultes sont caractérisés par le calme et la tranquillité du gite de repos,
I’existence de gites de ponte propices a la vie des larves et la proximité d’hotes vertébrés
nécessaires au repas de sang de la femelle. lls séjournent dans des endroits retirés sombres
et relativement humides (terriers, étables, clapiers, niches et méme dans les maisons). Tres
sensibles aux courants d’air, ils ne se déplacent que par temps absolument calmes, par des
vols courts et silencieux avec des arréts fréquents. Le vol s’effectue par des bonds rapides
sur des parois verticales de bas en haut lorsqu’ils sont dérangés, leur rayon maximum de



déplacement est variable selon les espeéces, soit a peu pres un kilométre. lls ont une activité
nocturne qui commence au crépuscule a condition que la température soit suffisante (19-
20C9) et qu’il n'y ait pas de vent (vitesse limite: 1m/sec).Une température faible ou trop
élevée constitue autant de facteurs limitant I'activité des phlébotomes (Killick-Kendrick,
1999, Wasserberg et al, 2003). Certaines especes sont attirées par la lumiére, le plus
souvent de faible intensité, alors que d’autres sont endophiles et pénetrent volontiers dans
les maisons, les étables..., par contre certaines sont exophiles (Léger et Depaquit, 2001).

La femelle, seule hématophage (Léger et Depaquit, 2001), se nourrit de sang des vertébrés
(oiseaux, reptiles, batraciens et mammiféres dont I'Homme), a chaque cycle
gonadotrophique en dehors desquels elle se nourrit de sucs végétaux et de jus sucrés dont le
male se nourrit exclusivement. La durée de vie des adultes est fonction de la température
(plus celle-ci est basse, plus la durée de vie est élevée) et de I'humidité (plus I’"hygrométrie
est élevée, plus la durée de vie est élevée). Les femelles vivent en moyenne deux semaines a
deux mois et prennent généralement plusieurs repas sanguins, alors que les males ont une
durée de vie plus courte. Les pontes interviennent une semaine aprés le repas sanguin.
L'attraction des phlébotomes pour I'étre humain semble dépendre de la production de gaz
carbonique (CO2) mais également de I'odeur (Pinto et al., 2001).

i 2K

Reproduction

Repas sanguin

3-10 jours

La nymphe (6-15 jours) Les ceufs (80 -100 ceufs)

Les larves (4 stades terricoles)

Figure 3: Cycle biologique des phlébotomes (Niang et al., 2000 avec modification).



4. Répartition géographique des phlébotomes

a) Dans le monde

L’aire de répartition des phlébotomes dans le monde est trés vaste et se rencontrent sur
tous les continents, mais ne dépassent pas certaines latitudes. lls n"ont pas été signalés dans
les pays nordiques, trés rares en Amérique du Nord, peu abondants en Australie, abondants
dans les zones tropicales et équatoriales de I’Afrique, de I’Amérique orientale et de la
province malaise (Léger et Depaquit, 2002). Les phlébotomes sont également fréquents dans
le bassin méditerranéen et en Afrique du Nord (Dedet et al., 1984).

b) En Algérie

La présence des phlébotomes a été rapportée pour la premiéere fois en Algérie en 1912 par
Foley et Leduc et plus tard par Parrot et Sergent de 1917 a 1960 (Dedet et al., 1984).
Aujourd’hui 24 espéces sont connues en Algérie : 14 appartiennent au genre Phlebotomus et
10 au genre Sergentomyia (tableau 1).

Tableau 1 : Liste des espéces de phlébotomes existantes en Algérie (Belazzoug, 1991)

Sous-famille Phlebotominae
Genre Phlebotomus Genre Sergentomyia

Phlebotomus (phlebotomus) papatasi
(Scopoli, 1786)
Phlebotomus (Phlebotomus) bergeroti
(Parrot, 1934)(*)
Phlebotomus (Paraphlebotomus) sergenti
(Parrot, 1917)
Phlebotomus (Paraphlebotomus) alexandri
(Sinton, 1928)
Phlebotomus (Paraphlebotomus)chabaudi
(Croset, Abonnenc et Rioux, 1970)
Phlebotomus (Paraphlebotomus) kazeruni
(Theodor et Mesghali, 1964) (**)
Phlebotomus (Larroussius) ariasi
(Tonnoir, 1921)
Phlebotomus (Larroussius) chadlii
(Rioux, Juminer et Gibily 1966)
Phlebotomus (Larroussius) perniciosus
(Newstead, 1911)
Phlebotomus (Larroussius) longicuspis
(Nitzulescu, 1911)
Phlebotomus (Larroussius) langeroni
(Nitzulescu, 1930)
Phlebotomus (Larroussius) perfiliewi
(Parrot, 1930)
Phlebotomus (Transphlebotomus) mascitii
(Grassi, 1908) (***)

Sergentomyia (Sergentomyia) minuta
(Adler et Theodor, 1927)
Sergentomyia (Sergentomyia) fallax
(Parrot, 1921)

Sergentomyia (Sergentomyia) antennata
(Newstead, 1912)

Sergentomyia (Sergentomyia) schwetzi
(Adler, Theodor et Parrot, 1929) (*)
Sergetomyia (Parrotomyia) africana
(Newstead, 1912)

Sergetomyia (Parrotomyia) eremitis
(Parrot et de Joliniere, 1945) (*)
Sergentomyia (Grassomyia) dreyfussi
(Parrot, 1933)

Sergentomyia (Sintonius) clydei
(Sinton, 1928)

Sergentomyia (Sintonius) christophersi
(Sinton, 1927)

(*) Espéces exclusivement localisées au Sahara central.

(**) Un spécimen rapporté de Mila (Nord-est Algérien) par Berchi et al, (1986) et de Tamanrasset (Extréme sud Algérien)

par Benallal et al, (2013)

(***) Un spécimen rapporté de la Kabylie (Nord Algérien) par Berdjane et al, (2011)
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Les différentes espéces de phlébotomes sont répartis sur tout le territoire Algérien, de
I’étage humide jusqu’a I'étage saharien selon [I'étage I’environnement et [I'étage
bioclimatique (Dedet, 1984). Cependant certaines espéces comme Phlebotomus perniciosus
et Sergentomyia minuta se rencontrent aussi bien dans des étages humides, subhumides
gue dans des étages arides, semi arides voir méme saharien (figure 4).
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Figure 4 : Les différents étages bioclimatiques en Algérie
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Les phlébotomes et la transmission des leishmanioses

Les phlébotomes sont des insectes hématophages qui, par piqlre, transmettent a ’homme

et a I'animal des maladies graves. lls sont considérés comme des vecteurs de maladies

étiologiquement différentes comme des arboviroses (fievre a papatasi, virus Toscana), la
maladie de Carrion (bartonellose causée par une bactérie: Bartonella bacilliformis) et plus
particulierement les leishmanioses provoquées par des protozoaires appartenant au genre

Leishmania (Dolmatova et Demina, 1971).

1. Taxonomie du parasite

Les leishmanies sont des protozoaires appartenant au genre Leishmania Ross, 1903 (figure

5).

La place de ce genre dans la classification de Levine (Levine et al., 1980) est la suivante :

Regne: Protista (Haeckel, 1866)

Sous-Reégne: Protozoa (Goldfuss, 1817 Emend. Siebold, 1848).
Embranchement: Sarcomastigophora (Honigberg et Balamuth, 1963).
Sous- Embranchement: Mastigophora (Diesing, 1866).

Classe: Zoomastigophorea (Calkins, 1909).

Ordre: Kinetoplastida (Honigberg, 1963 Emend. Vickerman, 1976).
Sous-Ordre: Trypanosomatina (Kent, 1880).

Famille: Trypanosomatidae (Doflein, 1901 Emend. Grobben, 1905).

Genre: Leishmania (Ross, 1903).

Figure 5: Formes de Leishmania (a: forme promastigote, b: forme amastigote (Microscope

photonique, Grx100)) (photos originales).
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2. Cycle du parasite et transmission

Suite a un repas sanguin sur des mammiféeres infectés par Leishmania, les phlébotomes
femelles sont contaminés par ces parasites (figure 6). Les interactions hétes invertébrés-
Leishmania qui régissent le développement de stades parasitaires infectieux sont le plus
souvent tres spécifiques. Chaque espece de Leishmania étant inféodée a une seule ou a
guelques espéces seulement de phlébotomes (Léger et Depaquit, 2001).

Trés rapidement apreés ingestion du sang par les diptéres, celui-ci coagule dans leur intestin
moyen (mésenteron). Vingt quatre heures sont nécessaires pour qu’il soit circonscrit par une
membrane dite péritrophique synthétisée par les cellules épithéliales du tube digestif et
composée de chitine et de glycoprotéines. C’est dans ce bol alimentaire que les amastigotes
ingérés se différencient en promastigotes. Ceux-ci se divisent activement tout d’abord sous
une forme trapue dite procyclique (24-48 heures aprés linfection) puis ils vont se
transformer en formes trés fuselées, appelées nectomonades. Vers le 3°™ jour, la
membrane péritrophique commence a se fragmenter et les résidus du repas sanguin sont
partiellement excrétés de [lintestin médian. Les nectomonades qui s’échappent de
I’'enveloppe défectueuse vont alors se fixer via leur flagelle sur les microvillosités de I'intestin
médian abdominal. Cette liaison évite leur élimination lors du transit intestinal. A des temps
plus tardifs (4-5 jours), les nectomonades migrent vers I'intestin médian thoracique et se
transforment en promastigotes dits métacycliques, tres infectieux pour les hotes
mammaliens. Ces parasites, qui ne sont plus capables de se diviser, présentent un corps
cellulaire tres fuselé mais relativement court et un trés grand flagelle. lls sont doués par
ailleurs d’une trés grande motilité et vont s’accumuler entre 7 et 10 jours aprés I'infection au
niveau de la valve stomodéale qui sépare le tube digestif médian du tube digestif antérieur.
Les parasites a ce niveau pourraient constituer un bouchon et faciliter ainsi le reflux des
promastigotes métacycliques libres lors du pompage sanguin (Antoine et al, 1999).

Au cours de cette opération, 10 a 100 promastigotes métacycliques sont inoculés dans le
derme d’'un mammifére lors d’une prochaine piqlre. Les substances pharmacologiques
actives contenues dans la salive de l'insecte provoquent une vasodilatation et une
immunodépression locales favorables a I'installation du parasite (Antoine et al, 1999).

3. Physiopathologie

Les promastigotes métacycliques inoculés dans la peau au moment de la piglre infectante
(figure 6) sont phagocytés par des cellules hotes (macrophages, monocytes, neutrophiles,
cellules dendritiques).

L'interaction des leishmanies et des cellules repose sur la reconnaissance, a la face externe
du parasite, de molécules de liaison par divers récepteurs présents sur la membrane
cellulaire. Parmi les molécules de liaison, le lipophosphoglycane apparait de plus en plus
comme la molécule clé de la virulence des Leishmania (Antoine et al, 1999).
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A l'intérieur des cellules macrophagiques, les amastigotes sont localisés dans une vacuole
parasitophore de pH trés acide, dans laquelle ils survivent a la digestion par les hydrolases
lysosomales. Le parasitisme entraine dans le macrophage une baisse des capacités de
production de dérivés oxygénés et nitrogénés, complétant ainsi les mécanismes
d’échappement des Leishmania a la digestion cellulaire (Antoine et al, 1999).

Apres multiplication intracellulaire et éclatement de la cellule héte, les amastigotes infectent
localement de nouvelles cellules phagocytaires et éventuellement migrent vers d’autres
tissus. Chez les sujets susceptibles, la maladie se déclare aprés plusieurs semaines, ou
qguelques mois d’incubation. En effet, les leishmanioses se distinguent cliniquement en
leishmaniose viscérale (LV), dans lesquelles les parasites s’étendent a tous les organes du
systeme des phagocytes mononucléés, et leishmanioses tégumentaires, dans lesquelles la
multiplication intracellulaire des amastigotes reste localisée aux macrophages et aux cellules
dendritiques de la peau; leishmaniose cutanée (LC) et des muqueuses; leishmaniose
cutanéo-muqueuse (LCM). Pourtant, méme dans les cas de LC, les parasites peuvent
également étre transportés aux ganglions lymphatiques drainants et diffuser a d’autres sites
cutanés comme dans la leishmaniose cutanée diffuse (LCD), ou aux muqueuses de la face
comme dans la LCM. Mais ces formes cliniques sont elles-mémes différenciées suivant des
facteurs liés a I’hote, et tout spécialement sa réponse immunitaire (Dedet, 2009).
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Figure6 : Cycle et transmission du parasite (source : http//www. Dpd. Gov/dpdx)
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4. Les leishmanioses en Algérie

En Algérie, la leishmaniose se déploie sur des dizaines de foyers infectieux, répertoriés au
Nord comme au Sud. Quatre formes cliniques de leishmanioses sévissent a I'état endémique,
elles se répartissent en trois formes cutanées (LC): la LC du sud a Leishmania major, qui a
pour réservoir les rongeurs sauvages : Psammomys obesus et Meriones shawi (Bellazoug,
1986a) et comme vecteur Phlebotomus papatasi (Izri et al., 1992). Ll'aire de distribution
géographique de la LC comprend les zones arides du nord du Sahara. Cependant Cette forme
connait dernierement une propagation alarmante vers le nord du pays, avec plus de 8000
cas/an en moyenne (Harrat, 2010). La LC du nord (sporadique), a Leishmania infantum
(Bellazoug, 1985) qui a pour réservoir le chien domestique (Benikhlef et al., 2004, Benikhlef
et al., 2009) et comme vecteur Phlebotomus perfiliewi (lIzri, 1993), affecte environ 400
personnes par an. Cette forme est présente le long du littoral algérien. Enfin, la LC a
Leishmania killicki (Leishmania tropica), signalée pour la premiere fois en 2005 a Ghardaia
(sud algérien) (Harrat et al., 2009), elle est transmise par Phlebotomus sergenti (Boubidi et
al., 2011). Le réservoir suspecté est Massouteira Mzabi, rongeur appartenant au genre
Ctenodactylus gundi. Ce rongeur a été retrouvé naturellement infesté par Leishmania tropica
MON-8 en Tunisie (Jaouadi et al., 2011). Quant a la forme viscérale (LV), dont le pronostic
reste grave, elle sévit particulierement au nord du pays avec quelque cas reporté récemment
dans I'extréme sud a Tamanrasset et a lllizi (Benallal et al., 2013 a et b). Le parasite de la
maladie a pour réservoir le chien domestique et le chacal (Bellazoug, 1986 b; Bessad et al.,
2012) et comme vecteur principal Phlebotomus perniciosus (Izri et al., 1990). Cette forme
touche surtout les enfants en raison de leur faible immunité (Dedet, 2009). Le taux de
|étalité de la LV est de I'ordre de 6 % (Harrat, 2010).

Les retombées socio économiques des leishmanioses sont importantes : fardeau financier
pour le secteur de la santé, pertes des récoltes de céréales et des cultures maraichéres
engendrées par les rongeurs, baisse de fréquentation touristique dans les zones a risque,
absentéisme, préjudice esthétique dus aux cicatrices indélébiles.

Etant donné qu’aucun vaccin n’est encore disponible, le traitement de la leishmaniose reste
limité a quelques médicaments, assez toxiques et colteux.

Les mesures de prévention recommandées par I'Organisation Mondiale de la Santé sont
fondées sur les mesures d’hygiene du milieu et la lutte contre les vecteurs et les réservoirs
(Anonyme, 2008). Mais cette lutte est complexe, longue et nécessite I'intervention de
plusieurs secteurs. Ces mesures ne s’appliquent pas de facon systématique et nécessite des
adaptations selon les pays et les régions (Anonyme, 1993).
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lll. Matériel et méthodes

Pour l'identification biochimique des phlébotomes certains systemes enzymatiques ont été
ciblés, nécessitant I'utilisation d’un matériel non biologique spécifique et non spécifique
(annexe 1).

A. Matériel biologique

1. Les phlébotomes

Durant ce travail, nous avons étudié et analysé des populations naturelles de phlébotomes
gue nous avons récoltées dans deux régions différentes d’Algérie, Blida au nord et Batna au
Sud Est du pays. Une fois les phlébotomes capturés, ils ont été immédiatement conservés
dans de l'azote liquide a -196°C puis transférer au Centre de Référence National de
Leishmania du Service d’Eco-épidémiologie Parasitaires et Génétiques des Populations de
I'Institut Pasteur d’Algérie.

2. Les systémes enzymatiques

Huit systemes enzymatiques ont été testés pour la mise au point de I'électrophorese des iso-
enzymes. Certains enzymes interviennent dans le cycle de krebs (FUM, MDH et ME), et
d’autres dans le cycle des pentoses (PGM, PGI, PGD, G6PD, HK). Les enzymes étudiées sont :

- Phosphoglucomutase (PGM) EC 5.4.2.2

- Phosphoglucose Isomerase (PGI) EC 5.3.1.9

- Phosphoglucose Déshydrogénase (PGD) EC 1.1.1.44

- Glucose-6-phosphate Déshydrogénase (G6PD) EC 1.1.1.49
- Fumarase hydratase (FUM) EC 4.2.1.2

- Malate déshydrogénase (MDH) EC 1.1.1.37

- Enzyme malique (ME) EC 1.1.1.40

- Hexokinase (HK) EC 2.7.1.1

Il est a noter que le Comité International de Biochimie a donné un code d’identification pour
chaque enzyme, comprenant deux lettres «EC», indiquant «<Enzyme Commission». Ces deux
lettres précédent quatre nombres séparés par des points. Chaque nombre désigne une division
ou subdivision du classement, basée sur le mode d’action de I’enzyme.
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B.

1.

Méthodologie

Zones d’étude

Les deux sites d’étude ont été choisis en raison de la différence du biotope et du climat

(étages bioclimatiques différents) des zones de capture mais aussi pour des raisons

pratiques (accessibilité et facilité de travail).

a)

Le site de Chebli (Blida) : La commune de Chebli (figure 7) est située a environ 23km au
nord-est de Blida et a environ 29km au sud d'Alger (32° nord et 3° Ouest). Elle comptait
29660 habitants en 2008. La ville est a 57metres d’altitude au dessus de la mer. L'Atlas
tellien protege la ville des vents secs du sud en provenance des Hauts Plateaux. Cette
protection permet a la région de bénéficier d'un climat méditerranéen humide propice a
I'agriculture avec une pluviométrie qui varie selon les années. Les hivers sont froids, les
températures deviennent négatives a partir de janvier avec des chutes de neige sur les

reliefs au dessus de 1000m d'altitude et plus rarement a partir de 500m. Les étés sont
chauds et les températures dépassent les 40°C et atteignent 45°C en juillet (Anonyme,
2013 a).

Figures 7: Localisation de la région de Chebli et du site de piégeage des phlébotomes
(al: (Anonyme, 2013 a) ; a2: google earth: 36° 33’ 20.51”" N ; 3° 3’ 18.98" E).

b) La région de Gosbat (El Hamma, Batna): Le territoire de la commune de Gosbat (figure

8) est situé au nord-ouest de la wilaya de Batna. La ville de Batna est considérée
historiguement comme étant la « capitale » des Aurés. Située a 1058 meétres d'altitude,
elle est la 5éme plus importante ville du pays avec 375 000 habitants et la plus haute
agglomération d'Algérie bien qu'elle a été construite dans une cuvette entourée de
montagnes. Le Climat de Batna est de type aride, avec quatre saisons bien distinctes. Les
températures moyennes varient de 4°C en janvier a 35°C en juillet (Anonyme, 2013 b).
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Figure 8: Localisation de la région d’Elhamma et du site du piégeage des phlébotomes
(photo originale).

2. Capture des phlébotomes

Durant la période Aout-Octobre 2012, plusieurs sorties sur le terrain ont été réalisées aussi
bien au nord du pays dans la ville de Blida, que dans la région de Batna.

Il est a noter que la collecte des phlébotomes dans la région de Blida a été réalisée dans une
jumenterie (figure 7 a2), alors que dans la région de Batna, les différentes captures ont été
effectuées aussi bien a l'intérieur qu’a I'extérieur des maisons (figure 9). Les maisons dans
cette zone sont éparses dans les champs, baties dans un style assez traditionnel (grande cour
intérieure entourée de piéces habitables et des abris pour animaux domestiques).
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Figures 9 : Vue d’ensemble des sites de captures de phlébotomes a Batna (photos originales)

a) Prospection entomologique

Dans une premiere étape, et pour vérifier I'existence et la densité des phlébotomes (vue
d’ceil), nous avons effectué une prospection entomologique a I'aide des pieges adhésifs
(figures 10).

La technique des pieges adhésifs est sans doute la mieux adaptée a 'inventaire qualitatif et
guantitatif des phlébotomes (Croset et al., 1974). Les pieges sont constitués de feuilles de
papier blanc mat de format A4 largement imbibées d’huile de ricin. L’huile de ricin présente

19



I’avantage de ne pas étre répulsive, d’étre tres visqueuse et enfin d’étre soluble dans I'alcool
ce qui facilite la récupération ultérieure des insectes.

Les feuilles de papier, dont la transparence indique une bonne imprégnation huileuse, sont
placées dans différents endroits tels que les fissures des murs, terriers de rongeurs et
végétations, pouvant servir de gites de repos et de lieux de ponte aux phlébotomes.

Les pieges sont déposés le soir avant le coucher du soleil et récupérer tét le matin.

Z - T . i

Figure 10 : Emplacement des piéges adhésifs dans la région de Batna, (photos originales).
b) Captures manuelles et par piéges lumineux des phlébotomes

Pour I'étude biochimique, d’autres techniques de captures ont été utilisées, notamment des
pieges lumineux (Anonyme, 1975) et les captures manuelles a 'aide d’aspirateur a bouche.
Elles offrent la possibilité de capturer les phlébotomes vivants permettant d’obtenir des
extraits protéiques étape indispensable dans I'identification enzymatique.

1. Capture par le piege lumineux (CDC)

Cette méthode est adaptée pour la capture des espéces photophiles. Contrairement a de

nombreux autres insectes, les phlébotomes demeurent rarement prisonniers du flux

lumineux. lIs semblent méme le fuir a partir d’une certaine intensité.

Durant notre capture, nous avons utilisé le « CDC miniature Light Trap ». Ce piege comporte:

- Un moteur assurant le fonctionnement d’un petit ventilateur destiné a entretenir une
aspiration continue de faible intensité. Au dessus du ventilateur se trouve une petite
ampoule de 0,3 ampére. Le tout est alimenté par une batterie de 6 volts suffisante pour
assurer un fonctionnement pendant toute une nuit et prévenir ainsi la fuite des
phlébotomes capturés en maintenant la ventilation.
L’ensemble moteur-ventilateur-lampe se trouve a l'intérieur d’un cylindre transparent en
matiere plastique dont la partie supérieure est couverte d’un grillage métallique évitant
la pénétration des insectes de grande taille et dont la partie inférieure est creusée d’une
gorge destinée a l'ajustement de la cage de recueil.

- Une cage recouverte d’un tissu a mailles trés serrées dont la partie supérieure vient
s’adapter a I'aide d’un élastique a la partie inférieure du cylindre.

20



Les pieges sont tendus dans les abris d‘animaux domestiques, a l'intérieur et/ou a I'extérieur
des maisons, pres des terriers jugés abrités ces insectes (figure 11). Les piéges sont placés en
fin de journée et récupérés tot le matin. Les phlébotomes sont anesthésiés par le froid, puis
a I'aide d’une petite pince les moucherons sont récupérés et conservés dans des cryotubes
soigneusement étiquetés et mis a-80°c ou dans de I'azote liquide.

Figures 11: Emplacement des pieges CDC dans la région de Batna, (photos originales).

2. Capture manuelle nocturne sur paroi verticale

Cette méthode, moins encombrante et plus pratique offre toutefois des résultats, dont la

fiabilité, dépend largement de I'habileté de chaque prospecteur.

Les captures commencent au crépuscule et se poursuivent pendant la nuit ce qui correspond

au maximum d'activité des phlébotomes (Rioux et al., 1984). Pour que ce type de piégeage

soit rentable, il faut que les conditions atmosphériques soient favorables a la sortie des
phlébotomes: température extérieure au minimum 19°C, absence totale de vent et de pluie

(figures 12).

Ce piege comporte :

- Un capturateur a bouche ou tube a aspiration en verre épais (3 mm), de 15 cm de long et
de 4 cm de diametre. L'extrémité distale du tube se termine en forme de masse dont
I'ouverture interne a un diametre de 5 mm. Le segment interne se prolonge a l'intérieur
du tube sur 2 cm. L'extrémité proximale est obturée par un bouchon en caoutchouc,
traversé par un tube de verre de 5 mm de diamétre. L'extrémité du bouchon se trouvant
a l'intérieur du capturateur est recouverte d'un morceau de tissu élastique a mailles
serrées (bas de nylon épais). Sur l'extrémité libre s'adapte un tuyau de caoutchouc
souple, long de 50 cm destiné a I'aspiration.

- Une torche électrique de poche: elle est choisie en fonction de sa luminosité (suffisante
sans étre agressive) et de sa maniabilité, équipée d'une pile de 4,5 volts et d'une
ampoule de 0,3 amperes.
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Figures 12 : Capture manuelle des phlébotomes vivants sur paroi verticale dans la région de Batna
(photos originales).

3. Sélection et conservation des phlébotomes

Le repérage des phlébotomes est assez délicat, d’'une part ceux-ci s’y trouvent mélangés a de
nombreux autres insectes (figures 13), d’autre part ils redeviennent actifs apres quelques
minutes a la température ambiante.

Selon le mode de récolte et I'utilisation prévue, les phlébotomes sont conservés :

- Soit dans I'alcool a 70° pour les spécimens récoltés morts sur les pieges adhésifs.

- Soit dans de l'azote liquide (-196°C), ou dans le congélateur a -80°C, pour les
phlébotomes a traiter par des méthodes enzymatiques.

Figures 13 : Sélection et conservation des phlébotomes, (photos originales).
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4. Traitement des échantillons et identification morphologique

L'identification morphologique des phlébotomes nécessite un traitement préalable puis un
montage temporaire ou définitif selon I'objectif de I'étude.

a) Eclaircissement et montage des phlébotomes capturés par piege adhésif

- Eclaircissement : Les phlébotomes sont versés dans une coupelle de cristal munie d’un
couvercle dans laquelle s’effectueront toutes les manipulations (figures 14).

L'alcool est soutiré a I'aide d’'une poire graduée munie d’un morceau de tissu filtrant, afin
d’éviter I'aspiration des phlébotomes. Plusieurs bains sont ensuite effectués (Abonnenc,
1972):
- Un bain dans la solution de potasse (KOH) a 20% pendant 2 heures.
- 03 bains de 15 minutes chacun, dans de I'eau de robinet.
- Un bain dans la solution de Marc-André (annexe 2) durant 1 heure de temps au
minimum (ou une nuit).

- Montage : Le montage des phlébotomes est réalisé sous loupe binoculaire. Apres
éclaircissement, chaque phlébotome est monté directement entre lame et lamelle, dans une
goutte de Marc-André a I'aide de deux aiguilles (figures 14).

Il est a noter que d’autres types de montage peuvent étre aussi utilisés comme le montage
rapide dans la gomme au chloral, polyvényl alcool (PVA) (annexe 2) et le montage
permanant dans le baume du Canada. Cette derniére est recommandée pour la mise en
collection des especes.

Le phlébotome est déposé en position latérale dans une goutte du milieu de montage. La
téte est détachée du reste du corps a I'aide de fines aiguilles. Elle est ensuite orientée face
ventrale afin de rendre plus aisée I'observation des armatures cibariale et pharyngienne.

Les pattes sont soigneusement étalées du coté ventral et les ailes du c6té dorsal.

Pour les males, I'armature génitale est disposée selon son orientation, pour les femelles la
dissection du génitalia est parfois nécessaire pour dégager certaines structures internes
utilisées pour la diagnose spécifique (Léger et al., 1983). Cette dissection se fait dans le
milieu de montage sous la loupe binoculaire. Une fois la téte coupée, on maintient le thorax
a I'aide d’une fine aiguille et on coupe I'abdomen au niveau de I’'avant dernier segment. On
isole alors, en se débarrassant des téguments et des tissus qui I’entourent, la furca avec les
spermatheques.

La préparation est ensuite recouverte d’une lamelle. Une légére pression permet de mettre
les tissus a observer a plat, position la plus favorable a I'observation microscopique.
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- Identification des spécimens: Chaque spécimen est identifié d’apres les criteres

d’identification habituels (Abonnenc, 1972) et de Dedet (1984).

e Pour les phlébotomes males : morphologie externe de |'appareil génital et si
nécessaire, anatomie de l'armature cibariale (Sergentomyia) ou pharyngienne
(Phlebotomus).

e Pour les phlébotomes femelles : anatomie des spermatheques, de I’armature

cibariale et pharyngienne.

Figures 14: Eclaircissement et montage des phlébotomes capturés par piéges huileux (photos
originales).
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b) Montage et dissection des phlébotomes collectés par CDC

Le montage des phlébotomes fraichement collectés est aussi réalisé sous loupe binoculaire,
cependant chaque phlébotome est placé sur une lame au dessus d’une pochette de glace
pour éviter toute dénaturation des protéines (figures 15). La dissection est aussi réalisée a
I'aide de deux aiguilles. Les spermatheques des femelles et les organes génitaux externes
des males sont extraits et placés entre lame et lamelle dans une goutte de PVA puis
identifiés sous microscope. Le reste de I'insecte est immédiatement remis dans son cryotube
et placé dans I'azote liquide pour une meilleure conservation jusqu’au jour de I'identification

enzymatique.

Figures 15 : Dissection, montage et identification morphologique des phlébotomes capturés par CDC
(1: Génitalia, 2: Téte, 3: Reste du corps, (photos originales)).

5. Identification iso-enzymatique

a) Principe de I'lsoélectrofocalisation (IEF)

L'isoélectrofocalisation (IEF) est une technique électrophorétique permettant la séparation
des protéines selon leurs points isoélectriques (pl).

Le principe de base de I'lEF est de créer un gradient de pH dans lequel se déplacent les
protéines soumises au champ électrique. Les protéines migrent et une fois arrivées au pH
correspondant a leur pl, elles s'immobilisent (Boyer, 1993; Vesterberg, 1971). La création
d’un tel gradient de pH se fait avec des polyélectrolytes portant un certains nombre de
groupes ionisables positivement ou négativement (amines carboxyles ou sulfates) et
possédant un certain pouvoir tampon (Dryer et al., 1989). Ces molécules sont appelées
ampholytes. Si les ampholytes son soumis a un champ électrique borné par une solution
d'un acide fort a I'anode et par une solution d'une base forte a la cathode, ils migrent et se
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distribuent par ordre de pl. Leurs capacités tampon aident a maintenir autour d'elles une
petite zone de pH égal a leur pl. Une série d'ampholytes ayant donc chacun un pl couvrant
une certaine gamme de pH crée un gradient continu de pH.

Le pouvoir de résolution de cette technique est élevé. L'IEF peut se réaliser sur plusieurs
matrices (supports) de polymeres baignant dans un tampon conducteur. Deux polymeres
sont principalement utilisés : le polyacrylamide et I'agarose.

La concentration de polymere ainsi que son taux de réticulation pouvant varier par rapport a
celle du tampon, plus le polymére est concentré et réticulé, et plus la taille des pores du gel
sera petite. Les propriétés du gel peuvent ainsi étre adaptées a la taille des molécules a
analyser.

L'agarose: est utilisé a des concentrations de 0,5% a 2% (poids/volume), il permet de
séparer des molécules de tres grande taille: les grosses protéines, I'ADN ou de I'ARN.

- Le polyacrylamide: est utilisé a des concentrations de 4% a 20% (poids/volume), il
permet de séparer des molécules plus petites: protéines, peptides et des fragments
d'acides nucléiques. La réticulation (taux de ramification) lors de la polymérisation peut
également étre modulée pour modifier les parametres de séparation.

Pour les deux types de polymeres, le gel peut se faire en conditions natives ou en conditions
dénaturantes. Dans notre cas, la séparation des protéines se fait dans des conditions non
dénaturantes.

b) Préparation des gels
Afin de choisir le support le plus pratique, nous avons préparé les deux types de gels.
- Préparation du gel de polyacrylamide

Durant I'optimisation de cette technique, des concentrations de 4% d’acrylamide ont été
utilisées. Cette concentration offre au gel une porosité qui ne ralentira pas les grosses
molécules et permettra ainsi la migration de la totalité des protéines (Gennady, 2003).

Les gels de polyacrylamide sont formés par la polymérisation entre des monomeres

d’acrylamide, formant de longues chaines et un co-monomére bifonctionnel, le N,N’-

méthylene bis acrylamide, formant des ponts inter-chaines en présence du persulfate

d’ammonium et d’un catalyseur tel que le N N N’ N’tétraméthyl-éthylene diamine (TEMED).

Pour la réaction du gradient de pH, deux gammes d’ampholytes ont été testées:

- Petites gammes de pH (4-6,5 et 5-8) permettant la séparation trés fine pour mesurer
précisément le pHi de I'enzyme.
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- Grandes gammes de pH (3-10) permettant I'analyse d’un grand nombre de protéines.

Le gel est coulé dans un moule constitué d'une plague de verre sur laquelle est appliqué un
support en plastique recouvert d'une pellicule hydrophile. Une deuxieme plaque de verre
munie de joints (Imm d'épaisseur) lui est superposée. Ce systeme est maintenu par des
pinces jusqu’a polymérisation du gel, environ 10-15 minutes a température ambiante. La
dimension finale du gel est de 11 cm sur 23 cm.

- Préparation du gel d’agarose

Le gel d’agarose est préparé a une concentration de 1%, en présence de sorbitol a 10%. Ce
dernier offre une élasticité et une hydratation au gel durant la migration. Une fois le
mélange est dissous dans un four micro-onde, un dégazage rapide est effectué lorsque la
température de la solution atteint +75°C. Une quantité d’ampholyte de pHi est ensuite
ajoutée au milieu réactionnel (Bousaa, 2008a).

La solution est immédiatement coulée dans le moule (méme opération que le gel
d’acrylamide). La polymérisation se fait alors en 15 minutes a température ambiante. Le gel
est ensuite démoulé avec son support puis entreposé dans une chambre humide a + 4°C
pendant une heure au minimum. La dimension finale du gel est de 11 cm sur 23 cm (figures
16).

c) Préparation des extraits protéiques

Une fois disséqué, les restes du phlébotome (thorax, abdomen pattes et ailes) sont broyés
dans 10 pl d'eau distillée sur une pochette de glace pour éviter la dénaturation des enzymes
(figures 16). La quantité de I'extrait permet d’étudier 3 systéemes enzymatiques par individu
(Bousaa, 2008a).

d) Migration électrophoreétique

Une fois le gel polymérisé, il est démoulé et placé sur la cuve de migration réfrigérée (+4°C).
Deux meches de papiers découpées aux dimensions du gel sont imbibées de solution
d'électrodes et sont placées a 0,5 cm du bord du gel (Figure 16). Les électrodes sont placées
sur les méches et reliées a un générateur réglé initialement a un courant et une puissance
électrique maximaux.

Une pré-focalisation de 15 min est réalisée en premier temps afin de créer un gradient de pH
(Bousaa, 2008a).

L'isoélectrofocalisation commence aprés répartition des extraits protéiques dans du papier
whatman N°1, et un témoin de protéines-étalon de pHi connu est déposé dans le premier
dépot.
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Les parametres de migration a savoir I'ampérage, voltage et la puissance ont été modifiés
plusieurs fois jusqu’a I'obtention d’'une meilleurs séparation avec 50mA/30W/ 1200V pour le
gel d’acrylamide et 20 mA/10W/ 500V pour le gel d’agarose.

Apres migration, le gel est rincé a I'eau distillée découpé et coloré avec des solutions de
révélations appropriées (Bousaa, 2008a).

e) Coloration des Protéines étalon

La bande de gel portant les protéines-étalon est immergée dans du bleu de Coomassie G 250
(annexe 2) jusqu’a apparition des bandes (Bousaa, 2008a). L'exces de colorant est éliminé
par ringage du gel dans une solution aqueuse de décoloration (Annexe 2). Le gel est séché a
température ambiante, les bandes protéiques apparaissent alors colorées en bleu foncé. Le
pHi connus des protéines-étalon permet de repérer et de déterminer le pHi des iso-enzymes
révélées.

f) Révélation enzymatiques

- Principe

Le terme «iso-enzyme» a été crée par Markeat et Moller (1959), pour désigner toute bande
apparaissant au sein d’un systeme enzymatique donné sur un gel.

La majorité des iso-enzymes solubles sont incolores, la visualisation de leur emplacement sur
le gel aprés électrophorése, se fait par des procédés histochimiques spécifiques qui
permettent soit de colorer les produits de dénaturation de la protéine ou un corps chimique
qui lui est associé, soit d’obtenir un précipité coloré a I'’emplacement de cette protéine en
utilisant ses propriétés catalytiques (Gennady et Manchenko., 2003).

Le gel est traité par une solution de révélation qui contient :

- Un substrat spécifique de I'’enzyme a analyser.

- Des co-facteurs: co-enzymes, ions et autres corps chimiques éventuellement nécessaires
a l'activité de I'’enzyme en cause.

- Un sel coloré, susceptible de réagir avec le produit de la réaction catalysée.

Dong, il y aura une réaction biochimique a I'’endroit ou I’'enzyme spécifique a migré (Pasteur

et al., 1987).

Substrat NAD+ ou NADP+ PMSH MTT
Enzyme ;l ; z ; ;
NADH ou NADPH PMS MTTH= Formazan
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- Préparation des solutions de révélation

Il existe pour chaque systeme enzymatique étudié une fiche technique (Annexe 3), adaptée
selon la méthode de Rioux et al. (1990).

La préparation de la solution de révélation comprend deux étapes:

1. Préparation d’une premiére solution qui est incubée a I'étuve (37°C) pendant 30 min
avant I'arrét de la migration.

2. Apres incubation, d’autres produits sont additionnés avant de verser la solution de
révélation sur le gel.

Les colorations ont lieu a 37°C, a I'abri de la lumiéere (car le PMS et le MTT sont réduits a la
lumiére). Les bandes (ou zymogrammes) apparaissent en moins d’une heure (figures 16).

g) Lecture des zymogrammes

Le terme zymogramme, désigne I'ensemble des bandes colorées apparaissant sur le gel.
Chaque bande correspond a une protéine distincte codée par un, deux ou plusieurs génes.
Les phénotypes enzymatiques observés sur les zymogrammes peuvent donc étre traduits en
termes de génotypes, de génes et d’alléles. Ainsi, I'analyse des phénotypes permet de
préciser le type structural de I'enzyme et de définir le nombre de locus codant cette enzyme.

Sur chaque électrophoregramme (gel), le nombre de bandes ainsi que la distance parcourue
ont été calculés pour chaque échantillon, ensuite un code est attribué pour chaque alléle
selon les deux parameétres décrits ci-dessus (nombre de bandes et distance). Les différentes
étapes de la réalisation de I'lEF sont illustrées dans les figures suivantes:
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Figures 16: Les grandes étapes de I'isoélectrofocalisation, D : distance parcourue, (photos originales).
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h) Analyse des données

Cette analyse nécessite la définition de certaines notions spécifiques utilisées en génétique
des populations. Dans cette discipline, la population est vue comme un "pool de génes" dont
la composition est susceptible d'évoluer, les individus n'étant que les porteurs transitoires
de ces génes (Simard, 1999).

- Principe de la génétique des populations

La génétique des populations est I'étude de la répartition de la variabilité génétique entre et
au sein de populations naturelles et des forces génétiques, écologiques ou
environnementales qui la gouvernent. Ces forces, nombreuses et interactives, sont
notamment la mutation, la recombinaison, la sélection, la migration, la distance
géographique entre individus et le systéme de reproduction (Simard, 1999). Reconnaitre et
guantifier ces facteurs est essentiel pour déterminer ou prédire I'évolution des populations
et des especes.

En effet, chez la plupart des especes, il existe des variations environnementales qui se
manifestent tant au niveau morphologique qu'au niveau des fréquences de certains genes.
L'analyse des structures génétiques permettant la mise en évidence de ces variations
nécessite le recours a des modeles mathématiques (Simard, 1999). Le modele d'Hardy-
Weinberg (HW) est le modele mathématique le plus simple, qui sert de base a la génétique
des populations. Il a été publié par G.R. Hardy et par W. Weinberg en 1908. Ce modele décrit
les relations entre fréquences alléliques et génotypiques dans une population idéale dont:

- Les gametes s'associent au hasard par rapport aux génes considérés (panmixie),

- La population est de taille infinie,

- Lafréquence des génes n'est pas modifiée d'une génération a l'autre par la mutation,
la sélection ou la migration (apport extérieur de nouveaux génes).

Dans ces conditions, les fréquences alléliques restent stables au cours des générations et la
population est dite en équilibre d'Hardy-Weinberg.

Ainsi, il est possible de vérifier si, a l'intérieur d'une population donnée, les croisements se
font de maniere aléatoire ou non, en comparant les fréquences génotypiques observées a
celles attendues sous I'hypothese de I'équilibre d'Hardy Weinberg par une statistique de

type XZ.

31



- Analyse

Sur la base des 8 systemes enzymatiques testés par I'lEF, trois enzymes polymorphes (c’est-
a-dire gu’ils existent sous la forme de deux ou plusieurs alléles) les plus reproductibles ont
été retenues pour I'analyse de la variabilité génétique. Il s’agit de : GPI, PGM et HK.

Les traitements des données sont faits a l'aide des logiciels FSTAT et GENEPOP. Le
pourcentage de loci polymorphes (P), le nombre moyen d’alléles par locus (A),
I’'hétérozygotie observée (H,) et I'hétérozygotie attendue (He) ont été obtenus avec
GENEPOP (Raymond et Rousset., 1995). La valeur du coefficient de consanguinité (Fs), la
variance standardisée de Wright (Fst) ainsi que le coefficient de différenciation génique (Gsr)
ont été obtenus avec le logiciel FSTAT (ver. 2.9.3.2. (Goudet, 1995):

- Les fréquences alléliques et le nombre moyen d’alléles par locus (appelé également taux
d’allélisme ou richesse allélique), ont été calculés par comptage direct des alléles par le
logiciel.

- Le taux de polymorphisme correspond au rapport entre le nombre d’alleles polymorphes
et le nombre total de locus étudiés. Un locus est considéré polymorphe lorsque I'allele
majoritaire a une fréquence inférieure a 95%.

- Le degré d’hétérozygotie a été calculé a partir des fréquences moyennes théoriques des
individus hétérozygotes (H.) et des fréquences alléliques observées (H,) de la population.
Dans le cas d’'une population en équilibre de Hardy-Weinberg, les taux d’hétérozygoties
théoriques et observés ne sont pas significativement différents. L’équilibre génétique de
Hardy-Weinberg ne peut étre estimé que si les locus comparés sont polymorphes a 95%.
L'équilibre de Hardy-Weinberg est vérifié par le test exact de Fisher (pour des
populations de petite taille). L’hypothése nulle testée est la panmixie: c’est a dire
I'indépendance de la distribution allélique a chaque locus.

- Le coefficient de consanguinité Fis (Weir et Cockerham, 1984), dénommé aussi indice de
fixation, refléete la différenciation des individus a I'intérieur des populations et sa valeur
estime le déficit en hétérozygotes par population sur chaque locus (Fis = O : population
en équilibre de Hardy-Weinberg).

- La diversité génétique au niveau inter-population a été évaluée par la variance
standardisée total de Wright Fst (Wright., 1969, Wright., 1978). Ce dernier mesure le
déficit en hétérozygotes entre les populations et refléte la différenciation génétique.
L'hypothése nulle testée est l'identité de la distribution allélique ou génotypique a
chaque locus dans les deux régions.

Wright, (1978) propose les critéres suivants pour une interprétation qualitative de Fsr:
e 0<Fs<0,05: différenciation faible
e 0,05<Fs7<0,15 : différenciation modérée
e 0,15< Fsr<0,25 : différenciation importante
e Fsr>0,25: différenciation tres importante
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- Le coefficient de différenciation génique (Gsr) traduit la proportion de la diversité
génétique totale due a la variabilité inter-population (Crossa et al., 1993).

Dans un premier lieu une étude comparative du polymorphisme enzymatique selon le sexe a
été réalisée au sein de chaque population. L’hypothese nulle testée est I'identité de la
distribution allélique ou génotypique pour chaque locus chez les deux sexes dans la méme
région.

Par la suite la variabilité génétique intra-population et inter-population a été évaluée.
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IV. Résultats

A. Identification morphologique des phlébotomes

L'utilisation des différentes techniques de piégeages nous a permis de capturer 298
phlébotomes, dont 228 spécimens dans la région de Batna et 70 dans la région de Blida.
L'identification morphologique a révélé la présence de cinqg especes. Il s’agit de Phlebotomus
perniciosus et P.longicuspis appartenant au sous genre Larroussius, P. papatasi du sous
genre Phlebotomus, P. sergenti du sous genre Paraphlebotomus et de Sergentomyia minuta
du sous genre Sergentomyia (figure 17). Les résultats détaillés des captures et identifications
effectuées dans les deux régions sont rapportés dans les tableaux 2 (Batna) et 3 (Blida).

Tableau 2 : Distribution des phlébotomes capturés par piege CDC et par pieges adhésifs dans la
région de Batna durant la période Ao(t-Septembre 2012 :

Phlébotomes capturés |Phlébotomes capturés par
Espéce/sexe par pieges (CDC) pieges adhésifs TOTAL

M F s/total 1 M F s/total 2
Sous genre Larroussius Phlebotomus perniciosus 17 14 31 63 10 73 104
Phlebotomus longicuspis 01 01 02 01 08 09 11
Sous genre Paraphlebotomus |Phlebotomus sergenti 00 01 01 07 04 11 12
Sous genre Phlebotomus Phlebotomus papatasi 02 00 02 08 00 09 11
Sous genre Sergentomyia Sergentomyia.minuta 25 21 46 36 08 44 90
Total des effectifs 45 36 81 115 30 146 228

Tableau 3 : Distribution des phlébotomes capturés par piege CDC et par pieges adhésifs dans la
région de Blida durant la période Septembre-Octobre 2012 :

Espéce/Sexe Phlébotomes capturés | Total
vivants
Male Femelle

Sous genre Larrussius Phlebotomus perniciosus 30 30 60
Phlebotomus longicuspis 00 02 02

Sous genre Paraphlebotomus | Phlebotomus sergenti 00 00 00
Sous genre Phlebotomus Phlebotomus papatasi 01 00 01
Sous genre Sergentomyia Sergentomyia minuta 04 03 07
Total des effectis 35 35 70
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Figure 17: Critéres de bases de l'identification des spécimens capturés: (al, a2) P. papatasi ; (b1, b2)

P. longicuspis ; (c1, c2) P. perniciosus ; (d1, d2) S. minuta ; (el, e2) P. sergenti (Gr X40 : Photos originales).
(1: style, Il : fourreau pénien, Ill : spermatheque, IV : cibarium)
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Sur les 05 especes capturées, Phlebotomus perniciosus et Sergentomyia minuta sont les plus
dominantes (figure 18). De nos résultats, il ressort que la présence de Phlebotomus
perniciosus est plus importante a Blida (85,71%) qu’a Batna (38,27%). Cependant, le
contraire a été constaté pour Sergentomyia minuta ou elle est plus présente a Batna
(56,79%) qu’a Blida (10 %).
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P. perniciosus P. longicuspis P. sergenti P. papatasi S.minuta

% Phlébotomes
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Paraphlebotomus Phlebotomus Sergentomyia

Espeéces

Figure 18: Distribution des différentes espéces de phlébotomes dans les deux zones d’études.

Sexe Ratio

A travers ces résultats, on remarque que dans la région de Batna le sexe ration est en faveur
des males (2,42) et que les captures avec les pieges adhésifs (64%) sont plus importantes
gue celles obtenus par les pieges CDC (36%). La distribution des phlébotomes selon le sexe
et le type de piege est représentée dans les figures suivantes:
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Figure 19: Distribution des phlébotomes selon le sexe et le type de piégeage dans la région de Batna.
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B. Etude enzymatique

1. Sélection des phlébotomes pour le typage enzymatique

Pour I'analyse biochimique, les especes les plus abondantes et les plus représentatives
(Phlebotomus perniciosus et Sergentomyia minuta) ont été sélectionnées (tableau 4).
Cependant seulement 7 spécimens de S. minuta ont été identifiés dans la région de Blida.

Tableau 4: Distribution des espéces sélectionnées pour le typage isoenzymatique dans les deux zones
d’études.

Phlebotomus perniciosus Sergentomyia minuta

M F S/totall M F S/total2 Total
Batna 17 14 31 25 21 46 77
Blida 30 30 60 04 03 07 67
Total 47 44 91 39 11 53 144

2. Mise au point de I'électrophorése des iso-enzymes

Afin de déterminer le support permettant la meilleure séparation des protéines, plus de 40
gels d’agarose et d’acrylamide ont été testés. Ainsi, en dehors des extraits protéiques
préparés a partir des phlébotomes sélectionnés pour la caractérisation enzymatique,
d’autres spécimens ont été pris au hasard de la population de Blida (200 phlébotomes).
L’identification morphologique de ces derniers pour la mise au point de la technique n’était
pas indispensable.

Les résultats de la révélation enzymatique selon les différents parametres testés sont
regroupés dans les tableaux 5 et 6.

Tableau 5: Résultat du typage enzymatique sur gel de polyacrylamide selon les différents parameétres
testés (+: positif, -: négatif).

Quantité de I'extrait (ul) 1 1 2 3 Nombre de bande

Ampérage (mA) 70 50 50 50
Parametres Puissance (W) 25 25 25 20

Voltage (V) Début | 300 300 | 300 | 300

Fin 1200 | 800 | 800 | 800

GPI + + + 1-3

PGM - + + + 1-2
Enzymes HK - - + + 1

FH - - + + 1

MDH - - - + 1

ME - - + 1

G6PD - - - - -

PGD - - - - -
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Tableau 6: Résultat du typage enzymatique sur gel d’agarose selon les différents parameétres testés
(+: positif, -: négatif).

Quantité de I'extrait (ul) 1 1 1 1 1 2 3 Nombre de bandes
Ampérage (mA) 50 20 18 18 15 15 15
Parametres Puissance (W) 25 25 25 10 10 10 10
Voltage (V) Début 200 200 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200
Fin 500 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500
GPI - - - + + + + 1-3
PGM - - - - - + + 1-2
Enzymes HK - - - + + + + 1-2
FH - - - + + + + 1-2
MDH - - - - - - + 1-2
ME - - - - -
G6PD - - - - - - - -
PGD - - - - - - - -

A la lumiere de ces résultats, on constate que 6 enzymes (GPI, PGM, HK, FH, MDH, ME, G6PD
et PGD) sur 8 testés étaient reproductibles et exploitables, et que la quantité de I'extrait
déposée dans les 2 gels permettant la révélation du maximum des protéines est de I'ordre
de 3 pl. Cependant le gel qui a permis la meilleure séparation des protéines (observation de
plusieurs alleles) est le gel d’agarose avec les paramétres suivants: 15mA/10W/500V, pour
une durée d’une heure. Ainsi, I'étude de la variabilité génétique des iso-enzymes des 144
phlébotomes sélectionnés a été réalisée sur le gel d’agarose (pH: 4-6,5). Parmi les 6
systémes enzymatiques exploitables, trois ont été choisis et testés, a savoir la GPI, PGM et la
HK (figure 20 et 21).

A cause du probléeme de migration des marqueurs de pHi, la lecture des zymogrammes a été
réalisée en prenant comme référentiel la distance de migration parcourue par les
échantillons sur le gel. Le tableau suivant résume les résultats de la lecture des
zymogrammes.

Tableau 7: Codage des alléles selon leurs distances de migration.

Distance (mm) N’ allele Distance (mm) N° allele
18 01 58 10
42 02 60 11
46 03 62 12
48 04 64 13
50 05 68 14
51 06 32 15
52 07 35 16
54 08 38 17
55 09 44 18
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ITUT PASTEUR D'ALGERIE

Agevose Aot
= O 2\ S

Figures 20 : Profil électrophorétique des enzymes étudiées chez P. perniciosus (Pp) et S. minuta (Sm)
dans la région de Blida (al : GPI, a2 : PGM, a3 : HK) (photos originales).

INSTITUT PASTEUR D'ALGERIE

Figures 21: Profil électrophorétique des enzymes étudiées chez P. perniciosus (Pp) et S. minuta (Sm)
dans la région de Batna (b1: GPI, b2: HK, b3: Marqueur de pHi) (photos originales).
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C. Etude de la variabilité génétique dan les deux zones d’études

1. Etude de la variabilité génétique selon le sexe

Le résultat du test de x2 a montré qu’il n’existe pas de différence significative dans la
distribution allélique ou génotypique pour chaque locus entre les deux sexes et dans les

deux populations étudiées (p>0,05).

2. Etude de la variabilité génétique dans la population de P. perniciosus

A travers les résultats obtenus par les logiciels FSTAT et GENEPOP, I’ensemble des loci dans
les deux populations sont polymorphes puisqu’ils ont une fréquence allélique inférieur a
95% (tableau 8). Pour la région de Batna, I'enzyme PGM montre un taux de polymorphisme

le plus élevé (89 ,9%), alors qu’a Blida c’est I’'enzyme HK qui est la plus polymorphe (85,3%).

Tableau 8: Taux de polymorphisme de P. perniciosus par locus dans les deux régions d’études.

Locus enzymatique Blida (%) Batna (%)
GPI 80,7 81,8
PGM 81,5 89,9
HK 85,3 84,3

L’équilibre de Hardy-Weinberg a été vérifié par le test exact de Fisher ou I’"hypothése nulle
testée est I'indépendance de la distribution allélique a chaque locus. Les résultats obtenus
(tableau 9), montrent qu’aucune population n’est en équilibre de HW (P <<< 0.05). Ce

déséquilibre est d(i probablement a un déficit en hétérozygotes.

Tableau 9: Fréquences alléliques, taille des échantillons (N) test de 1’équilibre de Hardy-Weinberg (P)
pour les populations de P. perniciosus.

Blida Batna Blida Batna Blida Batna

GPI (N) 48 25 PGM (N) 41 18 HK (N) 50 14
1 0.021 0.000 2 0.000 0.056 2 0.000 0.179
2 0.010 0.000 3 0.037 0.194 3 0.040 0.286
3 0.000 0.180 4 0.207 0.222 4 0.220 0.000
4 0.229 0.260 5 0.232 0.111 5 0.110 0.143
5 0.177 0.300 7 0.280 0.056 7 0.250 0.000
7 0.281 0.040 8 0.049 0.000 8 0.100 0.000
9 0.188 0.080 9 0.134 0.000 9 0.140 0.000
10 0.083 0.060 10 0.061 0.167 10 0.020 0.000
14 0.010 0.000 11 0.000 0.000 11 0.020 0.000
18 0.000 0.080 17 0.000 0.056 12 0.060 0.214
18 0.000 0.083 13 0.040 0.071
17 0.000 0.107
P 0.000 0.000 P 0.000 0.000 P 0.000 0.000




A partir des fréquences alléliques, les indices de polymorphisme intra-population ont été
déterminés pour les deux populations. Le tableau 10 regroupe les parametres de diversité
génétique de chaque population de phlébotomes étudiés. Les indices de polymorphisme
(Pourcentage de loci polymorphe, Nombre moyen d’allele par locus, hétérozygotie observée
(Ho) et I'hétérozygotie attendue (He)) sont caractérisés par une faible hétérogénéité malgré
le nombre moyen élevé d’alleles par locus (8 alleles) chez les populations analysées, d’autres
part, I'hétérozygotie moyenne observée (H, = 0,321+ (0,134)) est faible et inférieure a
I’'hétérozygotie moyenne attendue par population (He = 0,813+(0,024)).

Tableau 10: Estimation de la variabilité génétique des populations de P. perniciosus a Blida et Batna
(*écart type).

Population  Taille moyenne de Nombre moyen % de loci H, H.
I’échantillon d’alléles par locus polymorphe (hétérozygotie (hétérozygotie
observée) attendue)
Blida 46,30 8,30 82,50 0,344 + (0.029)* 0,810+ 0.026
Batna 19,00 7,30 85,33 0,298+ (0.240)* 0,816+ 0.023
Moyenne 32,65 7,8 83,91 0,321+ (0,134) 0,813+£(0,024)

Les valeurs du coefficient de consanguinité a l'intérieur des deux populations (Fis=0,58 et
0,59) traduisent aussi le déséquilibre de HW (tableaux 11). Une différenciation modérée de
la variabilité entre les deux populations étudiées est également remarqué en utilisant
I'indice de diversité de Fst de Wright (0,071). Le coefficient de différenciation entre les
populations (Gsr) traduit cette modération avec une proportion de 3,6% de la variabilité
génétique inter-population (tableau 11).

Tableau 11: Estimation du F;s, Fsr et du Gsy chez P. perniciosus dans les 2 régions d’études.

Locus enzymatique Fis Fst Gsr
Blida Batna

GPI 0,534 0,609 0,051 0,026

PGM 0,611 0,814 0,046 0,023

HK 0,601 0,322 0,110 0,036

Moyenne 0,592 0,585 0,071 0,036
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3. Etude de la variabilité génétique dans la population de S. minuta

A travers les résultats obtenus par les logiciels FSTAT et GENEPOP, I'ensemble des loci dans
les deux populations sont polymorphes puisqu’ils ont une fréquence allélique inférieur a
95% (tableau 12). Pour la région de Blida, I'enzyme GPI montre un taux de polymorphisme le
plus élevé (93 ,3%), alors qu’a Batna c’est I'enzyme HK qui est la plus polymorphe (83,8%).

Tableau 12: Taux de polymorphisme de S. minuta par locus dans les deux régions d’études.

Enzyme Région Batna (%) Blida (%)
GPI 82,2 93,3
PGM 79,9 83,3
HK 83,8 88,3

L’équilibre de Hardy-Weinberg a été vérifié par le test exact de Fisher ou I’"hypothése nulle
testée est I'indépendance de la distribution allélique a chaque locus. Les résultats obtenus
(tableau 13), montrent que la PGM et GPI sont en équilibre de HW (P>0,05). Par contre dans
la population de Batna, les trois loci sont en déséquilibre de HW (P < 0.05).

Tableau 13: Fréquences alléliques, taille des échantillons (N) et le test de 1’équilibre de Hardy-
Weinberg (P) pour les populations de S. minuta.

Batna Blida Batna Blida Batna Blida

GPI (N) 42 5 PGM (N) 12 2 HK (N) 26 5
2 0.190 0.000 3 0.125 0.000 2 0.269 0.000
3 0.286 0.100 4 0.375 0.250 3 0.173 0.000
4 0.143 0.100 5 0.250 0.000 5 0.115 0.000
5 0.179 0.200 6 0.000 0.250 7 0.000 0.400
6 0.000 0.200 7 0.125 0.250 8 0.000 0.100
7 0.131 0.200 9 0.125 0.000 10 0.038 0.300
9 0.024 0.100 10 0.000 0.250 11 0.096 0.100
10 0.000 0.100 12 0.019 0.100
18 0.048 0.000 16 0.038 0.000
17 0.231 0.000
18 0.019 0.000
P 0.000 0.096 P 0.005 0.592 P 0.013 0.027

A partir des fréquences alléliques, les indices de polymorphisme intra-population ont été
déterminés pour les deux populations. Le tableau 14 regroupe les parametres de diversité
génétique de chaque population de phlébotomes étudiés. Les indices de polymorphisme
(Pourcentage de loci polymorphe, Nombre moyen d’alléle par locus, hétérozygotie observée
(Ho) et I’'hétérozygotie attendue (He)) sont caractérisés par une hétérogénéité plus au moins
proche dans la population de Blida, alors qu’elle est relativement différente a Batna avec un
nombre moyen élevé d’alléles par locus (6 alléles) chez les deux populations. Contrairement
a ce qui a été remarqué chez P. perniciosus, I'hétérozygotie moyenne observée chez
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S. minuta (H, = 0,583% (0,109)) est plus élevée mais plutot proche de |’hétérozygotie
moyenne attendue (He = 0,775+(0,061)).

Tableau 14: Estimation de la variabilité génétique des populations Blida et Batna de S. minuta (*écart
type).

Population  Taille moyenne Nombre moyen % de locus H, He
de I’échantillon  d’alléles par locus polymorphe (hétérozygotie  (hétérozygotie
observée) attendue)
Blida 4,00 5,33 92,50 0,611+ (0.096) 0.759+(0.085)
Batna 26,66 7,00 81,96 0,555+(0.123)  0.792+(0.037)
Moyenne 15,33 6,16 87,23 0,583+ (0,109) 0,775+(0,061)

Les valeurs du coefficient de consanguinité a l'intérieur des deux populations (Fs=0,306 et
0,324) appuient aussi le déséquilibre de HW (tableaux 15). Une différenciation modérée de
la variabilité entre les deux populations étudiées est également remarqué en utilisant
I'indice de diversité de Fst de Wright (0,071). Le coefficient de différenciation entre les
populations (Gsr) traduit cette modération avec une proportion de 3,4% de la variabilité
génétique inter-population (tableau 15).

Tableau 15 : Estimation du Fs, Fstet du Gst chez S. minuta dans les 2 régions d’études (0,05 < FST <
0,15 : différenciation modérée).

Locus enzymatique Fis Fet Gst
Blida Batna

GPI 0.285 0.276 -0.011 -0.007

PGM 0.200 0.478 0.098 0.054

HK 0.434 0.219 0.106 0.053

Moyenne 0.306 0.324 0.071 0.034
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V. Discussion

L'existence de formes atypiques et d’espéces cryptiques ainsi que les phénomeénes
d’introgression ont rendu difficile I'identification et la différenciation des especes cryptiques
des phlébotomes en se basant seulement sur leur morphologie (Pesson et al., 2004 ; Yahia et
al., 2004). D’autres parts, certaines espéces sont décrites en se basant seulement sur la
morphologie du male (Boussaa, 2008a).

La complémentarité d’autres approches génétiques et biochimiques basées sur |'utilisation
de marqueurs moléculaires et enzymatiques se sont avérées indispensables pour une étude
taxonomique plus précise des espéces de phlébotomes (Lane, 1986).

C’est dans ce contexte que nous avons effectué un travail préliminaire sur I'apport des iso-
enzymes dans l'analyse de la variabilité génétique des populations naturelles de
phlébotomes de deux régions différentes d’Algérie: Blida au nord et Batna au Sud Est.

Les différentes techniques de piégeage ont permis de donner de maniére non exhaustive un
inventaire des espéces de phlébotomes dans ces deux régions. Ainsi 298 spécimens ont fait
I’'objet d’une caractérisation morphologique et/ou iso-enzymatique (144 phlébotomes).

L’étude morphologique (298 phlébotomes) a révélée la présence de 5 espéeces aussi bien
dans la région de Blida que dans la région de Batna. Ces espéces ont été déja décrites dans
différentes régions du pays (Dedet, 1984). Parmi elles, trois ont un intérét médical:
Phlebotomus perniciosus vecteur incriminé dans la transmission de la leishmaniose canine et
viscérale humaine a L. infantum (Parrot et al., 1941 ; Bettini et al., 1986; Izri et al., 1990 ;
Martin-Sanchez et al., 1994), P. papatasi principal vecteur de la leishmaniose cutanée
zoonotique a L. major (Sergent et al., 1921 ; Ben Ismail et al.,1987 ; lzri A et al., 1992) et P.
sergenti vecteur de la leishmaniose cutanée a L. tropica et a L. killicki (Parrot, 1917; Boubidi
etal., 2011).

P. papatasi une espéce anthropophile et endophile (Belazzoug et al, 1986b), elle est
retrouvée avec des proportions trés faibles (5% a Batna et 1,5% a Blida). Dedet (1984) a
rapporté que P. papatasi se localise préférentiellement dans les zones steppiques nord-
saharienne avec des fréquences élevée (56,5%). Cependant des fréquences faibles ont été
reportées dans les régions semi-arides (12 %) et exceptionnellement dans les régions sub-
humides (3,5 %), ce qui concorde avec nos résultats.

En ce qui concerne P. sergenti, il a été capturé seulement dans la région de Batna également
avec une proportion faible (5%). Ce faible pourcentage est peut étre di au fait que nous
n’avons pas piégés dans leur biotope naturel, étant donné que Dedet, (1984) signale la
présence de cette espéce aussi bien au sud du pays dans les contreforts de I’Atlas saharien
et les steppes présahariennes que dans les régions telliennes, avec une prédominance dans
les étage bioclimatiques saharien.
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Concernant le sous genre Sergentomyia, une seule espéece a été capturée S. minuta avec une
proportion beaucoup plus élevé a Batna (56,79%) qu’a Blida (10%), ce qui est conforme aux
données bibliographiques sur les inventaires faunistiques effectuées en région
méditerranéenne (Belazzoug et al., 1982). Dans la région de M’sila et Bousaada, Belazzoug et
al. (1986b) signalent la présence de cette espéce avec une proportion de 39,75% de
I’ensemble de ses captures. En Algérie cette espéce s’étend sur les bordures méridionales de
la région méditerranéenne et sa limite sud coincide avec le Sahara (Abonnenc, 1972). Il s’agit
d’une espéce herpetophile, qui se nourrit exclusivement des reptiles (Lane, 1993), impliquée
dans la transmission de Sauroleishmania, Trypanosomatidae de reptiles dans I’Ancien
Monde. Elle ne présente pas de risque de transmission de leishmanioses pour 'Homme
(Lane, 1993). Cependant, l'isolement de I’ARN de virus humains chez les espéeces du genre
Sergentomyia, a permis de soupconner leur réle vecteur (Charrel et al., 2006).

Phlebotomus perniciosus, est I'espece la plus abondante de nos récoltes a Blida (85,71%) et
I'est un peu moins a Batna (38,27%). Elle est connu comme étant l'une des espéces qui
occupe un trés vaste territoire géographique dans tout le bassin méditerranéen, notamment
dans les régions humides a sub-humides (Rioux et al., 1967). En Algérie, cette espéce a été
identifiée dans les étages bioclimatiques humides, sub-humides et semi-arides (Dedet et al.,
1984) de plusieurs localités. En dehors de ces régions, I'aire de distribution de P.perniciosus,
s’étend au sud (Aures, Steppe pré-Saharienne), en bioclimat aride voir Saharien mais en trés
faible pourcentage (Dedet et al., 1984).

La présence en grand nombre de Phlebotomus perniciosus a Blida, confirme sa répartition au
nord du pays, ce qui présente un risque potentiel de transmission de la leishmaniose
viscérale humaine et canine.

Il est a noter que Phlebotomus longicuspis est une espéce sympatrique avec Phlebotomus
perniciosus. Elle est présente avec des proportions relativement faibles dans nos captures
(15% a Blida et 9% a Batna). |l s’agit d’'une espéce incriminée dans la transmission de la
leishmaniose viscérale depuis longtemps (Parrot et al., 1941). P. longicuspis est endémique
en Afrique du Nord. Il est tres largement répandu en Algérie, mais beaucoup moins fréquent
que P. perniciosus. Cette espéce est sensiblement plus abondante sur les hauts plateaux, et a
I'ouest du pays (Croset et al, 1978). Au Maroc, ce phlébotome occupe I'ensemble du pays,
alors gu’en Tunisie il est rare, du moins a I'est du pays (Croset et al, 1978).

La distinction entre P. perniciosus et P. longicuspis est difficile a cause de I'existence
d’especes typiques et atypiques (Pesson, 2004 ; Benabdennbi et al., 1999). Nos résultats de
I'identification morphologique de ces deux espéces basée sur des clés dichotomiques
(Dedet, 1984) n’ont pas révélé de formes atypiques et par conséquent aucune confusion
entre ces deux espéeces affines n’est a signaler. La méme constatation a été rapportée par
Berchi en 2007 dans la région de Mila.
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Sur le plan biochimique, sur huit enzymes testées, trois sont régulierement révélées et
reproductibles chez les espéces étudiées (144 phlébotomes). Il s’agit de la HK, PGM et GPI.
Pesson (1991) a pu comparer des populations insulaires a des populations continentales des
mémes especes ainsi qu’a d’autres especes des sous genres Larroussius, Phlebotomus et
Paraphlebotomus en se basant seulement sur ces trois enzymes, vu leur degré élevé de
polymorphisme génétique.

A travers notre étude, la caractérisation iso-enzymatique des deux especes étudiées a révélé
également un taux de polymorphisme trés élevé et aucune différence significative n'a été
observée entre les males et les femelles au sein de chaque population. Ce résultat a été aussi
rapporté par d’autres auteurs chez les populations de Phlebotomus sergenti et S. minuta
Parroti du Maroc et de la Gréce (Remy-Kristensen, 1996 ; Bousaa, 2008a). Cependant Mery
(1983) signale une distinction entre les males et les femelles de Sergentomyia magna du
Congo au niveau du locus de la GPI seulement.

Dans I'ensemble, I'étude électrophorétique de ces trois enzymes a montré que les deux
enzymes (HK, PGM) présentent un profil d’une a deux bandes, alors que la GPI présente un
profil d’une a trois bandes pour certains spécimens. Ce qui suppose que la structure de ces
enzymes est monomeérique chez HK et PGM et dimérique chez GPI. Pesson (1991) rapporte
gu’une enzyme dont la structure est monomérique présente un profil enzymatique a une
bande chez les individus homozygotes et de deux bandes chez les hétérozygotes. Cependant,
dans le sous genre Phlebotomus, la PGM est codée par deux locus (Pesson, 1991). Dans la
méme étude réalisée par Pesson (1991), il a aussi mis en évidence des zymogrammes ayant
jusqu’a 6 bandes selon les espéces pour I'enzyme GPI. Il a souligné que cette enzyme est de
structure dimérique et est codée par un locus chez les Larroussius et deux dans le sous genre
Phlebotomus.

Les fréquences alléliques et les tests statistiques réalisés sur les populations de Phlebotomus
perniciosus ont montré un déséquilibres de HW sur la totalité des loci, qui est di
probablement a des reproductions non panmictique (reproduction ne se fait pas au hasard)
puisque l'indice de fixation (Fis) est différent de zéro (0,592 a Blida et 0,585 a Batna).
L'estimation de I’hétérozygotie moyenne a également confirmé ce déséquilibre et a mis en
évidence un déficit en hétérozygotie (H, = 0,321+ 0,134 et H. = 0,81310,024).

Les trois loci semblent séparer légerement les deux populations au niveau de quelques
alleles. Ainsi, I'allele 3 de la PGI est présent chez les spécimens de Batna, alors qu’il n’existe
pas chez les phlébotomes de Blida. Les alléles 2, 17 et 18 de la PGM sont présents chez les
espéces de Batna et absents chez les spécimens de Blida, alors que les alléles 8 et 9 de Ila
méme enzyme sont présents chez les phlébotomes de Blida et absents dans la population de
Batna. Concernant la HK, les alléles 7, 8 et 9 sont présents chez les phlébotomes de Blida
alors qu’ils n’existent pas chez la méme population de Batna (annexe 4). Dans I'ensemble,
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les 3 marqueurs enzymatiques présentent une moyennes alléliques de 8 alléles dont 5 sont
communs dans les deux régions. Le taux faible de la variabilité inter-population est exprimé
par le coefficient de différenciation entre les populations (Gsr) et l'indice de variance
standardisé de Wright respectivement (Gsr=3,6%; Fst=0,071) est d( probablement a leur
répartition géographique. Ward (1981) a rapporté le méme constat sur les populations de P.
perniciosus provenant du sud de la France et de la Tunisie sur la base de trois enzymes LDH,
100 HK 110 et MDH 130.

Chez S. minuta, deux enzymes (PGM et GPI) sont en équilibre de HW chez les phlébotomes
de Blida, probablement d{ au faible effectif testé ou a des particularités génétiques de ces
populations. Cependant, le déséquilibre de HW a été observé dans la totalité des loci de la
population de Batna (Fis = 0,324) avec une hétérozygotie moyenne observée plus élevée que
celle obtenue chez P. perniciosus (H, = 0,583+ 0,109 et H, =0,775+0,061) probablement d{ a
des reproductions non panmictique.

L’'ensemble des 3 marqueurs enzymatiques présentent une moyenne allélique de 6 alleles
dont trois sont commun dans les deux populations des deux régions (annexe 5). Malgré
I’égalité entre les alléles commun et les alléles différents, la variabilité inter-population est
trés proche de ce qui a été constaté chez P. perniciosus (Gst=3,4%; Fs1=0,071).

Ainsi, notre étude a révélé une variabilité génétique modérée aussi bien chez les populations
de P. perniciosus que chez S. minuta qui n’est pas di au polymorphisme important des loci,
bien qu'on dénombre jusqu’a 8 alleles dans la premiere population (P. perniciosus) et 6
alléles dans la deuxieme population (S. minuta), contrairement a ce qui été rapporté dans la
littérature (Pesson, 2004; Boussaa, 2008b). Cette modération suppose que l'effet de la
séparation géographique agit de la méme maniére sur les populations locales de
phlébotomes quelques soit le sous genre, par contre elle est plus marquée entre deux pays
différents (Lane, 1986; Ward et al., 1981).
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VI. Conclusion

Les leishmanioses constituent un probléme majeur de santé publique, occupant la premiere
place des maladies parasitaires a déclaration obligatoire en Algérie. En raison du poids de
cette maladie en terme de morbidité et de prise en charge médicale, I'accent est mis sur la
réduction des populations de phlébotomes. La réussite de cette derniére, nécessite une
connaissance préalable et approfondie de leur distribution éco-épidémiologique et spatio-
temporelle dans leur milieu naturel et une identification précise des espéces incriminées
dans la transmission des maladies.

Les espéces vectrices varient d'un foyer a l'autre et d'une région a l'autre et leur
identification morphologique est souvent difficile surtout pour les espéces atypiques et les
espéces jumelles. Ainsi, la recherche de caractéres moléculaires et biochimiques, toujours
associée a I'étude morphologique, s'avere utile non seulement pour résoudre les difficultés
d’identification, mais aussi pour vérifier la variabilité inter- et intra-spécifiques.

C’est dans cette optique, que nous avons mené de pair, une étude morphologique et iso-
enzymatique sur des populations naturelles de phlébotomes capturés dans deux étages
bioclimatiques différents: un étage subhumide au nord du pays dans la région de Blida, et un
étage semi-aride au niveau de la Wilaya de Batna. Cette étude nous a permis d’une part
d’inventorier les populations de phlébotomes existants dans ces deux zones d’études et de
d’autre part d’étudier la diversité intra et inter-population des especes les plus abondantes.

Malgré la courte période de piégeage, 05 espéces ont été capturées: Phlebotomus
perniciosus, P. papatasi, P. sergenti, P.longicuspis et Sergentomyia minuta. Sur 'ensemble
des ces especes, deux sont les plus abondantes (P. perniciosus et S. minuta) et 3 sont
incriminées dans la transmission des leishmanioses existants dans notre pays (P. Perniciosus,
P. papatasi et P. sergenti).

Pour des insectes de petite taille comme les phlébotomes, la technique iso-électro
phorétique sur gel ultramince est particulierement précieuse, puisqu’'un seul spécimen
autorise la révélation d’au moins 3 enzymes. Sur les 8 systemes testés, six enzymes ont été
mise en évidence. L’étude de la variabilité génétique a été réalisée chez les populations de P.
perniciosus et S. minuta sur la base des 3 enzymes les plus polymorphes (HK, GPI et PGM).

Sur le plan intra-population, le déséquilibre de HW observé chez P. perniciosus est dii a une
déficience en hétérozygotie dans les deux régions d’études, alors que le contraire a été
remarqué a Blida chez S. minuta. L’étude de la variabilité génétique avec un échantillonnage
plus important chez cette population permettra de vérifier I’hypothese de la reproduction
panmictique.
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Sur le plan inter-population, cette étude a révélé une variabilité génétigue modérée aussi
bien chez les populations de P. perniciosus que chez S. minuta. En effet, la contribution de la
diversité génétique inter-population est en moyenne de 3,5% chez les deux populations
d’études.

A travers ces résultats, d’autres études plus poussées doivent étre réalisées :

- Application de I'électrophorése des isoenzymes dans l'identification des phlébotomes en
incriminant tous les systémes enzymatiques connus (monomorphes et polymorphes).

- Application de cette technique dans [lidentification des espéces cryptiques
(P. perniciosus/P. longicuspis, P.papatasi /P. bergeroti, P. sergenti/P. riouxi) et atypiques
sur I'ensemble du territoire Algérien pour rechercher les marqueurs enzymatiques
spécifiques et établir I'écologie de ces especes. Ces investigations devraient
s’accompagner aussi de la recherche d’autres caractéres morphologiques a valeur
diagnostique en particulier chez les femelles. L'ensemble de ces études permettent
d’établir des clés d’identifications plus précises.

- Etudier I'effet de la variabilité génétique des phlébotomes vecteurs et de certaines
especes du genre Sergentomyia sur la variabilité génétique du parasite en typant vecteur
et leishmanie.

- Etudier I'effet des variations environnementales et I'éloignement géographiques sur la
diversité génétique des populations de phlébotomes.
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Annexes

Annexe 1 : Matériel non biologique

A. Appareillage

- Appareil d’électrophorése horizontal et accessoire
- Agitateur magnétique vortex

- Balance de précision

- Congélateur -20°C

- Etuvea37°C

- Réfrigérateur

- Générateur de courant

- Microscope optique

- Loupe

- Micropipettes de 10, 100, 1000
- pH métre.

- Pompe avide

Outils de manipulation : Aiguille, Bac a gel, Baro-magnétique, Bandelettes d’électrodes,

Ciseau, Embouts, Film gel bond PAG, Lame, Lamelle, Marqueur Nalgene, Papier Wattman

N°1, Plaque a gel, Plague en verre, Pinces, Pipette de pasteur, Seringue, Spatule, petit tube

eppendorf.

B. Produits chimique

- Acide acétique: CH3COOH

- Acide chlorhydrique HCL

- Acrylamide C3H5NO

- Agarose

- Alcool 95°

- Ampholine

- Azote liquide

- Bleu de bromophénol

- Bisacrylamide : NN’ méthyléne bis acrylamide
- Hydroxyde de sodium NaOH

- Glycérol C3 H80 3

- Persulfate d’ammonium (NH4)25208

- potasse a 10% (KOH)

- TEMED NNNN tetra-méthylethylenediamine C6H16N2
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C. Additifs

Agar noble

Carbonate de sodium anhydre Na2CO3

Chlorure de magnésium MgCL2 6H20

EDTA : Acide ethyléne diaminetetracetique C10H14N2Na2 08, 2H20

MTT : 3 — (4-5 diméthylthiazol 2)-2,5 diphényl tétrazolium bromide thiazolyl blue

NBT : Nitro blue tétrazolium C40H30CL2N1006
PMS : Phénasine méthosulfate C13H11N2.CH3S04
Tris base C4H11 NO3

D. Réactifs
Acide fumarique disodique C4H204Na2
L acide malique C4H405
Fructose 6- phosphate C6H1109PNa2
Glucose 1 phosphate C6H1109PK2 , 2H20
Glucose 6 phosphate C6H1109PNa
D mannose 6 phosphate di Barium ou disodique C6H1109PBa2
Pyruvate sel monosodique C3H303Na.

E. Enzymes
G6PD : glucose —6- phosphate déshydrogénase
MDH : malique déshydrogénase
PGI : phophoglucose isomerase
Mannose: 6-phosphatase sel de BA

F. Coenzymes
NAD : nicotinamide adénine dinuceotide C21H27N7014P2
NADP : bi cotinamide adénine dinuceotide phosphate C21H26N7017P3Na2
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Annexe 2: préparation des solutions

Solution de Marc André (d’aprés Abonnenc, 1972)

- Eau distillé@...cceiiiniiiieiieieeee e 30 ml
- Hydrate de chloral .......cccccceieiiiiiieei e 40 gr
- Acide acétique crystallisable..........cccceeeeeeeinnnnnnn. 30 ml

Alcool polyvinylique (P.V.A) (d’aprés Abonnenc, 1972)

- Alcool polyvinylique (Rhodoviol BS 125).............. 12 gr
- Acide formique.....c.ueeeeeeiciieee e 20 ml
- Hydratede chloral .....cccccceeiiiiiiiiccieeeeee, 24 gr

o] 01T o To | PP 24 gr

Bleu de coomassie G250

- Bleu de coomassie G250.........cccccvveeeeiiiiiniieneeeennnen 415mg
= MEthanol....oooiiiiiie e 250ml

- Acide acétique glaciale........cccoeevvieeeeeiiciiiee e, 50ml

- Eau distillée. ... 250ml

Solution de décoloration

= MEthanol ... 250ml
- Acide acétique glaciale........ccccoeevriieeieiciiiiee e, 50ml
- Eau distillé@...ciiniiiiiiicee e, 250ml
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Annexe 3: Composition des solutions de révélation enzymatique

Enzyme (Abbreviation) Tampon de Substrats et cofacteurs Enzymes et colorants Gel
(phi)
reaction (au dernier moment)
ENZYME MALIQUE Tampon Tris- MgCl,6H20 0,2M (1ml), PMS 1% (1ml), 3-10
(ME) EC 1.1.1.40 HCI 0,02M pH8 B-NADP 1% (1ml), MTT 1% (0,5ml)
(15ml) solution A (5ml) :
MALATE - Ac malic (3,35g), Révélation de MDH : Apres
DESHYDROGENASE - Na,CO5((3,10 g) apparition des bandes ME,
(MDH) EC 1.1.1.37 - H20 (25ml) rajouté dans la solution :
ajuster a pH 7 avec Tris 1M. B-NAD 1% (1 ml),
OXYDO-
REDUCTASES GLUCOSE -6-PHOSPHATE Tampon Tris- Glucose 6-phosphate (20mg), PMS 1% (0,5ml), 3-10
DESHYDROGENASE HCI 0,2M pH8 EDTA (10mg) MTT 1% (0,5ml)
(G6PD) EC 1.1.1.49 (15ml) B-NADP 1% (1 ml),
6-PHOSPHOGLUCONATE Tampon Tris-HCI | Gluconate 6-phosphate (40mg) PMS 1% (1ml), 3-10
DESHYDROGENASE 0.2M pH8 MgCl,6H20 0,5M (1ml), MTT 1% (0,5ml)
(PGD) EC 1.1.1.44 (15ml) B-NADP 1% (1 ml),
FUMARASE Tampon Tris-HCI | Acid Fumaric (580mg), MDH (100 unités) 200ul 3-10
(FUM)EC 4.2.1.2 0.2M pH8 B-NAD 1% («3ml), PMS 1% (0,5ml),
LYASES (15ml) Acid pyruvic (20mg) MTT 1% (0,5ml)
HEXOKINASE Tampon Tris- ATP (20mg), G6PDH (10 unités) 50 ul, 4-6,5
(HK)EC 2.7.1.1 HCI 0,2M pH8 D(+)-glucose (25mg), PMS 1% (0,5ml),
(15ml) MgCl,6H20 0,5M (1ml), MTT 1% (0,5ml)
B-NADP 1% (0,5 ml),
TRANSFERASES B-NAD 1% (1 mi)
PHOSPHOGLUCOMUTASE Tampon Tris- a-D-glucose-1-P (100mg), G6PDH (10 unités) 50 ul, 4-6,5
(PGM)EC5.4.2.2 HCI 0,2M pH8 MgCl,6H20 0,5M (1ml), PMS 1% (0,5ml),
(15ml) B-NADP 1% (0,5 ml), MTT 1% (0,5ml)
B-NAD 1% (1 ml),
PHOSPHOGLUCOSE Tampon Tris-HCI | Fructose-6-phosphate (10mg), G6PDH (10 unités) 50 pl, 4-6,5
ISOMERASE 0,2M pH8 (15ml) | MgCl,6H20 0,5M (1ml), PMS 1% (0,5ml),
ISOMERASES (PGI)EC5.3.1.9 B-NADP 1% (0,5 ml), MTT 1% (0,5ml)

B-NAD 1% (1 ml),
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Annexe 4: Fréquences alléliques chez P. Perniciosus

Fréquence allélique (%)
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Annexe 5: Fréquences alléliques chez S. minuta

Fréquences alléliques (%)
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