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Résumeé

La leishmaniose est une maladie tropicale négligée et une cause majeure de
morbidité et de mortalité, causée par différentes espéces de Leishmania. Dans certains
pays, cette maladie est aggravée par la présence d’un virus & ARN double brins affectant
les parasites (LRV).

Ce présent travail, a pour but la détection du virus de 'ARN Leishmania (LRV) chez
différentes souches Algériennes de différentes origines. Une culture en masse de parasite
dans différents milieux de culture (NNN /SLP et RPMI) a été réalisée afin d'obtenir une
quantité suffisante pour les étapes suivantes. Deux approches d'extraction d’ARN ont été
appliquées : extraction CASAS et extraction par Kit. Ensuite, une reverse transcriptase RT-
PCR a été réalisee pour la detection du virus. Les méthodes utilisées ont été contrdlé par la
présence dun témoin positif qui est le virus Sigma.

L’enrichissement des souches a été différent entre les espéces de L. major et L.
infatum. Les souches testées sur le virus Sigma ont été positives par contre les souches

testées pour LRV (27), aucune ne s’est révélée positive pour ce virus.

Mot-clés : LRV, Leishmania, Algérie, RT-PCR.



Abstract

Leishmaniasis is a neglected tropical disease and a major cause of morbidity and
mortality, caused by different species of Leishmania. In some countries, this disease is
aggravated by the presence of a double strand RNA virus called LRV that has affects
parasites.

This work aims to detect the dsSRNA virus in Leishmania (LRV) in different Algerian
strains and from different origins. A mass culture of parasite in different culture media
(NNN / SLP and RPMI) was carried out in order to obtain a sufficient quantity for the
following steps. Two approaches to RNA extraction were applied: CASAS extraction and
Kit extraction. Then, a reverse transcriptase RT-PCR was performed for the detection of
the virus. The used methods were checked of their performance by the presence of a

positive witness which is the virus Sigma.

The enrichment of the strains was different between L. major and L. infatum species.
All the strains tested on Sigma virus, were positive, and the strains tested for LRV (27),

none was positive for this virus.

Key-words: LRV, Leishmania, Algérie, RT-PCR.
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Introduction

Les leishmanioses sont des maladies parasitaires causées par un protozoaire du
genre Leishmania, parasite du systeme des phagocytes mononuclée (Gramiccia et al.,
2005). D’aprés 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), cette parasitose est I'une des
sept maladies tropicales les plus importantes qui constituent un probléme majeur de santé
publique avec 1,5 a 2 million de nouveaux cas et 70.000 de déces par an (Torres-Guerrero
et al. 2017). Elle est transmise par des dipteres « mouches de sable » du genre Lutzomyia
dans le nouveau monde et Phlebotomus dans I’ancien monde. Elles affectent de
nombreuses espéces de mammiferes y compris les humains (Alvar J. 2012; Torres-
Guerrero et al. 2017). Approximativement 20 especes de Leishmania sont reconnues
pathogénes pour I’homme (Choi et al., 2001 ; Desjeux., 2004).

Chez I’homme, ces maladies peuvent avoir des manifestations cliniques différentes
qui sont définies par la localisation de parasites dans les tissus infectés : leishmaniose
viscérale (LV), leishmaniose dermique post kala-azar (LDPK), leishmaniose cutanée (LC),
leishmaniose cutanée diffuse (LCD), leishmaniose cutanéo-muqueuse (LCM) et la
leishmaniose mucosale (LM) (Akhoundi et al., 2017).

L’ Algérie est parmi les pays les plus touché par cette maladie, ou quatre formes de
leishmanioses ont été décrites. Dans le nord, la leishmaniose viscérale (LV) et la
leishmaniose cutanée du nord (LCN) sont causées par Leishmania infantum et transmis par
Phlebotomus perniciosus (lzri et al., 1990) et P. perfiliewi (Izri and Belazzoug ., 1993), le
chien et les canidés sauvages sont les principaux réservoirs (Dedet., 2009; Adel et al.,
2010; Bessad et al., 2012). Dans le sud et les hauts plateaux, il sévit L. major dont les
principaux réservoirs sont les rongeurs Gerbillidés Merione shawi et Psammomys obesus,
et P. papatasi présente le vecteur (Belazzoug 1983 ; Belazzoug 1986 ; lzri et al., 1992),
ainsi que la leishmaniose cutanée due a L. killicki, cette derniére est transmise par P.
sergenti (Harrat et al., 2009 ; Boubidi et al., 2011). Il existe plusieurs facteurs qui sont
associés a la progression et a I’évolution de la maladie a savoir les conditions
socioéconomiques, la malnutrition, la co-infection avec le VIH, les changements

environnementaux et climatiques et 1’échec thérapeutique.

Cependant, un autre facteur a récemment été incriminé est la présence du virus a
ARN double brins affectant le parasite Leishmania (LRV). Ce virus a ARN a été détecté et
isolé pour la premiére fois dans les souches de Leishmania du nouveau monde a savoir L.

(Viannia) braziliensis et L. (V) guyanensis (Zangger et al., 2014) et dans I’ancien monde
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un seul isolat a été isolé dans L. major en Asie centrale et un autre en Afrique de I’est dans
L. aethiopica en Ethiopie (Scheffet et al., 1995, Hajjaran et al., 2016). Ils sont classés
LRV1 et LRV2 respectivement.

Dans le monde existe un virus qui infecte Leishmania. Notre recherche a été
effectuée pour savoir si les souches Algériennes contiennent ce virus de diverses especes
responsable de Leishmaniose cutanée (LC) et viscérale (LV). L’étude a concerné des
souches qui ont un profil virulent et/ou résistant aux traitements, elle sont originaires de
patients et de réservoirs.
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1 Le parasite Leishmania

Les Leishmanie sont des protozoaires flagellés de I'ordre des Kinetoplastidea, de la famille
des Trypanosomatidae et du genre Leishmania. Ce sont des parasites dimorphes, ils
présentent deux stades d’évolution avec des formes différentes. La forme amastigote
intracellulaire est retrouvée dans le systéeme phagocytaire mononucléaire chez I'hote
mammifere et la forme promastigote qui est flagellée est retrouvée chez le vecteur (Dedet.,
2002).

1.1 Laforme amastigote

Cette forme niche a I’intéricur des macrophages des mammiferes (Figure 1), au sein de
vacuoles dites parasitophores. A ce stade, le parasite présente un corps ovoide ou sphérique
de 2,5 a5 pum de diamétre avec un tres court flagelle (CDC., 2013).

b <
N )
b\> W |

Figure 1: Présence de corps de leishmanies sous forme amastigote en extra cellulaire au
myélogramme (x100) (Benbella., 2016).

1.2 Laforme promastigote

Cette forme de parasite est flagellée et se trouve dans le tube digestif du Phlébotome. A ce
stade, le parasite présente un corps de 5 a 20 um de longueur et de 1 a 4 um de largeur
prolongé par un flagelle qui peut atteindre jusqu’a 20um de longueur, émergeant de leur
pole antérieur. Chez ces formes parasitaires (Figure 2), le kinétoplaste est situé ente le

noyau et la base du flagelle (T.H.Slimane, 2012).
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Figure 2: Forme promastigote de Leishmania ( Suman Gupta, Nishi., 2011).

1.3 Cycle de transmission des Leishmanies

Le genre Leishmania se multiple par division binaire et passe par deux grands stades
successifs au cours de son cycle évolutif (Figure 3). Lors du repas de sang nécessaire a la
maturation des ceufs da la femelle, si elle est porteuse de parasite, elle injecte avec la salive
les promastigotes présents au niveau de la valve stomodéale. Ces dernieres sont
phagocytées par les macrophages et se transforment en amastigote. Aprés la multiplication
intracellulaire, les parasites se disséminent par voie lymphatique et hématogéne pour
infecter d’autres macrophages. Lors d’un second repas sur un animal infecté, le vecteur
(Phlébotome) absorbe les formes amastigotes. Dans I’intestin de 1’insecte, le parasite
commence un processus de transformation, et les amastigotes se transforment en
promastigote procyclique puis en promastigote métacycliques. Cette derniére a une

capacité infectieuse (E. Torres-Guerrero., 2017).

Sandfly Stages Humamn Stages

&P Sandfly takes a blood meal Promasti
mastigotes are
jects proeTs te stoge [ =]
e * E’m 1he-ss:=?'|'l = phagocytized by
e Criwidhe @n the gut a-nd
migirate to Drob-oscis

macrophages

or other types

of mononuciear

\E %\%ﬁ//é phagocytic cells
M )

FPromas! o[es transfonm
into amastlgotes

Amasllgmes multiply in cells
of wvarious l:lssue-s. and infect

& other calls

) sanany takes a bleod meal
Jingests macrophages infected
with arnastigotes)

4

Aumastigotes transform nto
promastigote stage in the gut

9 Inge'sbcm of
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M = infective Stage
_&: Driagmostic Stage

Figure 3 : Cycle de vie de Leishmania. ( Centers for Disease Control and Prevention. (2013).
https://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html.
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Actuellement, 54 espéces de Leishmania sont connues et au moins 21 d'entre elles sont

pathogénes pour I'homme (Figure 4). (Akhoundi et al., 2017).

Trypanosomatidae

Trypanosoma, Blechomonas, Wallacemonas, Herpetomonas, Phytomonas, Leptomonas,
Crithidia, Jaenimonas, Sergeia, Blastocrithidia, Kentomonas, Angomonas, Strigomonas, Zelonia

_

— LEISHMANIA —|

L. major complex
L. tropica complex

~ Leishmania

(Ross 1903) L. donovani complex

L. mexicana complex

~ L. braziliensis complex

L L. guyanensis complex

- L. lainsoni
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(Lainson & Shaw 1987) L L. naiffi

(Lainson & Shaw 1989)
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(Shaw et al. 2016) (Muniz and Medina 1948)
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(Shaw et al. 2016) (Herrer 1971)
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(Kreutzer et al. 1989)

ENDOTRYPANUM

(Zeledon et al. 1979)
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Safjanova 1987)
L. nicollei

(Chodukin & Sofieff 1940)

L. tarentolae L. zmeevi

L. arabica
(Peters et al. 1987)

L. chagasi
(Cunha & Chagas 1937)

L. garnhami
(Scorza ct al. 1979)
L. waltoni
(Shaw et al. 2015)

L. gymnodactyli

(Strong 1924)  (Ovezmuchammedov & (Chodukin & Sofiev 1940)

L. phrynocephali

(Chodukin & Sofieff 1940)

L. zuckermani

(Andruchko & Markov 1955)  (Paperna et al. 2011)

'Ghana strain’
(Kwakye-Nuako et al. 2015)

L. macropodum
(Barratt ct al. 2017)

Figure 4: Classification des espéces de Leishmania (Akhoundi., 2017).

Souligné : pas de classification finale. Les noms Leishmania entre guillemets sont des noms non

officiels sans descriptions formelles. Les espéces pathogenes humaines sont écrites en gras. Les

ées en bleu et en rouge respectivement.
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1.4 Vecteur

Les vecteurs des différentes espéces de protozoaires du genre Leishmania sont les diptéres
du genre Lutzomyia dans le nouveau monde et Phlebotomus dans 1’ancien monde
appartenant a la sous-famille Phlebotominae (Figure 5). Habituellement, les phlébotomes
se nourrissent la nuit au crépuscule et pendant la journée ils se cachent dans des endroits
sombres et humides pour digérer le repas de sang (Bachi., 2006). Il y a plus de 1000
espéces de mouche de sable ; dont 93 sont responsables de transmettre le parasite
leishmania (Pace., 2014).

Figure 5: Le Phlébotome femelle (Clementi., 2011).

1.5 Réservoir

Les réservoirs naturels de Leishmania sont des mammiféres domestiques ou sauvages, chez
lesquels le parasite colonise les cellules du systéeme des phagocytes mononuclés. Les
réservoirs des parasites causant la leishmaniose dans 1’ancien monde comprennent les
gerbilles et autres rongeurs pour L. major, les Hyracoideas Hyraxes. Sp pour L. aethiopica,
les chiens et les canidés sauvage pour L. infantum et les humains pour L. tropica
(Gangneux., 2015). Dans le nouveau monde, les rongeurs, les canidés, les singes sont des
réservoirs pour L. mexicana et L. amazonensis ; les paresseux, les marsupiaux et les
édentés pour le complexe de L. guyanensis, et les rongeurs, les chiens, les opossums pour
le complexe de L. braziliensis (Gonzélez., 2015).
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Certaines espéces provocantes la leishmaniose viscérale ont un réservoir animal et d’autres
humains. Leishmania donovani a pour réservoir I’homme dans 1’ancien monde, tandis que
L.infantum et L. chagasi sont essentiellement retrouvées chez les canidés sauvages et

domestiques dans 1’ancien et le nouveau monde respectivement (Carre et al., 2010).

Par conséquent, la maladie peut étre : zoonotique (transmission d’animal a humain) et

anthroponotique (transmission d’humain a humain), (OMS.,2014).

2 Les diverses formes de la leishmaniose

2.1 Laleishmaniose cutanée (LC)

C’est la forme la plus fréquente. Elle provoque des Iésions cutanées qui caractérisent la
maladie et se développent généralement au site de la piglre du phlébotome, puis elle
s’ulcere (Figure 6). Ces lésions peuvent varier dans leur gravité, leur manifestation clinique

et leur temps de récupération (Kebede et al., 2013).

2.2 La leishmaniose viscérale (LV)

C’est la forme la plus grave de la maladie. Les parasites se disséminent dans la
vascularisation de 1'hdte et s’infiltrent dans les viscéres y compris la rate, le foie et les
ganglions lymphatiques (Figure 7). Elle entraine diverses réponses potentiellement
mortelles, notamment une splénohépatomégalie, une pancytopénie, une perte de poids et

une forte fievre (Geraci et al., 2015).

2.3 Leishmaniose muco-cutanée (LCM)

C’est une forme chronique de leishmaniose. Elle débute par une lésion cutanée unique puis
elle se propage aux muqueuses et détruit partiellement ou totalement les muqueuses du
nez, de la bouche et de la gorge (Figure 8) et cause ainsi des dommages et une défiguration
importante (OMS, 2018).
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Figure 6: Leishmaniose cutanée sur le

visage d'un enfant
(Masmoudi et al., 2013).

Figure 7: Leishmaniose viscérale,
OMS.http://www.who.int/leishmaniasis/L eis

h_viscerial.jpg

Figure 8:Lésion de la leishmaniose
mucocutanée (Thomas., 2018).

La leishmaniose différe par son contexte clinique et par I’espeéce en cause d’un pays a un

autre et d’une région a une autre (Tableau 1).

Tableau 1: Liste des principales espéces de leishmanies selon les formes cliniques.

Formes . . ., . . , Leishmanioses muco-
. Leishmaniose viscérale Leishmanioses cutanée ;
cliniques cutaneée
Ancien Nouveau Ancien Nouveau Ancien Nouveau
monde monde monde monde monde monde
. L. mexicana
. L. donovani . L. majqr L. amazonensis e
Classiques L infantum L. infantum | L. tropica L. guyanensis L. braziliensis
L. aethiopica .
L.peruviana
Avec
immuno- | L. donovani . , ,
. . ; L. infantum | Toutes espéces | Toutes espéces
dépression | L. infantum
(VIH)
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3 Traitement

Il n’existe actuellement aucun vaccin contre la leishmaniose. Il n'y a pas non plus de
consensus sur la meilleure option thérapeutique pour le traitement de la maladie. Cela est
dd en grande partie a l'absence d'essais cliniques correctement contrélés (Gonzlez et al.,
2008).

Le traitement principal utilisé est la chimiothérapie (Plourde et al., 2012) qui repose sur
quelques médicaments de premiere ligne principalement sur les antimoniés pentavalents.
Les cliniciens ne disposent que d’un dérivé pentavalent de 1’antimoine, le N-méthyl-

glucamine, pour les deux formes cliniques.

Dans le traitement de la leishmaniose viscérale et selon un protocole qui suit les
recommandations de 1I’OMS, qui est une injection intramusculaire profonde avec

I’amphotéricine B solubilisée dans du sérum glucosé (Bachi., 2006).

Quant a la leishmaniose cutanée, son traitement dans les formes a lésions multiples et
Iésions localisées sur le visage est indiqué par injection intramusculaire avec 1’antimoniés.
Et avec le cas d’un signal de lésions le traitement est réalis¢ avec des injections

intradermiques par le Glucantine (Eddaikra, 2013).
4 Répartition géographique

La leishmaniose est répandue dans 98 pays a travers le monde (Alvar et al., 2012) touchant

les régions tropicales et sous tropicales.

4.1 Dans le monde :

La Leishmaniose viscérale et cutanée présente des différences dans les territoires qu’elles
occupent (Figure 9 et Figure 10). La leishmaniose cutanée apparait beaucoup plus en
Amerique du Sud, en Afrique et en Asie du Sud-Ouest (Plourde et al., 2012).

Dans I’ancien monde, cette maladie est principalement causée par Leishmania major
(détection de cette espéce était en Afrique du Nord, Sahel de I'Afrique et au Centre et
Ouest de I'Asie), L. aethiopica (Ethiopie et Kenya) et L. tropica (Centre et Ouest d’Asie).
Dans ce c6té du monde, les deux espéces le plus souvent incriminées dans la leishmaniose
viscérale sont L. donovani (Sous-Continent Indien et 1’Afrique de I'Est) et L. infantum
Bassin Méditerranéen et 1’ Afrique Centrale et Occidentale (Thomas ., 2018 ; Carre’et al.,
2010).

10
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Dans le nouveau monde, les espéces de Leishmania qui sont a I’origine de la LC
comprennent les membres du complexe L. braziliensis (Amérique Centrale et du Sud), L.
(V) peruviana (Peru), L. (V) guyanensis et L. amazonensis (Amérigue du Sud), L. mexicana
et L. (V) paramensis (Amérique centrale). Pour la LV, il y a L. infantum et L. chagasi
(Amérique Latine).

Number of new CL cases.

reported, 2018
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Figure 9: Répartition géographique de la leishmaniose cutanée dans le monde.
OMS 2015. http://www.who.int/leishmaniasis/burden/en/
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Figure 10: Répartition géographique de la leishmaniose viscérale dans le monde.
OMS 2015.http://www.who.int/leishmaniasis/burden/en/
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4.2 En Algérie

L’ Algérie est 1’un des pays les plus touché par cette affection. Elle est concernée par quatre
formes cliniques distinctes de leishmaniose, la leishmaniose viscérale (LV), la
leishmaniose cutanée sporadique du nord (LCS), la leishmaniose cutanée zoonotique
(LCZ) et la leishmaniose cutanée a L. killicki (Harrat et al., 2009).

4.2.1 La leishmaniose cutanée zoonotique (LCZ)

La leishmaniose cutanée zoonotique due a L. major est répartie dans les zones arides et
semi-arides dans la partie sud de I'Algérie. Dans ces régions, cohabitent le vecteur
Phlébotomus papatasi et les rongeurs sauvages Merions shawi et Psamomys obesus sont
prouvés comme réservoirs de Leishmania major (Belazzoug., 1983 ; Belazzoug., 1986 ;
Izri et al., 1992).

4.2.2 Leishmaniose cutanée sporadique du Nord (LCS)

Elle est due a L. infantum et se localise au nord du pays touchant tout le littoral algérien. La
LCS est transmise par le vecteur Phlebotomus perfiliewi et les chiens comme réservoir
(Izri and Belazzoug ., 1993).

4.2.3 La leishmaniose viscérale (LV)

Se répartit sur toute la partie nord du pays au niveau des régions humides et semi-humides.
Elle est provoquée par L. infantum. Le vecteur est Phlebotomus perniciosus avec les chiens
comme réservoir principal. (Izri et al., 1990). Cette forme a aussi été détectée dans le Sud
(Benallal et al., 2013).

4.2.4 Laleishmaniose cutanée due a L. killicki

Elle a été découverte en Algérie par Harrat et al (2009). Cette forme chronique est causée
par L. killicki et transmise par Phlebotomus sergenti, Elle se localise principalement dans
la wilaya de Ghardaia (Boubidi et al., 2011).

12
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5 Virus a ARN de Leishmania (LRV)

Le virus @ ARN de Leishmania (LRV) est un virus a double brin d'ARN (dsARN)
cytoplasmique endogéene, qui infecte de maniere persistante certaines souches du
protozoaire parasitaire Leishmania. Il appartient a la famille des Totiviridae. Ce virus est
retrouvé dans un large éventail d’hdtes notamment les protistes, les champignons, la levure,
les arthropodes et les vertébres (Zhai et al., 2010). Dans certains cas, la LC a tendance a
persister et a métastaser vers d'autres parties du corps provoquant une leishmaniose
cutaneo-muqueuse (LCM) ou une leishmaniose cutanée diffuse (LCD). En Amérique du
Sud et en Ethiopie, ces formes clinique (LCM et LCD) sont causées principalement par L.

braziliensis, L. panamensis, L. guyanensis et L. aethiopica (Zangger., 2013).

Les lésions provoquant par ces formes sont souvent associées a une réponse inflammatoire
tres destructive, une parasitémie élevée et a une exacerbation de la maladie avec une
fréquence élevée d'échecs de traitement médicamenteux (Faria et al., 2005). D’une part,
parmi les facteurs liés a ces maladies, citons les polymorphismes génétiques de 1’hote (Ex.
génes TNF, IL-6) et la co-infection du patient avec le virus de I'immunodéficience humaine
(VIH) (Castellucci et al., 2006, Permontier et al., 2016). D’autre part, la présence du LRV
qui a été détectée pour la premiére fois dans les parasites de sous-genre L.(V) dans le
nouveau monde notamment au bassin amazonien, connu par LRV1. Plus tard, d’autres
virus de Leishmania ont été décrits dans des isolats de L. aethiopica et de L. infantum
(Zangger et al., 2014, Hajjaran et al., 2016) dans 1’ancien monde ce virus est connu sous le
nom de LRV2. Il a été démontré que le virus peut aggraver la maladie par un mécanisme
dépendant du récepteur TLR 3 (Toll-like Receptor 3) en s’attaquant a 1’hypersensibilité de
ce dernier par I’ARN viral induisant une forte transcription des génes codant pour des
cytokines et des chimiokines pro-inflammatoires (IL-6 et TNF-a, CXCL10 et CCL5), et
leur sécrétion abondante. La production de ces médiateurs inflammatoires est précedée,
dans les premieres heures, par la production d'interféron de type I, I'IFN-B, qui pourrait
agir via une boucle autocrine stimulant ainsi une production accrue de cytokines et
chimiokines (Ronet et al., 2011).

13
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5.1 Morphologie du virus

Ces particules virales sont composees d’ARN double brin (dsRNA) (Figure 11 et 12). Elles
sont observées sous forme de particules icosaédriques de 30-50 nm avec un génome
d’ARNdb de 5,3 kb de longueur associé a une protéine de capside de 82 kDa et une ARN
polymérase ARN-dépendante (RpRd) nécessaire est suffisante pour la réplication de
I’ARN db virale (Zangger., 2013).

del'’ARN Leishmania 1 - 1 (King., 2012).

VIRION

Capsid protein

Ta2*

Figure 12: Structure de virus a ARN de Leishmanie. T = 2 * : symétrie icosaédrique de la capside.
(https://viralzone.expasy.org/648?outline=all by species)

5.2 Organisation du génome

Le génome du Leishmania RNA varie de 5,2 kbp pour les virus de I'Ancien Monde a 5,3
kb pour les virus du Nouveau Monde. Il contient deux grands ORF, I'ORF 3'-proximal
(ORF3) qui code pour I'ARN polymérase ARN-dépendante (RpRd), et 'ORF5'-proximal
(ORF2) en amont qui code pour une protéine de capside (PC).Ces deux ORFs se
chevauchent dans tous les représentants de LRV1 et sans codon de départ indépendant
pour ORF3, et donc RNA RdRp est traduit uniquement comme une extension C-terminale
de la capside et la protéine de fusion est produite par un décalage du cadre ribosomique +1,
facilité par des structures en tige-boucle dans la région de chevauchement. Dans la
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structure génomique de LRV 2 les ORF (ORF 2 et ORF 3) ne se chevauchent pas entre eux

et le mécanisme de la traduction de la protéine de fusion est différent (Figue 13).
(Grybchuk et al., 2018).

L. guyanensis
LRV1 Capsid protein

RNA-dependent RNA polymerase
L. braziliensis 1

L. major Capsid protein

RNA-dependent RNA polymerase
in-frame
LRV2

o | Capsid protein
L. aethiopica RNA-dependent RNA polymerase
-1

Figure 13: Organisation du génome du virus a ARN de Leishmania (LRV 1/LRV2) (Grybchuk, et
al. 2018).

5.3 Lestypesdu LRV

Les formes de LRV's du nouveau et de I’ancien monde sont arbitrairement nommées LRV1

et LRV?2 respectivement (Tableau 2) et cela a due aux 60% de différence qui existe entre
les deux génomes (Hajjaran ., 2016).

15
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Tableau 2 : Représentants caractérisés de LRV1 et LRV2 (Grybchuk, et al. 2018).

Types de LRV

Hotes

Nom

Origine

Leishmania guyanensis

LRV1/Lg2028 3
LRV1/LgLL28
LRV1/Lg2028 1
LRV1/LgXK73
LRV1/LgYE48
LRV1/LgVL91
LRV1/LgWF69 2
LRV1/LgWF69_1
LRV1/Lg2028 2
LRV1/LgXJ93 1

Guyane Francaise
Guyane Francaise
Guyane Francaise
Guyane Francaise
Guyane Francaise
Guyane Francaise
Guyane Francaise
Guyane Francaise
Guyane Francaise
Guyane Francaise

LRV1/LgMJ25 Guyane Francaise
LRV1/Lg2015 Guyane Francaise
LRV1/LgvW21 Guyane Francaise
LRV1/LgYZ58 Guyane Francaise
LRV1/Lg2014 Guyane Francaise
LRV1 LRV1/LgYROQ7 Guyane Francaise

LRV1/LgPD46 Guyane Francaise
LRV1/Lg2008 Guyane Francaise
LRV1/LgLF94 Guyane Francaise
LRV1/LgMC71 Guyane Francaise
LRV1/LgXJ93 2 Guyane Francaise
LRV1/LgLF98 Guyane Francaise
LRV1/Lg2001 Guyane Francaise
LRV1/LgyM4147 Brésil
LRV1/MHOM/SR/80/CUMC1 Suriname

L. braziliensis LRV1/LbrLEM2700 Bolivie
LRV1/LbrLEM2780(a) Bolivie
LRV1/LbrLEM2780(b) Bolivie
LRV1/LbrLEM3874 Bolivie
LRV1/LbrYAT70 Guyane Francaise

L. aethiopica LRV2/MHOM/ET/2011/LDS327 Ethiopie
LRV2/MHOM/ET/2011/LDS303 Ethiopie
LRV2/Lae-L494 Ethiopie

LRV2 : -
L. major LRV2-1/MHOM/SU73/5-ASKH Turkménie
L. infantum LRV2/IR/2014/HM-2 partial Iran

LRV2/IR/2014/HM-1 partial

Iran
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1 Matériels

1.1 Matériels biologique

29 souches de Leishmania ont été choisies pour la recherche du virus LRV (Tableau 3)
(LC= L. major; LV= L. infantum), a partir de la cryobanque présente au niveau du
laboratoire d’Eco-épidémiologie parasitaire et Génétique des populations de L’Institut
Pasteur d’Alger (IPA). Ces souches présentent des résistances au traitement Glucantine,
des coinfections avec le virus HIV, des souches isolées a partir des réservoirs (chien et

rongeurs).

Tableau 3: Caractéristiques des souches utilisées pour la recherche de LRV.

Origine Etat clinique Nombre de souches
LC, HIV 1
LC, Résistante 1
Humain LC 17
LV 2
LV 3
Rongeur LC 2
Chien (ne) LV 2
chacal LV 1

2 Meéthodes

2.1 Culture des leishmanias

Apres la décongélation des souches (Annexe 1), elles ont été maintenues en
culture sur milieu NNN (Novy-MCNeal-Nicolle) (Annexe 2) et SLP (sérum de
lapin) dans une étuve de 25°C. Ces dernieres sont contrdlées tous les 4 a 5 jours
pour la vérification de I’état du parasite (Richesse, Mobilit¢é et détection
d’éventuelle Contamination) sous microscope photonique au grossissement Gx40.
Ensuite, les souches en phase exponentielle qui présentent une bonne richesse et
mobilité sont repiquées sur le milieu RPMI 1640 supplémenté de 10% de SVF
(sérum de veau feetal) (Annexe 3) pour un enrichissement, une partie servira a la

détection du virus et I’autre partie pour reconstituer le stabilat.
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2.2 Comptage des parasites

Le comptage des parasites Leishmania repiqués sur milieu RPMI 1640 est fait 4
jours apres sur cellule de MALASSEZ (Annexe 4). Les promastigotes sont
immobilisés avec du formol (20ul de suspension parasitaire plus 20ul de formol).
Les parasites de chaque souche sont comptés sous microscope photonique au

grossissement Gx40 dans dix carreaux de la cellule.

Le nombre de parasite par ml de suspension a été calculé par la formule suivante :
Nombre de parasite /10x 100 x 2 x 1000 = Nombre de parasites/ ml

10 : nombre de carreaux calculés

100 : nombre de petits carreaux de cellule MALASSEZ

2 : facteur de dilution

1000ul : volume initial de la suspension parasitaire.

2.3 Reécolte des souches

Aprés comptage des parasites, les souches qui présentent un nombre supérieur a
10° parasites/ml, elles sont centrifugées a 2500 tr/min pendant 15 min a +4°C, le
surnageant est éliminé et la souche est conservée a -80°C en attendant 1’extraction
d’ARN.

2.4 Extraction d’ARN

L’extraction a été faite sur des promastigotes en phase stationnaire d’une quantité entre

2x10° et 30x10° parasites/ml, en utilisant deux protocoles d’extraction :

(i) extraction CASAS (Casas et al, 1995) et (ii) extraction par kit Aurum™ Total RNA
Mini Kit.

Parmi les 29 souches 27 ont été analysées. Sur les 27 souches 07 souches ont été

arbitrairement extrait par le protocole CASAS et les 20 restantes par le Kit (Tableau 4).

Les deux méthodes contient des étapes de lyse et des étapes de précipitation et de stockage,
pour le protocole CASAS, il y a ’extraction de tous des acides nucléiques ( ADN, ARN)
par contre le protocole par Kit est concerné pour I’extraction que des ARNSs a la présence

de DNase.
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Tableau 4: Description des souches selon les protocoles d’extraction de I’ ARN.

Etat clinique Origine Nombre
Extraction CASAS LC Humain 7
LC Humain 12
Rongeur 2
Extraction par Kit Humain 4
LV Chacal 1
Chien 1

Afin de vérifier la qualité d’extraction du génome viral par les deux protocoles, 14 souches
(04 souches pour I’extraction Casas et 10 souches pour I’extraction par Kit RNA) ont éte
extraites en présence du virus Sigma qui été un témoin positif pour vérifier la performance
des méthodes utilisées dans cette étude. Ce virus est de la famille Rhabdovirus qui infecte
les Drosophiles. Les mouches infectées deviennent paralysées et meurent lorsqu'elles sont
exposees a du CO2 concentré. (Bentz et al., 2017). Le virus est codé par un génome d’ARN
monocaténaire négatif. Son génome est relativement petit a environ 12,625 pb de long et
code pour six genes: 3'-NPXMGL-5 ' (Longdon et al., 2012).

2.4.1 Extraction CASAS

600ul du tampon de lyse plus 5ul de glycogene (10 mg /ml) sont ajoutés a 150ul de chaque
souche. Aprés 15 minutes d’incubation a température ambiante (25°C), 600ul
d’isopropanol froid est ajouté et les tubes sont incubés a -20°c entre 30 min et une nuit. Les
échantillons sont centrifugés a 12500 tr/min a +4°C pendant 10 min. Les surnageants sont
éliminés et les culots sont lavés avec 1 ml d’éthanol 70° froid. Une deuxiéme
centrifugation est réalisée a 12500 tr/min pendant 10 min a +4°C. Les surnageants sont
éliminés et les culots sont & nouveau lavés avec 1ml d’éthanol absolu froid puis centrifugés
a 12500 tr/min pendant 05 min & +4°C. Les surnageants sont éliminés et les culots sont
laissés sécher a I’air libre. Une fois les culots séchés, ils sont dilués dans 25ul d’eau

distillée RNA free contenant 1ImM de DTT (dithiothreitol) puis sont conservés a -20°C.

2.4.2 Extraction par Kit RNA

L’extraction de I’ARN total des parasites est faite suivant les recommandations du
fabricant (Bio-Rad Aurum™ Total RNA Mini Kit). Les culots de parasites récoltés a partir
du RPMI 1640 sont décongelés et mis dans un tube eppendorf 2 ml. Toutes les

centrifugations sont faites a une vitesse de 12500 tr/min et a température ambiante. Les
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surnageants sont éliminés des tubes eppendorf et 350l solution de lyse du kit + 350l
éthanol 70° sont ajoutées a chaque culot. Apres homogénéisation, le contenu des tubes sont
transférés dans des colonnes a ARN et centrifuges durant 30 secondes. Suite a cela, 700ul
de solution de lavage a faible stringence sont ajoutées et les tubes sont centrifugés pendant
30 sec. Aprés le premier lavage, 80ul de DNasel sont ajoutés et les tubes sont laissés en
incubation pendant 15 min a température ambiante. Un deuxiéme lavage des tubes est
réalisé en ajoutant 700ul d’une solution de lavage a forte stringence puis les tubes sont a
nouveau centrifugés durant 30 sec, un dernier lavage avec la solution de faible stringence
est réalisé en ajoutant 700ul de cette solution. Une centrifugation finale pendant 3 min est
nécessaire pour bien nettoyer les colonnes des traces de la solution de lavage. Les colonnes
sont transférées dans de nouveaux tubes eppendorf RNA et DNA free et 80 pl de la
solution d’élution sont ajoutées dans chaque colonne et sont laissés en incubation pendant
1 minute & température ambiante avant de faire la derniere centrifugation (2min). L'ARN

total est stocké & -80°C en attendant I’analyse moléculaire.

2.5 Retro transcription-réaction de polymérisation en chaine (RT-PCR).

Principe

Retro transcription-réaction de polymeérisation en chaine (RT-PCR) est une technique
d’amplification génique qui permet de traduire ’ARN en ADNc. Ce dernier servira a
amplifier en plusieurs copie voir des milliers de copie une région bien spécifique du

génome en utilisant des amorces spécifiques afin qu’elle soit détectable sur gel d’agarose.

ARNm AAA

Transcription inversée

Premier brin ADNc

PCR cycle 1 Amplification

mmn [ (emmm (e ||

PCR cycle 2

Figure 14 : principe de la RT PCR (Jagtar et al, 2014).
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2.5.1 Amplification du Virus Sigma
Protocole expérimental

Dans un volume final de 20 pl contenant un mélange réactionnel de 10ul de master mix
(Quanta bio) utilisant une Taq polymérase type qgScirpt™ XLT One-Step RT-gPCR
ToughMix®, 4.2l H2O RNA free, 0.4ul de chaque amorce Sig R et Sig F (tableau 5). Le
mélange est préparé sous hotte puis 5pl de I’extrait de I’ARN sont ajoutés.

L'amplification génique débute par une rétro-transcription des ARN en ADNc a 55°C
pendant 20 minutes, suivie par I’étape d’amplification génique de 50 cycles de
dénaturation a 95 ° C pendant 30 secondes, d'hybridation a 50 ° C pendant 30 secondes et
d'extension a 72 ° C pendant 30 secondes avec une extension finale a 72 ° C pendant 6
min. cette réaction se fait en une seule étape et cela grace au propriété de I’enzyme utilisée

qui assure la retro-transcription des ARN en ADNc et I’amplification génique (Figure 14).

Tableau 5: Préparation du mix pour I’amplification du virus Sigma.

Réactif Conc. Conc. Finale | 1 tube
Initiale
H.O / / 4.2 pl
Amorce Sig + 10mM 2mM 0.4l
Amorce Sig - 10mM 2mM 0.4pl
Master Mix Quanta bio / / 10ul
Volume total / / 15ul

2.5.2 Amplification du Virus LRV

Une région de 505 pb du géne codant pour la ARN polymérase ARN dépendant (RdRp) est
amplifiee en utilisant le méme master mix suivant un profil thermique et mélange
réactionnel propres a cette région (tableau 6 et 7) suivant le protocole de Hajjaran et al
(2016).
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Tableau 6 : Préparation du mix

Réactif Séquence Conc. Initiale Conc. 1 tube
Finale
H.O / / 03 pl
Amorce LRV_F 5’- 10mM 2mM 01pl
TGTAACCCACATAAACAGTGTGC-

Amorce LRV_R 3)5’- ATTTCATCCAGCTGAGGGG-3’ 10mM 2mM 01pl
Master Mix Quanta bio / / 10pl
ARN 05pl
Volume total / / 20pl

Tableau 7 : Profil thermique

Température Temps Nombre de cycle
55°C 20 min 1 (RT)
94°C 5 min 1
94°C 35 sec
55°C 35 sec X35
72°C 45 sec
72°C 10 min 1

2.1 Electrophorése des produits PCR sur gel d'agarose

La visualisation des résultats d’amplification se fait par électrophorese sur gel d’agarose
(Annexe 5). La révélation a été réalisée par le Bromure d’ethidium, un intercalant de
I’ADN et de I’ARN qui émit de la fluorescence sous lumiére ultraviolette (UV). Pour le
control de qualité des produits d’extrait le gel d’agarose a ét¢ d’une concentration de 0,8%
et pour le gel de migration de produits d’amplification a été¢ d’une concentration de 1.5%.

5ul du produit de PCR sont mélangés avec 1ul de tampon de charge. Les échantillons sont
déposeés dans les puits de gel, en commencant par le témoin négatif et le marqueur de PM
puis le reste des produits d’amplification. La migration se fera a un voltage de 70V et

pendant 1 heure et demie de temps.

La révelation des bandes se fait sur le Transilluminateur : il s’agit d’un appareil qui émit de

la lumiére ultraviolette pour la visualisation des bandes dans une chambre noire.

23




Chapitre |11
Résultats

et
DiIscussion



Chapitre 111: Résultats et Discussion

1 Reésultats

1.1 Cultures parasitaire

Les souches appartenant a Leishmania major ont montré une croissance rapide (4 a 5 jours)
apres leurs mises en culture dans le NNN, SLP et RPMI 1640, contrairement aux souches
de Leishmania infantum qui étaient plus lentes entre 15 a 20 jours pour atteindre une bonne

richesse.

Les souches repiquées sur milieu RPMI 1640 a 10% ont montré une richesse différente qui
variée entre 2x10° et 30x10° (tableau 8).

Sur les 29 souches sélectionnées, seulement deux ont été éliminées responsable de la
leishmaniose viscérale (L. infantum), une souche qui parvient d’une chienne et une autre
d’Homme, parce qu’elles ne parvenaient pas a pousser normalement et atteindre une
richesse minimale pour I’extraction des ARN. Dans les milieux NNN et SLP les souches
ont été d’une charge parasitaire trés faible qui nous a permet d’ajouter quelques gouttes du
milieu RPMI11640, aprés quelques jours les résultats été le méme, donc nous avons choisis
le milieu RPMI 10% SVF puis RPMI20% SVF qui sont des milieux d’enrichissement.

Malgré les efforts effectuées la charge été tres faible dans tous les milieux utilisés.
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Tableau 8 : Charge parasitaire des souches avant la récolte.

Souche | Origine | Etat clinique | Nombre de parasites total sur le milieu
01 Humain LC, HIV 1630.10* parasites /ml
02 Humain | LC, Résistante 2810.10* parasites /ml
13 Hurmain LV 226.10* parasites /ml
23 LV 128.10* parasites /ml
17 : 1621.10* parasites /ml
19 | Humain LV 1924.10° Barasites /ml
03 2220.10* parasites /ml
04 LC 314.10* parasites /ml
05 Humain 2910.10* parasites /ml
06 1864.10* parasites /ml
07 2552.10* parasites /ml
08 LC 474.10* parasites /ml
09 550.10* parasites /ml
10 Hurmain 792.10* parasites /ml
11 662.10* parasites /ml
14 LC 988.10* parasites /ml
16 3080.10* parasites /ml
20 576.10* parasites /ml
21 298.10* parasites /ml
24 Humain 1114.10* parasites /ml
25 522.10* parasites /ml
26 LC 234.10* parasites /ml
27 272.10* parasites /ml
12 490.10* parasites /ml
18 Rongeur LC 430.10* Earasites /ml
15 | Chien (ne) LV 732.10* parasites /ml
22 chacal LV 2070.10* parasites /ml

1.2 Controle de qualité des ARN extraits

Suite a ’extraction des échantillons et pour avoir une idée de la qualité d’extraction et de
vérifier s’il y a une présence du virus Leishmania LRV, un gel a été réalisé (figure 15). En
comparant le profil des extraits par les deux protocoles CASAS et KIT a ARN, la
migration a révélé que les échantillons extrait avec le protocole CASAS a montré des
trainés d’ADN par contre avec le KIT puisqu’il utilise une DNase, cette derniere a éliminé
tous ’ADN et a donné des extrait nets et propres. D’autre part, aucun échantillon n’a
révélé une bande de 5 kpb correspondante au génome du virus de Leishmania LRV qui

pourrait étre a la faible quantité ou son absence dans les extraits.
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26K 19K 18K 17K 15K 11K

03C 08C 06C 05C 04C 09C

Figure 15 : Profil de migration sur gel d’agarose 0,8% pour des produits d’extraction
Casas et Kit RNA, PM 100pb. (K : Kit et C : CASAS).

1.3 Réaction en chaine de la polymérase (RT-PCR)

1.3.1 Détection du virus Sigma
Les 04 RT-PCR pour la détection du virus Sigma dans 14 souches ont révélé sur gel
d’agarose 1.5% la présence d’une bande de 95 pb (Figure 16) correspondante a la région
du génome du virus Sigma ciblée par les amorces. Ce résultat permet de conforter
I’efficacité des protocoles d’extraction des ARN a partir des échantillons et cela malgré la
présence de traces d’ADN dans les extraits des échantillons extraits par le protocole

d’extraction CASAS.

100 pb
95 pb

Figure 16 : Profil de migration des produits d’amplification du virus Sigma sur gel
d’agarose 1.5%. T-: témoin négatif; les souches 01 et 03 extraites par le protocole CASAS
et les souches 22et 11 par le protocole Kit Bio-Rad, PM 100pb.
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1.3.2 Détection du virus LRV

La RT-PCR sur les 27 souches n’a pas révélé la présence de bande sur gel d’agarose
correspondantes au virus LRV du parasite Leishmania dans toutes les souches qui ont été
choisies (Figure 17) témoignant de 1’absence de ce virus dans les souches algériennes

jusqu’a maintenant testées.

Figure 17 : Profil de migration des produits d’amplification du virus LRV sur gel
d’agarose 1.5%. Les souches (24, 25, 26,27), T": témoin négatif, PM 100 pb.

2 Discussion

Certain parasite protozoaires portent des virus endosymbiotique de type ARN double
brin (db). Ces virus ne se multiplient pas chez 1’héte vertébré, mais leur ARN db
génomique produit des genes ou la totalité des vibrions qui seront libérés par le parasite et
qui peuvent stimuler le systeme immunitaire conduisant a une réaction inflammatoire
complexe (Martens 2004). Les LRVs ont été détectés pour la premiére fois dans les formes
promastigotes de Leishmania guyanensis (1988) et L. braziliensis (1996), les agents
causatifs de la leishmaniose muco-cuatnée (LMC) dans le nouveau monde (lves et al.,
2011). Le phénotype du LMC dans le nouveau monde n’est pas seulement associé¢ a la
présence du LRV mais est également corrélé avec la charge du virus dans le parasite
(Zangger et al., 2013). De méme, dans I’ancien monde, des formes métastatiques sont
observées chez le golden hamster infecté avec L. aethiopica LRV positive, suggérant que
LRV pourrait jouer un réle dans la pathogénicité du parasite (Zangger et al., 2014).

Par conséquent, la détection de LRV pourrait s'avérer cliniguement bénéfique guider

le traitement ou fournir des informations sur le virus (Ives A, 2011). Dans 1’ancien monde
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des LRV 2 ont été mise en évidence au Turkménie et en Ethiopie (Sheffert et al, 1995 ;
Zangger et al, 2014). Sur les vingt-sept souches sélectionnées selon 1’état clinique dont
elles sont responsables, leur origine, leur virulence, et enfin leur résistance au traitement
aucune ne se révélée positive a LRV, ce qui permet de dire que la résistance et 1’échec
thérapeutique causé par ces souches chez les patients est essentiellement due a la résistance
génétique (Eddaikra et al., 2017).

La croissance des formes promastigotes dans les milieux de culture NNN/ SLP apres
la décongélation et RPMI1640 10% SVF aprés le repiquage, était différente entre les
souches de L. infantum et L. major le méme constat a été reporté par Carré et al (2010) et
que la sensibilité des cultures dépend également de la qualité du milieu utilisé, de la

quantité du matériels inoculé et la charge en parasite (Chouihi at al, 2009).

La méthode d’extraction CASAS utilisé mise au point depuis les années 1990 par
Casas pour extraire I'ARN viral et I'ADN a partir de liquide cérébro-spinal, cette méthode a
été a la base de la plupart des méthodes d’extraction ultérieure (He et al, 2017; Nasir et al,
2017 ; Molder et al., 2018). Malgré le succeés de cette technique, des travaux antérieurs ont
montré 1’efficacité de la technique basée sur une colonne d'affinité (Wang et al., 2008 ;
Asai et al, 2014 ; Yang et al, 2017). Les résultats d’amplification du Virus Sigma ont
conforté les résultats d’extraction par les deux méthodes ainsi que les réactions RT-PCR

effectuées pour la détection des LRVS.

Nos résultats nous permettent de dire que les souches que nous avons choisies ne
contiennent pas de LRV mais il est important de noter que I'absence de LRV dans les
souches de laboratoire doit étre considérée avec prudence car ces virus peuvent étre perdus
en culture (Ronet et al, 2011). De méme, nous supposons que la charge parasitaire et virale
était d’une faible quantité car la richesse de la suspension parasitaire était de 10° a 108
parasites/ml (De Souza., 2014 ; Zangger., 2013). L’importance de la multiplication élevée
du LRV est liée a la quantité du parasite dans la culture, qui sera dans ce cas suffisante et
facilitera sa détection (Ginouveés et al, 2016).
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Conclusion

La leishmaniose est une maladie chronique a plusieurs manifestations cliniques
cutanées et/ou viscérales et a transmission vectorielle, due a une vingtaine d'espéces de
protozoaires flagellés appartenant au genre Leishmania. L’ Algérie, pays le plus touché du
bassin méditerranéen et du Maghreb, est concerné aussi bien par la leishmaniose cutanée

que la viscérale.

L’ Algérie fait partie des pays endémiques de la leishmaniose qui n’ont pas encore
décelé la présence du virus LRV dans les souches Leishmania sp. Notre travail le premier
au niveau Maghrébin était plus une mise au point des techniques de détection de ce virus
en utilisant deux méthodes d’extractions et une RT-PCR a permis d’avoir des résultats
préliminaires attestant que ce virus ne circule pas dans les souches testées que ce soit

isolées a partir de patients, de réservoirs ou de phlébotomes.

D’autres investigations sont nécessaires pour confirmer la présence ou non du virus
LRV en Algérie avec de certaines modifications de parametres tels que 1’isolement de
nouvelles souches dans différentes régions d’Algérie, ’augmentation de nombres des
¢chantillons a testé et a analysé, associer a d’autre techniques de révélation de ce virus tels

que I’immunofluorescence et Dot Blot.
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Annexe 1 : Décongélation des parasites

La décongélation consiste a laisser les parasites se rechauffer pendant quelques minutes a la

température ambiante. Les principales étapes de cette méthode :

e Préchauffer le milieu de culture a 26°C (1 tube NNN et 1 tube SLP).

e Sortir les cryotube de 1’azote liquide, dévisser partiellement sous la hotte et laisser
décongeler pendant 3 min.

e Terminer la décongélation au bain marie a 30°C apres avoir resserré le bouchon.

e Transférer rapidement la moiti¢ du contenu da le tube NNN et I’autre moiti¢ dans le
tube SLP.

e Vérifier I’état des cellules au microscope : viabilité, mobilité, et incuber a 25°C.
Annexe 2 : Le milieu NNN (Novy-MCNeal-Nicolle)

Le milieu NNN (Novy-MCNeal-Nicolle) a été développé par Novy, McNeal et modifié par
Nicolle, il est connu pour l'isolement de l'agent du genre Leishmania. La culture de cet
organisme dans un milieu approprié donne naissance a une forme extracellulaire motile
appelée promastigote. Ce milieu est constitué de deux phases ; une gélose au sang et d'un
milieu de recouvrement. La base de gélose au sang est un milieu hautement nutritif qui

favorise la croissance des organismes.
Préparation

e Suspendre 31 grammes dans 1000 ml d’eau distill¢e.

e Porter a ébullition pour dissoudre complétement le milieu.

o Stériliser & l'autoclave a une pression de 15 Ib (121 ° C) pendant 15 minutes.

e Refroidir a 45 ° C et ajouter de maniere aseptique du sang de lapin ou de sang humain
stérile défibriné.

e Bien mélanger et distribuer en quantités de 5 ml dans des éprouvettes ou de 25 ml

dans des flacons.

e Laisser les supports tubulaires refroidir en position inclinée.
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Annexe 3 : Milieu RPMI 1640 + 10% (RPMI 10S)
Composition : RPMI (16,4 gr), Eau distillée stérile (1000 ml).

Préparation

e Mesurer environ 900 ml d’eau distillée et tout en le soumettant a une agitation
magnétique.

e Ajouter le milieu sous forme de poudre.

e Meélanger jusqu’a dissociation sans chauffer et ajouter 2gr de HEPES et 3gr
bicarbonate de sodium avec 50 Ul /ml de pénicilline et 50 pg /ml de streptomycine
(facultatif).

e Complétez avec de I’eau distillée jusqu’a atteindre le volume final de 1000 ml.

e Filtrer le milieu avec un filtre de 0,22 um et additionner aseptiquement du sérum de
veau feetal a 10%.

e Conserver le milieu & +4°C pendant 1 mois.

Annexe 4 : Principe de la numération cellulaire de parasite sur cellule la
MALASSEZ

La numération cellulaire est la détermination du nombre de parasites contenus dans un
volume précis de milieu liquide. On exprime le résultat de numération en concentration

cellulaire, c’est-a-dire le nombre de parasites par carreaux de la cellule.

Technique de numération cellulaire :

e Dilution preéalable :
Lorsque la suspension est trop concentrée, il est nécessaire de réaliser une dilution préalable.
En effet, la présence d’un grand nombre de parasites par unité¢ de volume rend le comptage
difficile.

e Utilisation de la cellule de numération :

- Présentation de la cellule de MALASSEZ :

La cellule de numération de MALASSEZ est une lame porte-objets dans laquelle est creusée
une chambre de comptage d’un volume connu. C’est une lame épaisse, en verre, comportant
des rigoles et un quadrillage spécifique comptant 100 rectangles (10 horizontaux et 10
verticaux). Parmi les 100 rectangles, on trouve 25 rectangles divisés en 20 petits carreaux afin

de faciliter le comptage des parasites.
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- Remplissage de la cellule :

a- Humidifier les glissiéres latérales sur lesquelles va reposer une lamelle 22x22 mm.

b- Faire adhérer la lamelle aux plateaux en exercant une légére pression ainsi qu’un
mouvement de va et vient jusqu’a percevoir une résistance jusqu’a créer un effet de
ventouse.

c- Placer la cellule de comptage sur une surface plane puis homogénéiser la suspension
parasitaire.

d- A Tl’aide d’une pipete pasteur, remplir la chambre de comptage en une seule fois, en
gardant la pointe de la pipette inclinée prés de la lamelle, sans former de bulles d’air et
sans faire déborder le liquide dans les rigoles pour ne pas fausser le comptage des
parasites.

e- Laisser la goutte se diffuser sur toute la surface de la plate-forme centrale du quadrillage.
f- Laisser le liquide sedimenter quelques secondes avant de procéder a la numération.

g- Laver puis sécher la cellule de MALASSEZ apres utilisation.
Annexe 5 : L’électrophorése sur gel d’agarose

1. Réactifs

e TAE 1X (Tris Acide acétique EDTA) dilué une fois (40Mm Tris, 20Mm acide
acetique et ImM EDTA).

e BET (Bromure d’Ethidium).

2. Préparation du gel d’agarose a 1,5%

e Peser 1,5 % d’agarose et le mettre dans 100ml de TAE 1X.

e Chauffer le mélange au micro-onde jusqu’a I’obtention d’un liquide limpide puis
ajouter 5ul de BET.

e Couler le gel dans la cuve, apres avoir positionné le peigne. Apres polymérisation du
gel, retirer soigneusement le peigne et placer le gel dans la cuve d’électrophorése

préalablement remplie du tampon TAE.
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