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Résumé:

La Leishmaniose cutanée (CL) est une zoonose causee par différentes especes
parasitaires du genre Leishmania. En Algérie, cette infection est due principalement a

leishmania major qui sévit a I’ éat endémo-épidémique dans les régions steppiques et

(Glucantime®). Des échecs thérapeutiques, des rechutes
patients en Algérie. Le présent travail a pour principad o
virulence et |’ étude du profil de sensibilité ou de r
major, sous leur forme amastigote et promastigote,
I effet de ces dérivés sur les voies de signali s
de sensibilité ont été effectués in vitr
promastigotes et in vivo chez les sourts &

in vitro indiquent I’ existence d’ une fé3stanc
allleurs Cette étude nous a ' \\‘ :

I”antimoine pentav ) a productigmo
souches ayant un{ phénotyp . [Kes rest
s

)
==

\ \
festatic >
. Ains un effet du Glucantime ® sur la production de NO est enregistre.
Mots clefs: Leishmania major, Monoxyde d’'Azote, Sensibilitéin vitro et in vivo .
Virulence, N methyl _ Glucamine,




Summary

Cutaneous leishmaniasis (CL) is a zoonotic parasitic disease caused by different species
of Leishmania . In Algeria, thisinfection is mainly due to Leishmania major which
occurs in endemo-epidemic state in the steppe and Saharan regions. In 2005, more than

30,000 cases were reported and 70 % of theme were registered in thre

O
v

nfoci in

Biskra, Batnaand M'sila. Treatment of leishmaniasis involves the pentava -\

antimony, N -methyl glucamine (Glucantime ®). Treatment failufes and(ela peesh

rkiS
e and\susceptibility of

morty components

already been reported in patientsin Algeria. The main objecti

the study and the evaluation of the NO signaling in the vi

Leishmania major on both promastigote and amasti

vitro in cell culture and on the promastigote
in vitro indicate the existence of anatural r
enabled us to note that there exists a
antimony (SbV) and the productio

sensitive strain. The results of i

intensity of the symptoms
that there does not/exi r%
resistance of L majox to (SbV). Measuké

h which IStS &

Keywords: Leishmania major, NO, in vitro and in vivo sensitivity, virulence, N-

methylglucamine,



oaildl
sl o el G Liled) Al e dilite g )l e aali il gala mge o dalall Loledll

Bu B bl e dugadl 5 Ll jaall s Gl & 88 5 Jeishmania major g sl Ll L

{ st 3 2005

Laslie 25a g dpuliall il ekl promastigote

O sarii) Tali e dalii ) dga g < jedal Al

Qi @;@ 5 (ShY) sl ules
. N .
fREDom el b il

S ad Al AL Gl g 3aal

Lalidal) cilall)

Ol el e N- 3aad) | Ljide 5 b sas Gl 531 sl ol | Leishmania major



Introduction générale

Les leishmanioses sont des infections parasitaires causées par un protozoaire du genre
Leishmania, qui est transmis aux hotes vertébrés par un insecte diptere le phlébotome
femelle. Elles se manifestent par un large spectre clinique, alant dela simple ulcération
cutanée a des lésions muqueuses mutilantes et des atteintes viscérales fatales.

L’ expression clinique dépend a la fois du tropisme des espéces de Leishmania et du

subtropicales du monde, avec une estimation mondiale de 12
infectées par les différentes especes de Leishmania et un id
1 a1.5 million de cas pour Laleishmaniose cutanée (LC) et
leishmaniose viscerale (LV) (WHO, 2000).
En Algérie, les leishmanioses sont des zoono
al’éat endémique au nord du pays pour la L
forme endémo-épidémique au sud dy pa
cas annuel est estimeé entre 8000-1000

I

remiére intention aux dérivés

Le traitement des leishmanio at

pentavalents dont camine yne ®) est le chef de file. Depuis

plusieurs années, icament ont été rapportées

ocecurrence les phlébotomes, pour leur dissémination et leur transmission. Chez |” héte
vertébré les leishmanies, al’intérieur des cellules macrophagiques résistent relativement
bien a |’ environnement inhospitalier des vacuoles parasitophores de pH tres acide dans
les quelles elles survivent a la digestion par hydrolases et notamment aux protéases
lysosomiales. Elles ont aussi la capacité de bloquer partiellement la production par les
macrophages de certain cytokines (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12) et les dérivés actifs de
I’ oxygene et le monoxyde d'azote (NO) (Filippi et al., 2001). Plusieurs de ces signaux

environnementaux (pH, Températures, lysosomes..) déclenchent une différenciation
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morphologique chez les leishmanies de la forme amastigote a la forme promastigote et
vis versa, complétant ainsi les mécanismes d’ échappement des parasites a la digestion
cellulaire. En matiere de tropisme parasitaire et de virulence il semble qu'il existe une
certaine corrélation entre le génotype et |’ expression clinique, exemple L major pour

les atteintes cutanées et L infantum pour les atteintes viscérales (Ouellete et al 2003).

extracellulaires. D

virulence de L jor sen
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|. Définition

La leishmaniose, est une infection zoonotique qui est causée par un protozoaire
intracellulaire obligatoire du macrophage du genre Leishmania, sa transmission est
effectuée par des phlébotomes du genre Phlebotomus (Vieux Monde) ou Lutzomyia
(Nouveau Monde). Elle compte parmi les maladies négligées et posent &ttuellement un

probleme de santé significatif en Afrique et en Inde (kimutai et al., 2009
<

A

Nliam Leishman

Il. Historique

Le parasite Leishmania fut découverte pour la premiére fois

en 1900 dans des frottis de la rate d’un soldat mekth\de fievre um-Dum en Inde.
(Lagardere, 1983; Lagardere et al ; 1992; Thakur, 1 n’'est gyen 1903 que ces
résultats ont été publiés. La méme année, Ch Dohgvan’identifia '

dans une biopsie de rate. Ce parasite fut ng ia D'.
En 1904, Rogers observe dans (dre i vitro dexsany

flagellées, probablement des pfdmastig (D > Par ailleurs |’espéce
Leishmania. infantum fut dé srte._eh 190 aQ@tolle en Tunisie et en 1913,
Chagas identifia la mata [ vale parasite, appelé L.chagasi en

nQdes leishmanias par le phlébotome a éé
4é

I'11.1. Distribution géographique des leishmanioses

Amérique du sud. e ent L.chagas appartient au méme
type parag ' %@ni (Giraud et al; 1950; Jeannel, 1991;

1. Dansle monde

Répandues a la surface du globe (Figl), les leishmanioses connaissent une aire
géographique globalement circumterrestre, mais débordant largement sur les zones
tempérées d’ Afrique du Nord, du Sud de| 'Europe et d’ Asie. Présentes sur cing

continents dans les zones tropicales et sub tropicales de 88 pays : 16 sont des pays
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industrialisés et 72 des pays en développement, dont 13 parmi les pays les moins
développés (Desjeux et al., 2001).

LEISHMANIOSES

L’ Algexie, qui compte parmi les plus concernés par laleishmaniose, est caractérisée par
plusieurs étages bioclimatiques qui favorise la dissémination de cette maladie (Harrat et
Belkaid, 2003).

Quatre formes clinique sévissent a I’ éat endémo-épidémique, elle se répartissent en
trois formes cutanées: la LC due a L.major avec 30227 cas déclarés durant |’année

épidémique 2005-2006, la LC sporadique du nord avec en moyenne 400 nouveaux cas
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par an, la LC a L.killicki (Harrat et al.,2009) et enfin une forme viscérae, dont le
pronostic reste grave, sévit dansla partie nord du pays (Harrat et al., 1990).

La LC du nord due principalement a L.infantum, est une forme clinique qui sévit au
nord du pays (Belazzoug et al., 1985), Le vecteur est Phlebotomus perfiliewi (lzri et
Belazzoug., 1993) et le réservoir est le chien (Benikhlef et al., 2004).

des sables» ou
(B ug, 1986) et le

Médea, Tiaret et Bordj Bou Ariridj. L’animal ré

Psammomys obesus et la gerbille Meriones_shawii

vecteur est Phlebotomus papatasi (1zri et al N
LaLV en Algérie est une affection @zﬁ% sevit démique au nord
du pays. L’agent causa de la tl £ infantum, le vecteur

chi epresente le principale réservoir

mania repose sur des critéres biochimique et

ne: Protista (Haeckel, 1866)

Sousy egne : Protozoa (Goldfuss, 1817 emend Siebold, 1843)

Phylum : Sarcomastogophora (Honigberg et Balamuth, 1963)

Sous phylum : Mastigophora (Diesing, 1866)

Classe : Zoomastigophora (Calkins, 1909)

Ordre: Promastigitid/Kinitoplastidea (Honigberg, 1963 emend Vickerman, 1976)
Sousordre: Trypanosomatina (Kent, 1880)

Famille : Trypanosomatidea (Doflein, 1901 emend Grobben, 1905)

Genre: Leishmania (Ross, 1903)



Geénéralités

[11.2.2. Morphologie

Les leishmanies présentent au cours de leur cycle, deux stades évolutifs distincts le
stade promastigote dans le tube digestif du phlébotome et le stade amastigote
intracellulaire chez I'héte vertébré. Ils se multiplient aux deux stades par division
binaire smple (Dedet, 2001).

1. Stade promastigote S

e % teur qui
useléde 5’a 20um de

indre jusqu’ a 20pm

Sont des parasites extracellulaires, mobiles vivants dans le

est un phlébotome. Ils présentent un corps plus ou
longueur et 1 &4um de largeur, prolongé par un fl e qui peut

de longueur et qui émerge de leur pdle antérieur (fig elet, 2004).

2. stade amastigote X

Nichent a I'intérieur des macro m@mifér%
parasitophores. A ce stade les lg t un ps beaucoup plus ramassé
corpuscules ovalaires de 4um de m %

lasmique) et ne dépasse pas le corps

n de vacuoles dites

%es amastigotes sont également

Figure 02 : Forme promastigote de Leishmania Figure 03 : formes amastigotes

(M www.dpd.cdc.go
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111.2.3. La biologie

Les leishmanies vivent au sein des macrophages, en particulier dans lalymphe
dermique, les nceuds lymphatiques, larate, e foie et lamoelle osseuse. Elles sont
exceptionnellement rencontrées dans les monocytes sanguins. Elles survivent ala

phagocytose et al’ agression oxydative du macrophage et se multiplient

binaire longitudinale. Cette multiplication peut engendrer lalyse du mac , et la
Ceci conduit aladiffusion des leishmanies dans |’ organisme (Bug s
Slappendel et al., 1998). La paroi des leishmanies est consti

externe et d’ une membrane interne et renferme des comp jou réle important

dans |’ endocytose des parasites et dans |les phénoméfiss immunol dgiques accompagnant

%éopl astique.
I , €t considere

non condensation de la

les infections |eishmaniennes (Euzéby, 2008).

111.2.4. le Génome de Leishmania X

L eur présente un maillon important dans la chaine de transmission. Dipteres
nématoceres de la famille des Psychodidae, |es phlébotomes sont, al’ éat adulte, des
moucherons piqueurs de petite taille (longueur du corps: 1,5 a4mm) (Fig04). Ce sont
des insectes a activité crépusculaire et nocturne. Seule lafemelle, hématophage, assure
latransmission de laleishmaniose. Présents toute I’ année en zone intertropicale, les
phlébotomes apparai ssent seulement I’ été en région tempérée, ou ils conferent ala

mal adie un caractére saisonnier (Dedet, 2001).
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Figure 04 : Phlébotome femelle ( TTREESTIRESS) @
Les réservoirs naturels des leishmanies sont des mammife % sauvages

appartenant au divers ordre.

111.2.6. cycle évolutif &
Le parasite Leishmnia aun cycle deviedi morp ue qui necessi
sablesfemelle

mouche des sables et un mammifere (Kiguré

infectée prend un repas sanguin ch e au site de piqdre et
. Q

régurgite par la méme occasion le astigote. Il infecte ensuite

un phagocyte (principal SO \ hages) du systeme réticulo-

endothélial et setr . Sleppseitoune multiplication du parasite par

infectieux. Des promastigotes plus allongés et motiles appelés nectomonades,
commencent a apparaitre apres 4 jours et s attachent aux microvillosités des cellules
épithéiales de I’ intestin médian par leur flagelle.

A partir du 7eme jour, les parasites migrent vers la partie antérieure de I’ intestin médian
jusgqu’a la valve du stomodaeum qui sépare I'intestin médian de |I'avant du systeme
digestif. Les nectomades se transforment alors en heptomonades,qui sont plus petits et
plus arrondis, et en promastigotes métacycliques qui eux, ne se divisent plus, sont plus

minces avec un long flagelle et hautement motiles . C’ est cette forme qui est infectieuse
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pour les mammiféres. La valve du stomodaeum se dégrade et permet la migration des

métacycligues vers |’ oesophage, |e pharynx et le proboscis (Sacks et Kamhawi, 2001).

et tr 2
X tﬁ%@ldsh/leish.htm)

&
‘\‘%‘ ent chez |la mouche des sables dans un milieu

» Ledéveloppement deLeishmaniaal’intérieur de phlébotome

Apres |'absorption de macrophages infectés lors du repas de sang les amastigotes ingérés se
différencient en plusieurs stades morphologiques. En effet, dans la matrice péritrophique, les
amastigotes se différencient en petites formes, promastigotes procycliques, ovoides, capables
de se diviser et possedent un court flagelle. Ces formes marquent le premier cycle de
multiplication chez le phlébotome .Les procycliques se dével oppent en suite en grandes formes
minces, appelées nectomonades, qui donnent lieu a des leptomonades, capables de se diviser,

initialisant la seconde €étape du cycle de multiplication. Ces derniers constituent les précurseurs
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des formes métacycliques, qui ont un corps cellulaire petit et mince avec un long flagelle leur
assurant une grande mobilité, ainsi ces formes sont résistantes a la lyse induite par le
complément et donc adaptées a la transmission par le phlébotome et a la survie chez |I'héte
vertébré .Pendant |a métacyclogenese, |e lipophosphoglycane (LPG), présent dans toutes les

Leishmania spp. Subit dimportantes modifications structurelles visant a promouvoir la

modifications survenues lors de la métacyclogénése permettent de faire lad

promastigotes procycliques et métacycliques, (Kbaier-Hachemi et al %K

[11.2.7. Formes cliniques de leishmaniose &

Parmi les formes cliniques qui présentent laleishm on peut citerJes deux formes les

plus communes qui sont :

1. Laleishmaniose cutanée (LC)

cutanées présentant, sur le site de
inflammatoire avec une hyper

a une ulcération. (Myler
Grevelink et al., 1996) (Fig

10
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2. Laleishmaniose viscérale (LV)

Elle est appelée kala-azar ou " fievre noire ", Dues essentiellement & Leishmania
donovani et Leishmania infantum, c’est elle qui représente la forme la plus grave de la
maladie. En absence de traitement, la LV est mortelle. Lors de la piglre par le

phlébotome, les parasites migrent via le systéme sanguin et lymphatique vers les

organes lymphoides (rate et moelle osseuse) et le foie. Sa clinique actérise
globalement par une inflammation du foie et de la rate, ce qui %rov u
splénomégalie, une distension abdominale sévére, une pert S te et une
anémie (Banuls et al., 2007) (Fig07).

1. Miseen évidencedu parasite

1.1. Examen microscopique

Les frottis seront faits a partir de matériel prélevé par ponction de moelle osseuse, de
rate ou de lymphe dermique. Pour les |ésions cutanées, le prélevement se fera par
raclage au vaccinostyle a la périphérie de lalésion. Les frottis fixés au méthanol, seront
colorés au May Grinwad Giemsa Réadiseé par un opérateur expérimenté, la
microscopie semble étre le meilleur Examen pour le diagnostic (Del Giudice et al.,

11



Geénéralités

1998). Il permet d observer des formes amastigotes a I'intérieur ou a I’ extérieur des
macrophages.
1.2. Culture

Elle permet la croissance des formes promastigotes a partir des ponctions ou des
biopsies, dans des milieux d’isolement appropriés (Werry, 1995). Lecwilieu le plus
utilisé est le milieu Novy-Mac Neal- Nicolle (N.N.N). D’autres milieux vent étre

utilisés tels que les milieux d Evans, de Tobie, de Schneider & le ®P

ces
milieux sont additionnés d’ antibiotiques et exceptionnell t N (Bachi,
2001).

2. Diagnostic sérologique

De nombreuses techniques immunologiqu

leishmaniose. Elles font appel & des antigen et de modg \v préparation
> Shes fabriquées au
laboratoire. Les antigenes sont cour ormes promastigotes

de culture d especes de Leish Moflurorescence indirecte

(IFl) «Elle consiste a met - e figuré avec des dilutions
successives de sér (ke muno Sorbent Assay (ELISA)

enquétes séro-épidémiol ogiques (WHO 2010)

Parmi les Technigues modernes permettant de mettre en évidence d'infimes quantités de
matériel génomique parasitaire dans un prélevement (ponction ou biopsie) et qui permettent

auss de déterminer avec précision I'espéce de Leishmania responsable la « PCR », Son

principe est d'utiliser de fagon répétitive I’activité d’une ADN polymérase pour copier

12
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la sequence ADN a amplifier, sous forme de brin complémentaire d’'un ADN servant

de matrice.
V. Réponse immunitaire anti leishmanie

IV.1. Role des polynucléaires neutr ophiles
Des l'invasion, les leishmanies sont rapidement confrontées aux

neutrophiles (PN), des phagocytes normalement présents dans le san

IV.3. Interaction initiale parasite Macrophage

Suite a leur inoculation dans un héte par leur vecteur, les promastigotes
de Leishmania doivent échapper a la lyse par le complément jusgu’'a ce gu'ils soient
phagocytés par un M@ ou ils pourront se répliquer. Sachant que Les promastigotes
procycliques de L. major ne résistent pas a la lyse par le complément en comparaison

13
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aux métacycliques (Puentes et al., 1990). Ceci semble di au fait que le LPG des
promastigotes métacycliques est plus long et qu'il ne permet pas la fixation du

complexe C5b-C9 du complément, responsable de lalyse celulaire.

Apres |'infestation, les leishmanies sont exposées aux protéines du complément. Suite

a |'activation de ces proteines par voie classique, (Filippi et al., 2008, Roitt et al.,

2003) les promastigotes métacycliques sont généralement opsonisées 3b et le
C3bi (composants du compliment ) qui se fixent r%pectivementQ
complément 1 et 3 (CR1 et 3) du M@.

Le LPG et la gp63 peuvent se lier au C3b et C3bi (gt donc au et 3y maisil semble

que ce soit le CR3 qui permet I’interaction la plus f entre le MQ et le parasite. En
effet, le C3b est rapidement converti en C3bk entre au I acti agp63 (figos)
ocytose (Britti et al., 1995).

et cela permet |’ opsonisation du parasite
Le parasite posséderait des protéin%oﬁe un rf@ phosphorylation
des composants du systeme du co ,"t i berai% a cascade qui conduit

SINnghoff, Sde LPG empeche |’ acces de

alaformation de ce dernier (Bogda

gp63 ICAM-L
LPG| :
o =

Figure 08 : Interaction entre le M@ et Leishmania (Bogdan et Rollinghoff, 1998)

Macrophage

14
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IV.4. les M écanismes de survie chez I’ héte vertébre

Une fois a I'intérieur des macrophages, les promastigotes se métamorphosent en
amastigotes a I’intérieur des vacuoles parasitophores (VP). Comme les vésicules des
compartiments prélysosomaux ou lysosomaux, les vacuoles parasitophores se
caractérisent par un pH acide inférieur a5 (Filippi et al.,2001). Contrairement a d autres

des vacuoles parasitophores. Ainsi, les amastigotes sont des Q(gani eS
dont le métabolisme est optimal entre pH 4 et 5,5 (Zilbergein 'f@\ Is sont
résistants aux hydrolases et notamment aux protéases ly: ial% ablement
parce que les protéines qu’'ils expriment a leur surface sont uées par des glyco-
inositol-phospholipides (Filippi et al., 2001).

Les macrophages infectés par des microargani duisent généralement des
cytokines (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12) Noq ent et a > la réaction

inflammatoire en attirant et en actiyant cgllule ot\~ Steme immunitaire et

produisent aussi des molécules to ' es dérivés a s de I’oxygene et le
. . @ <> .

monoxyde d’ azote (NO). Ains, a(u\? es' blog eIIement la production par

TS lenan eprodien
les-derivésect oxygene et le NO (Filippi et

les macrophages de ces ¢
al., 2001). @
Les moléetites par 1 0NSE @cette inhibition sont le LPG et gp63 qui

inhibent odgetion de dérives gl ' OXygéne en agissant sur la proténe kinase C

BN
degrasts

Enfin, les macrophages infectés par les |eishmanies ne produisent que peu ou pas d'IL-
12 (Belkaid et al., 1998), une cytokine pourtant déterminante dans le développement

d’ une immunité protectrice.

15
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extracellular matrix

- eXosomes

cytoplasm

I S‘N STAT

e

&m .
,LI;:,.].;B\ nucleus

age viser par les
N

ocytose facilitée et active la
molécules secrétées par les

Les promastigotes pénetrent

cascade de signaljsati es .

leishmanies extra'pu intracel er au cytoplasme des macrophages a
travers des tfansportetits membranaires: element ala phagocytose, il a été montré
que les exasomes sécrétés par les\akasites pouvaient libérer des facteurs de virulence

g(golgi vers le réticulum endoplasmique ou bien par une fusion de la membrane des

exosgmes avec la membrane cytoplasmique ou la membrane de VP. une foi dans le
cytoplasme de la cellule héte les lelshmanie secréte des effecteurs comme EF-1, GP63,
aldolase, et secrete acid phosphatase (SAcP) qui ont comme cible les kinase et les
phosphatase de la cellule hote comme SHP-1 et PI3K en modulant leur activités, ces
dernier vont bloqué les voies productrice de IL12/iINOS/IFNao (Lambertz et al., 2012),

ce processus est en faveur de dével oppement du parasite .

16
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IV.4.1 Le monoxyde d azote (NO)

IV.4.1.1. Définition

Le monoxyde d'azote est un composé naturel, radica libre et instable, produit de
I’ oxydation enzymatique de la L-arginine chez les animaux. Il est biosynthétise par des
systemes enzymatiques finement régulés appelés NO-synthases. C'est un médiateur
biologique ubiquitaire dont les fonctions passent de fonctions physiolegigues a des

meécani smes pathophysiologiques (Ducrocq et al., 2001). &S
Dans les conditions normales de température et de pression, le m d (NO)
est un gaz incolore a I'état pur. NO est un radical constitdéd'un~atomediazete et d'un

atome d'oxygene liés par une double liaison (Figure 10).

Lademi vie de I'oxyde nitrique dans la matrice biologique est trés courte, sétendant de
plus moins de 1 seconde en présence de I'hémoglobine a ~30 secondes il est rapidement
oxydé au nitrite (NO,) et/ou au nitrate (NO3) par I'oxygene (Feldman. P. L, 1993 ;
Eich et al., 1996).

2NO + 0,=>2N0O,

2NO, + H,0=>NO, + NO3 +2H"

NO + O, => [OONO] => NOy

17
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1V.4.1.2. Biosynthése du NO

Le NO provient de I’ oxydation de la L-arginine qui est un acide aminé semi essentiel,
est utilisee par les cellules pour les syntheses protéiques. Cependant, elle est auss
utilisée comme substrat par un groupe d enzymes pour la synthése NO. Les enzymes

permettant cette synthése sont les NO synthases (NOS) (Alderton et al., 2001), chez les

forme active nécessite la présence de calmodulines (

structure tétramerique (deux monomeres de

adénine dinucléotid (FAD), FMN et

al., 1995). Chague monomeére ¢

Arginine
NADP+ o2

Citrulline
NO (or NO-)

Figure 11 : Réaction catalysée par |la NO synthase et ses cofacteurs
(Alderton et al., 2001)
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Divers composés pharmacol ogique permettant d’inhiber la production de monoxyde
d  azote ont été développés. Lesinhibiteurs non silictifs de NOS les plus utilisés sont :
L-NMMA, L-NNAE et le L-NAME. Cestroisinhibiteurs sont compeétitifs avec laL-
arginine pour le site de liaison de laNOS avec la L-arginine (Bryk et Wolff., 1999).

ganglion lymphatique drainant ou ils vont présenter |
naifs en association avec le CMH 1l (Euzéby, 2003 ; Fillip

comprennent deux sous-populations: ThletlesTh elper 1 et
L’ immunité protectrice en matiére de Ie|shm Se est nité Thl, associée
aune réponse de type cellulaire (Nadau, 2

L’ interaction des cellules dendritiqu

IL-12 par les cellules par les cellul

al met la production de

i %?Ia%cretonsd IFN-y par

u@t& et le TNF-a permettent la
d'IL-12, IL-2 et I'|FN-v.

hZ,@ a une réponse de type humorale, est en
ug Ole protecteur dans |e contrdle de I’ infection,

hocytes B (LB) et la production d anticorps

Le taitement des leishmanioses et des maladies parasitaires en générales est compliqué
par I'arsenal limité d antiprotozoaires et par I'émergence de la résistance aux
médicaments disponibles. Les antimoniés sont le traitement de premiére ligne pour la
majeure partie des leishmanioses cutanées. Les schémas thérapeutiques comportent des
monothérapies, ainsi que des associations entre les différentes molécules (Solgi et al.,
2006). Lathérapeutique, dominée depuis de nombreuses années par les sels d’ antimoine
(administration par l'injection intraveineux ou intramusculaire, une fois-

guotidiennement), qui a devenu progressivement inefficace dans certaines régions
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endémiques. Des molécules tel I' Amphotéricine B, notamment la forme liposomale, est
tres largement utilisée et commence a s'imposer. Actuellement, la miltéfosine et la
paromomycine ont montré une grande efficacité, avec un taux de 94% de guérison pour
lamiltéfosine (Bouchaud et Izri, 2008).
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Le travail présenté a été réalisé au service Eco-épidémiologie Parasitaire et Génétique des
Populations de l'ingtitut pasteur d’Algérie (Annexe de Dely Brahim) du 03/04 au
15/09/2013

. Matérid

[.1. Matériel biologique

: <
.1.1 Leparasite
Huit souches appartenant a I’ espece Leishmania major ont €& %&% en deux
groupes :
Groupe 01 :
- Trois souches isolées avant traitement Nlades préese e|shman|ose
cutanée : LIPA 443A LIPA 339A et L ) Q

- Trois souches provenant des mém pati rait@ e Glucantime: LIPA
<

443B, LIPA 339B et LIPA 445B. @

ésentant une leishmaniose cutanée,

- Une autre souch

Groupe 02 : %
roven

Les caractéristiques de chague souche sont répertoriées dans le (tableau I1) (annexe 2).

[.1.2 Cellules Thpl

Lignée cellulaire dérivée de monocytes du sang humain (figl2), obtenues d une leucémie aigue
monocytaire, conservée en azote liquide et entretenue sur milieu RPMI (Tsuchiya. S et al.,

1980).
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Figure (12): cellules Thpl en suspension au microscope phetoni N 40 (IPA
2013)

|.1.3 Les animaux

Les souris BALB/c sont sensibles aux maladl induit

al., 2003). Elles produisent des cytokines de t notamment

de I'lL-10, ces dernier sont associée a n%e la
(Baldwin et al., 2003). g{@?

Des souris BALB/C femdll

sont utilisées vue leur

poi ds moyen de 18 g (figl3)

mania, Elles ont été fournies par
I’animalerie de I’ IPA

sept lots, six lots pour suivre I’ infestation
st un lot témoin (tableau I11).

Figure (13) : souri BALB/C (IPA 2013)
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Tableau |1 : larépartition de groupe 1 des souris sur leslots.
Groupe des lots Nombre de souris/ la souche infesté
Lot 1 5 sourisinfestées par LIPA 339A
(O
Lot 2 . . @}9
5 souris infestées par 3
N
Lot3 5 souris infestées A 445A
f\((\

Lot 4 550uri?',f%' par LIPA@
% -
X
Lot5 N\ ; Q443A

@&@J} %})\Q
A\

yé&par LIPA 443B

<

5

N
N v
Lot 7 . :
Q \> % 5 souristémoins (T)

A : Avant traitement B : Aprestraitement

[.1.4 Lesé&rums

Les sérums ont été récupérés a partir du sang prélevé par ponction cardiague des souris

infectées par la souche LIPA 175(R) de groupe 02, (traités et non traités) et cela 4
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Semaines (s) aprés I'infection, puis & la huit ®™ 10°™ 12 ®™ et 14 *™ semaine

d'infestation, ces sérums sont conservé dans de |’ Azote liquide a (-180 °C)

|.2. Matériel non biologique (Annexe03)
II. Méthodes

I1.1. culturedescellulesThpl

Les cellules Thpl conservées dans de |’ azote liquide sont déco% $ ain-

marie a37 °C pendant une minute. Le contenu des cryotu s asuite et

4h le milieu

Le culot est re- suspendu dans5 ml de RPMI a10 %

3

OB

5jours (9 ml du RPMI additionné de 1 m
I’étuve 237 °C a5 % CO2. Le contrdle d@%

[1.2. culturedu parasite

Les souches sont entretenu I U N ontrole se fait au microscope

optique a grossi de la culture en promastigotes,
la mobilité des p.

les 15 jour

par asites
siologique par centrifugation a 2500 rpm pendant 10 minutes. L’inoculum
par

taire est gjusté & une concentration de 10° parasite /ml aprés un contage avec la

cellule de Thoma (annexe 4)

11.3.2. Inoculation

Une quantité de 10° parasitesml est inoculée par voie intradermique au niveau du
pavillon de I’ oreille gauche de chague souris infestée (Belkaid et al., 1998).
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[1.3.3 Monitoring

Un suivi hebdomadaire de I’ infestation des lots des sourisinfectées ainsi que le lot témoin a
été effectué pendant huit semaines apres I’infestation. Le monitoring consiste a peser les
animaux, et ala mesure des indurations (épaisseur de I’ oreille), le diamétre des rougeurs et

deslésions al’aide d’un pied a coulisse éectronique (annexe 5).

11.4. Test de sensibilité promastigotesin vitro <

La suspension parasitaire agjustée & 2x10° parasite/ml a été culti N | + SVF
10% pendant 48 heures a 25°C, en présence de Sblll a des conc ionsde 50, 25, 12,5 et
Chaque diluition a été réalisée

6,25 pug/ml sur une plaque de culture cellulaire de 96
en quadruplate. La révélation a été effectuée a I’aid de tétrgzolium MTT. Ce

dernier met en évidence les parasites vivants gpres uction

n lium réductase
% oliquement active.

thague puits. Aprés une
0-SDS 50% sont gjoutés, Les

détectable au spectrophotometre sous |'ag

présente dans la chaine respiratoire mit
Un volume de 10 ul de MTT a 1
incubation a 37°C pendant 4 h

concentrations du traitement utilisé plus la concentration O pg/ml ;
pourcentage de viabilité des parasites au présence du traitement ; 50 pg/ml) ».une courbe
de tendance a été effectué (annexe 6). Lalecture de ce teste par |e spectrophotometre n’ est
pas stable donc le coefficient de corréation ne peu étre trop élevé maisil fait notez qu’il

doit étre supérieur a « 0.50 ».

Afin de normaliser les résultats obtenus avec le test promastigote, I'index d’ activité a été
calculé, Il représente le rapport del’IC50 des souches/ I'IC50 de la souche référence
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sensible. Lasouche est sensible si I'lA< 2, intermédiaire si I’ A est compris entre 2 et 3, et
résistantesi I'lA >3 (DaLuz et al., 2009).

11.6. Test desensibilité amastigotesin vitro

L’ étude delasensibilité des souches au Glucantime® fait appel a une technique de culture

cellulaire basée sur la propriété d’ adhérence des cellules Thpl au verre.

Le PMA (un mitogene) est gjouté en raison de 10 pl 210 ml de Iasug) des
Thp1 aprés son ajustement & 5.10° cellule/ml, 200 pl sont rép asuit s chaque

I
puit de chambre Lab-Tek (fig 14) L’incubation se fait a 5% deCOZ pendant 48

heures. Apres formation de tapis cellulaire le milieu élicatem iré al’aide d'une

micropipette, suivi d un lavage par RPMI pur. Les cell t ensuite mises en contact
pendant 24 heures a 35°C avec 200 pl de soluti arasit
est de 10 leishmanies/cellule Thpl.

YO >

lules subissent trois

x10° its, le rapport

Aprés 24 heures le milieu est récuper

lavages successives pour éiminer les

La sensibilité ou la résistan

concentration de Glucantime®, (Farault Gambarelli.1997), le nombre de
leishmanies infestées dans cent cellules Thpl, est déterminée par comptage sous

microscope photonique. L’indexe de parasitisme (IP) est alors calculé comme suit :

IP = (% de macrophages infecté x nombre d’ amastigotes/macrophage)
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11.7. ledosage NO &&\

[.7.1 Préparation du plasma

Le plasma a été préparé a partir du sang pr S par o intr
anesthésiées. La défibrination mécaniqu ge effectuée par

aprés prélévement, suivi d’une centri

ont été ensuite precipitées par de |/Etka d"Ethanol pour 1 volume

2v
@Jr osage de NO (Ghasemi et

de sang). Le plasma a été en 0

al., 2007)
|.7.2 Laréaction de Gri

été dosés ARQuUE nitrite aprés incubation de 90 min a 37°C de 2

Qe de dosage des nitrites (Granger et al., 1996).

olume du surnageant, obtenu aprés centrifugation a 13000 rpm pendant 3 min, a été
mélangé a 2 volume de réactif de Griess, puisincubé a37°C pendant 30 min (annexe 8)
. lalecture de Densité Optique (DO) a été faite sur un lecteur microplague 4540 nm. La
concentration du NO dans les échantillons a été déterminée a partir d’ une courbe

d étalonnage de sodium nitrite de 0 2150 uM (annexe 9).
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|. Résultat

|.1. Résultats dela sensibilitéin vitro

[.1.1 Résultats de la sensibilité in vitro des promastigotes a I’antimoine trivalent

Sb"! et des amastigotes a I’ antimoine pentavalent Sb".
Les résultats du test de sensibilité des promastigotes et des amastigotes
I’ antimoine trivalent et pentavalent, sont consignés dans | V)

Pour la forme promastigote nous avons calculé I d activit ), Il représente le

cjor a

©

rapport de I'lCso des souches / I'ICsy de la souche ce sensible. La souche est
sensible si 'A< 2, intermédiaire si I'l A est coyris entee 2 et 3,
(DaLuz et al., 2009). Pour la forme am valeur \ Sest de 45ug/ml,
s I'1C50 de SbY est inférieure a 45pg/ chplest dlte b s 1'1C50 de SbY est

supérieure de 45ug/ml la souche e dite te. Qg@

Tableau 1V : Résul
trivalent (Sb")
sensibilité est, de 4

it& des promastigotes a | antimoine
e pentavalent (SbY). Le seuil de

ur laforme amastigote.

ICso (ug/:&\% Phénotype IA
%ﬁ\cges/for\nﬂe amasti §I%pmastigote amastigote | promastigote | promastigote

< Wi /) (85 ]38 R R 3
A 100 31 10,76 S S 1

LIRA 443A 89 30,8 R | 2.85

LIPA 339A 28 26,5 S I 2.46

LIPA 445A 65 41,4 R I 2.3

LIPA 443B 22 32,0 S I 2.96

LIPA 339B 29 18,2 S S 1.68

LIPA 445B 59 18,1 R S 1.68

Lasouchestémoins: LIPA 175 souche résistante, LIPA 100 souche sensible.
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S: Sensible / R : Résistante /| : Intermédiaire

Du tableau IV il en ressort que les deux tests de sensibilité a I’antimoine trivalent (
Sb"") ou pentavalent (Sb¥) ont révélé que I'ICsp de (Sb’) obtenue pour la forme

amastigote et plus éevé pour la majorité des souches par rapport aux 1Cso de (Sb'™)

obtenus pour la forme promastigote avec des valeurs respectives de (10, 41,4ug/ml )
pour les premiéres et de (22- 89 ug/ml) pour les secondes. S

Les résultats des tests de sensibilité ont montré que parmi t %ees de
patients avant letraitement deux se sont révélées résistant Sb\iks'agit de: LIPA
443A et LIPA 445A, et une était sensible au trait LIPA 339A. Letest réalisé sur
les souches isolées des mémes patients apr es trm%mré gu’ une seule souche

(L1PA 445B) est restée résistante, néanmoins.sqn 1Csg

Par contre la mgjorité des isolats, sou e promastigotesy.se sont révélés

utilisée comme support du test po

mol écules testées. Q
2. Ré cinét& a@ocheﬂammisme/c

<

ne ANOVA aun facteur, 'ANOVA suppose que la
ormale dont la moyenne dépend éventuellement de la
ir posé I'hypothese nulle ou Ho - est une hypothese qui
ule quil n'y a pas de différence entre les moyennes des trois groupes. Les résultats
%té obtenus apres avoir fait les calculs nécessaires sur le tableau suivant :

LatabledANOVA
Source = Sommes
dela des Degrés de .
. 2 . . Variance F p-value
varianc| carrés des liberté
e écarts
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SCE 52
Inter- 9 . Facte _ Ofacteu
cusses SO Bincen DD Lisces Siscenr = Fpp, 1F'= gy (1> P

residy

SCE, e
Intra- 2 _ residy
Crllasse SCEresidu DDLI‘ESidL Sresidu — m

S
Total |SC Etotal DD Ligtal &\

Toutes les analyses ont été faites sur Excel 2010.

[.2.1. Phénotype externe \ @
- G

A fin de suivre |’ apparition des sign ePinfestdl(d la souris par des
S on dans le temps, les

duration du pavillon de

souches L major isolées avant et
parametres suivants ont été

I'oreille, lediamétre desr ataille deslésions.

b B
Figure 15 : induration apparue sur I’ oreille des souris BALB/c infectées
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On remarque que les indurations apparaissent deés la 3°™ semaine pour les souches
LIPA 443 (A/B) et la souche 445B et &la4°™ semaine pour les souches LIPA 445A et
339 (A/B).
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Figure 16: I’évolution des induratiorsdnduites les so

443B, en fonction du temps.
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Une différence significativ ur , entré&q, 2mm, a été observée durant

toute la période d’ athor ( / Cettexdif montre que la souche avant
traitement (443A) rssede Snoty ération tissulaire plus important que
celui deI{é%me sou traitemen le Glucantime (443B).
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Figure 17: I’ évolution des indurations induites par les souches LIPA 339A/339B, en
fonction du temps.
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Les indurations observées sont plus importantes pour la souche LIPA 339A (0.5 et 2.3
mm) que celles de la souche LIPA 339B (0.3 et 1 mm) Cette différence montre que la
souche LIPA 339A possede un phénotype plus virulent que celui de la souche LIPA
339B (fig.17).

diameétre (mm)

Figure 18: I’évolution d

fonction du temps

S rougeurs

L’ appaition de I'inflanmation et exprimée auss sous forme de rougeur au niveau du Ste
d inoculation (Fig.19).

L’analyse par ANOVA de différents lots de souris infectées montre qu'il existe une
différence trés significative entre les indurations de ces lots.
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S

Figure 19 : I'inflammation apparue sur |’ oreille d’ une

L’inflammation s est manifestée au niveau du site d'i ion semaine
pour les souches LIPA 443(A/B) et LIPA 445B gt ala 4" ainé pour la LIPA
445A LIPA 339 (A/B) (fig.20, 21, 22).
y REN
AV
;
T 5
E 4
]
£ 3 ——443A
E 2 ——4438
T 1
0
1

eNeest plus importante pour la souche LIPA 443A (fig.20).
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Figure21: I’évolution des rougeurs induites par souches A 339A/339B, en
fonction du temps
Les rougeurs sont apparues tardivement X souches A/339B, mais
elles éé plusimportante chez Ies sou uche A (fig.21).
——445A
——445B

semaines

Figure 22: I’évolution des rougeurs induites par les souches LIPA 445A/445B, en
fonction du temps

L’inflammation (rougeur) est précoce et beaucoup plus intense pour la souche LIPA 445

B qui présente un phénotype résistant apres traitement que la souche LIPA 445A
(fig.22).
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Leslésions

L’analyse par ANOVA de différents lots de souris infectées montre qu’il existe une
différence trés significative entre les |ésions de ces lots.

Les Iésions sont apparues a la 5eme semaine chez les souris infectées par les souches
LIPA 443 (A/B) et 445B (fig.23/fig27) et plus tardivement ala 6eme (ne pour les
souches LIPA 339 (A/B) et la445A.

Figure 23: les |ésions apparues sur | %uﬁ% BALB tées par la souche
LIPA 443A(A) et LIPA 443B (B)
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Figure24: I'évolution des lésions induites par les souches LIPA 443A/443B, en

fonction du temps

Ces lésions sont importantes pour les souches LIPA 443A avec un diamétre moyen de
1.33mm a S5 et qui augmente avec le temps jusgu’a 3.57mm a S8. Tandis que pour la
souche LIPA 443B elle é&é moins importante mais elle a augmenté avec le temps
(fig.24).
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(A)

N~
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[an}

diameétre (mm)

=

o

(=]
|

X{mm & sb et qui augmente avec le temps jusqu’a 3.65mm a s8. Tandis que pour la
souche LIPA 339B dlle éé moins importante mais elle a augmenté avec le temps
(fig.26).
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Figure 27: lésion (perforation) apparue sur I’oreille des Soutis nfectées
par lasouche LIPA 445B s8. &

O = N W bk 0o~
1 1

diameétre (mm)

Apres |es observations faites sur nos résultats du phénotype externe (induration/
Rougeurs/lésions) nous avons constatez que las souches LIPA 443A et LIPA 339A et

LIPA 445B sont plus virulent que les souches LIPA 443B et LIPA 339B et LIPA
445A.

[.2.2. Phénotypeinterne

37



Résultats Et Discussion
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Figure 29: distribution du poids des rates d infectées par les souches
LIPA 443A/443B

Une comparaison

(Fg.29).

H témoin
m339A
m339B

0,00 -+ |
témoin 339A 339B
s8

Figure 30 : distribution du poids des rates des souris infectées par |es souches LI1PA
339A/339B

Une comparaison entre les rates des souries témoins et |es rates des souries infectées par

les souches LIPA 339A/LIPA 339B, a montré une splénomeégaie pour les deux
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souches. Une différence trés significative entre le poids des rates des souris infectées
avant et apres traitement pour cette souche qui s est révélée trés sensible au glucantime
(Fg.30).

0,25
0,20 -
0,15 1

0,10 -

poids (g)

0,05 -

0,00

Figure 31: distribution du poids des rat \)s mfectees ches LIPA

souches. La splén
445B qui est fran ent ré

effectué’le dosage du NO dans le plasmadu sang prélevé huit semaines aprés |’ infestation.

Pour toutes les souches la concentration du NO produit et moins importante que celle

produit par les lots témoin.
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Figure 32: distribution de concentrations des Nitrite in vi es X@tees par les

souches LIPA 443A (avant traitement) et LIPA 443B (aprés trartexgent):

La quantité du NO produite par souris infec par la souc 3A et plus
importante que celle produite par infegtees p@ che LIPA 443B

\ NI

W témoin
m339A
m339B

temoin 339A 3398

souches

Figure 33: distribution de concentrations des Nitrite in vivo des souris infectées par les
souches 339A (avant traitement) et LIPA 339B (apres traitement).

La quantité du NO produite par les souris infectées par la souche LIPA 339A n’est pas
trés différente par rapport aux souris infectées par la souche LIPA 339B (Fig33). A

rappeler que ¢’ est une souche qui s est révélée sensible au Glucantime (Tab 04).
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Figure 34: distribution de concentrations des Nitrite in viv
les souches 445A (avant traitement) et LIPA 445B (apres traitement):

La quantité du NO produite par les souris teroin est 2 '
par les souris infectées par la souche LIP. 445 B (Fig.34

cette souche LIPA 445 est résistante @&nt et &

W temoins

W LIPA 175
1 LIPA 175+ TRT

semaines

Figuy e 35: Distribution de concentrations des Nitrite in vivo des souris infectées par |a
souche LIPA 175(traité et non traité)

On observe une variabilité physiologique de laproduction de NO par les souris témoins
avec un pic ala 12°™ semaine. Les souris infectées par la souche LIPA 175 produisent,
a I'instar des souris témoins non infectées, une faible quantité de NO a $4 et s8 avec

Une augmentation de la production de NO ala 10°™ et la 12°™ semaine chez le méme
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lot de souris. Les souris ont été traités de S4 a S8 a cette semaine (fin du traitement)

une production trés importante de NO est observée chez les souris traitées cette quantité

été variable jusqu'a la 12°™ semaine mais elle été toujours importante, Tandis qu’une
4éme

diminution est observée la 14" semaine (Fig.35).

2.Dosage de NO in vitro

Tableau V : distribution de concentrations du NO dosé in vitr&pou@\iheﬁ
AN

Souches )

Nitrite{ M) LPALZS| UPA 0D [ LIFA 4434 [ LIFA 3334 | LIPASASRANLIPA LIPA 3338 | LIFA 4458

N\

Macrophage 04 | 04 | 04 Q04 /;§§> AR 0s | w

Muophagerprasite | 00 | |y \ﬁﬁg 1ﬁ?§§§> 2 | 21

K
O

Macrophagerparasite | oo = | :
S s 09 1&62%\ \fﬁ @25@ 5 | o | 22

D’ apres |e tableau ar les @&s produisent une quantité de 0.4
uM du NO cette quantité te u ontact avec le parasite, cette quantité
IPA 339B/LIPA 445B/LIPA 100, il est a

résistante au Sb’. En réponse au Sb” une

produite contre les souches isolées avant traitement.
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|I. DISCUSSION

La quasi-totalité de leishmanioses cutanées algériennes sont dues a leishmania major
(Harrat et a 1996). Chez I’homme, les manifestations cliniques de I'infection sont

différentes selon I’espece de Leishmania et selon le statut immunologique de I’ hote

(Filippi et al., 2001). Le traitement des leishmanioses fait appel en premigfe intention

aux deérivés pentavalents dont le N-methyl glucamine (Glucangne ® hef de
file. Depuis plusieurs années des résistances cliniques sont dé al.,
2008).

I- EtudedelasensibilitédelL. major al’antimoinein vi
D’ apres nos résultats pour laforme amastigote, nous S trouveé gque sept souches sur

huit avait une ICs, de SbY été plus impartante lbe obteaMieNpour la forme
promastigote par rapport au Sh'"', ces résul {rment ceux % « Belkhodja
et Zidane (2009) sur la sensibilité de @ote et % Arab et al (2013)

PQ d autre souches de

sur la sensibilité de la forme ¢

Pretrouvée chez d autres especes de

enues de Sh” éaient plus éevées chez

bKe souche isolée de rongeur P.obesus a été trouvee résistante au Glucantime ® par
Bel [V

un réle important dans le cycle évolutif des parasites. P.obesus est le principal réservoir

odja et Zidane Gharbi (2009), dans la leishmaniose cutanée, les rongeurs jouent

de l.major cela peut expliquer la présence des souches résistantes parmi nos souches

isol ées de malade avant traitement.

Donc en plus de la perte de sensibilité apres plusieurs contacte avec le traitement, il

existe des souches leishmanias qui possede une résistance naturelle au traitement.
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|. EtudedelavirulencedeL. major in vivo

Afin de suivre la virulence des souches |.major ainsi que la réponse immunitaire de

I”héte in vivo nous avons utilisé les souris BALB/c qui sont incapables de contréler la

Le derme de I’ oreille de ces souris constitue le site d’ inoculatio%le plysrat

nous permet de bien suivre les manifestations clinique qui od @
d’inoculation et mieux lessurveiller (Belkaid et a., 1998 x
gle]

D’ aprés nos résultats nous avons remargué gue toutes les sou €es aux souris

BALB/c ont induit une inflammation au site d’'inocukation suivie des indurations et

des ulcérations d’ intensité différente avec degtruction e pavillon.de |’ oreille pour
certaines, et avec une splénomégalie pour s lesvéouris inf es données
confirme que nos souches |.major in&9 r@e o(,(\\)w la maladie avec
des |ésions remarquable, ces résultats orde avee les résulta Liraet al (1998).

<

La virulence des souches lei$

S uris BALB/c est repérée par
I"intensité de I’infl 0 uration/Rougeur/L ésion).

itexde phénotype externe (inflammation et

degré de virulence des souches a changé apres traitement, la souche LIPA 445 a gardé
sa résistance apres le traitement avec une augmentation de la virulence contrairement a
la souche LI1PA 339 qui a gardée se sensibilité apres traitement mais elle a diminué de
virulence, tandis que la souche LIPA 443 qui a devenu plus sensible et moins virulente
apres traitement (tableau VII annexe 10). Ces observations doivent étre confirmées par
un nombre plus important de souches.

Une splénomégalie est enregistrée a S8 pour toutes les souris infestées. L’ augmentation

du volume de la rate est un signe de multiplication du parasite dans les cellules
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spléniques, ceci indique un stade avancé de lamaladie, ce qui est en concordance avec
les travaux de Kurey et al. (2009) qui rapportent que les souris BALB/c infectées par L
major montrent un nombre élevé de parasites dans les ganglions lymphatiques et la
rate, corrélée a la chronicité des lésions cutanées, une splénomeégalie, et une

hépatomégalie.

Nous avons aussi remarqué que la splénomégalie a diminué chez les so
isolées aprés traitement comme pour la souche LIPA 339 (%/B),
augmenté pour la souche résistante LIPA 445(A/B). On peut sugge
aurait un effet positif pour les souches sensibles et qui uir

de lacharge parasitaire.

itto chez macr ophages
antes, t race C57BL/6,
ngjorNCejte résistance dépend

. @ ) ﬁnportante de I'lFN-y et

semaine d'infestation. D’ aprés nos résultats il ressort que la quantité du NO produite par
les souris infestées est inférieure a celle produite par les souris témoins. Selon Belkaid
et a., 1998 I'infestation des BALB/c par L major avec la salive du vecteur entraine
une augmentation dans la production d’IL-4 chez ces souris a la 8eme semaine apres
I"infestation. Cette augmentation est contemporaine a une diminution dans la production

de I'lFN-y, Ce méme auteur expligue ce phénomeéene par la déviation de la réponse
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adaptative vers la voie Th2. Cette voie limite la fonction Thl et désactive le
macrophage et par laméme I’ inhibition ou la diminution de la production de NO.

On a aussi remarqué gue le taux du NO produit contre les souches virulentes (LIPA
443 A, LIPA 339 A, LIPA 445B et LIPA 175) et plusimportant que celui produit contre
les souches moins virulentent. C'est probablement un signe révéateur d une forte lutte

contre I'invasion et la multiplication des souches virulentes.

Les résultats de dosage de NO chez des souris traitées montr@t u

traitement sur la production de cette molécule. x
La variabilité physiologique de la production de NO p uri s teRoiNg avec un pic
ala 12°™ semaine est due probablement & des infections courantes. Les souris infectées

par la souche LIPA 175 produisent, a I'instar des {S.témoins non infectées, une

faible quantité de NO a 4 et s8, chez ¢ uris
pourrait étre une consequence de la lutt n
détriment de celui anti-inflammatoire:

4

I"infection par les leishmanias
ine Qi

le TGFB et une réponse réduite

probablement due a une diminution de I’ effet anti-inflammatoire et |’ activation d’une

voie pro-inflammatoire avec une élimination de parasite. Cette voie est probablement

absente a la 14°™ semaine d’infestation vue la chute de la quantité de NO produite et
cela peut étre expliqué par un phénomene de réémergence et prolifération nouvelle du

parasite.
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A lafin du traitement (s8) une production trés importante de NO est observée chez les
souris traitées cette quantité été variable jusqu'a la 2°™ semaine mais elle éé toujours
importante, cela indique que le traitement avais un effet sur la production de cette
molécule soit indirectement par la destruction des leishmanias soit directement en

agissant sur la voie productrice de NO. Tandis qu’ une diminution est observée la 14%™

semaine (6 semaines aprés le traitement) cela peut étre expliqué une durée

insuffisante de traitement ou I’ utilisation de monothérapie et qui aeﬁ"l

Ce phénomene a été observeé par Gramiccia et a qui ont remarqué a e des
leishmania au Glucantime diminue sensiblement aprés pldsiurs ement de
chiens atteints de leishmaniose (Gramicciaet al., 1992).

Chez I’homme et au cours d’'une LC expérimentale, veloppement d' une immunité
protectrice dépend de la capacité d activ des ages | 35 a exprimer
I’ oxyde nitrique synthétase inductible (iN aﬁ&formaﬂon d éliminer le
parasite (Hollzumuller et al 2005). D\ %Ifés obteqius concentration du
de NO produite par les cellules humaln aqu > q§ O produite contre les

/ LIPA 445B) est plus

ées avant traitement (LIPA

souches isolées apres traitepn

importante que celle pr

443A/LIPA 339A/ LTPA ).

auparavant chez |8 \atient fet production de NO. Par alleurs, la
pr

quantité O produ d% " dans le milieu de culture est variable et
. du phénotype tbie ou résistant de la souche.

1

antimoine pentavalent Sb" avait
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|I. DISCUSSION

La quasi-totalité de leishmanioses cutanées algériennes sont dues a leishmania major
(Harrat et a 1996). Chez I’homme, les manifestations cliniques de I’infection sont

différentes selon I’espece de Leishmania et selon le statut immunologique de I’ hote

(Filippi et al., 2001). Le traitement des leishmanioses fait appel en premigfe intention

aux deérivés pentavalents dont le N-methyl glucamine (Glucanggne ® hef de
file. Depuis plusieurs années des résistances cliniques sont dé al.,
2008).

I- EtudedelasensibilitédeL. major al’antimoinein
D’ apres nos résultats pour laforme amastigote, nous S trouveé gque sept souches sur

huit avait une ICs, de SbY été plus impartante lbe obteaMeNpour la forme
promastigote par rapport au Sh'"', ces résul {rment ceux % « Belkhodja
et Zidane (2009) sur la sensibilité de @ote et % Arab et al (2013)

PQ d autre souches de

sur la sensibilité de la forme ¢

Pretrouvée chez d autres especes de
enues de Sh” éaient plus éevées chez
't<> ue celles obtenues pour les souches isolées

puches ne développent une résistance qu’ apres

bKe souche isolée de rongeur P.obesus a été trouvee résistante au Glucantime ® par
Bel [V

un réle important dans le cycle évolutif des parasites. P.obesus est le principal réservoir

odja et Zidane Gharbi (2009), dans la leishmaniose cutanée, les rongeurs jouent

de l.major cela peut expliquer la présence des souches résistantes parmi nos souches

isol ées de malade avant traitement.

Donc en plus de la perte de sensibilité apres plusieurs contacte avec le traitement, il

existe des souches leishmanias qui possede une résistance naturelle au traitement.
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|. EtudedelavirulencedeL. major in vivo

Afin de suivre la virulence des souches |.major ainsi que la réponse immunitaire de

I”héte in vivo nous avons utilisé les souris BALB/c qui sont incapables de contréler la

Le derme de I’ oreille de ces souris constitue le site d’ inoculatio%le plysrat

nous permet de bien suivre les manifestations clinique qui od @
d’inoculation et mieux lessurveiller (Belkaid et a., 1998 x
gle]

D’ aprés nos résultats nous avons remargué gue toutes les sou €es aux souris

BALB/c ont induit une inflammation au site d’'inocukation suivie des indurations et

des ulcérations d’ intensité différente avec degtruction e pavillon.de |’ oreille pour

certaines, et avec une splénomégalie pour s lesvéouris infegtées. \Ees données
confirme que nos souches |.major indui r@e prog ‘, \gebla maladie avec
des |ésions remarquable, ces résultats orde avee les résulta Liraet al (1998).

S

La virulence des souches lei$

S uris BALB/c est repérée par
I"intensité de I’infl 0 uration/Rougeur/L ésion).

itexde phénotype externe (inflammation et

degré de virulence des souches a changé apres traitement, la souche LIPA 445 a gardé
sa résistance apres le traitement avec une augmentation de la virulence contrairement a
la souche LI1PA 339 qui a gardée se sensibilité apres traitement mais elle a diminué de
virulence, tandis que la souche LIPA 443 qui a devenu plus sensible et moins virulente
apres traitement (tableau VI annexe 10). Ces observations doivent étre confirmées par
un nombre plus important de souches.

Une splénomégalie est enregistrée a S8 pour toutes les souris infestées. L’ augmentation

du volume de la rate est un signe de multiplication du parasite dans les cellules
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spléniques, ceci indique un stade avancé de lamaladie, ce qui est en concordance avec
les travaux de Kurey et al. (2009) qui rapportent que les souris BALB/c infectées par L
major montrent un nombre élevé de parasites dans les ganglions lymphatiques et la
rate, corrélée a la chronicité des lésions cutanées, une splénomeégalie, et une

hépatomégalie.

Nous avons aussi remarqué que la splénomégalie a diminué chez les so
isolées aprés traitement comme pour la souche LIPA 339 (%/B),
augmenté pour la souche résistante LIPA 445(A/B). On peut sugge
aurait un effet positif pour les souches sensibles et qui uir

delacharge parasitaire.

itto chez macr ophages
antes, t race C57BL/6,
ngjornNCejte résistance dépend

. @ ) ﬁnportante de I'lFN-y et

semaine d'infestation. D’ aprés nos résultats il ressort que la quantité du NO produite par
les souris infestées est inférieure a celle produite par les souris témoins. Selon Belkaid
et a., 1998 I'infestation des BALB/c par L major avec la salive du vecteur entraine
une augmentation dans la production d’IL-4 chez ces souris a la 8eme semaine apres
I"infestation. Cette augmentation est contemporaine a une diminution dans la production

de I'lFN-y, Ce méme auteur expligue ce phénomeéene par la déviation de la réponse

45



Résultats Et Discussion

adaptative vers la voie Th2. Cette voie limite la fonction Thl et désactive le
macrophage et par laméme I’ inhibition ou la diminution de la production de NO.

On a aussi remarqué gue le taux du NO produit contre les souches virulentes (LIPA
443 A, LIPA 339 A, LIPA 445B et LIPA 175) et plusimportant que celui produit contre
les souches moins virulentent. C'est probablement un signe révéateur d une forte lutte

contre I'invasion et la multiplication des souches virulentes.

Les résultats de dosage de NO chez des souris traitées montr@t u

traitement sur la production de cette molécule. x
La variabilité physiologique de la production de NO p uri s teRoiNg avec un pic
ala 12°™ semaine est due probablement & des infections courantes. Les souris infectées

par la souche LIPA 175 produisent, a I'instar des {S.témoins non infectées, une

faible quantité de NO a 4 et s8, chez ¢ uris
pourrait étre une consequence de la lutt n
détriment de celui anti-inflammatoire:

4

I"infection par les leishmanias
ine Qi

le TGFB et une réponse réduite

probablement due a une diminution de I’ effet anti-inflammatoire et |’ activation d’une

voie pro-inflammatoire avec une élimination de parasite. Cette voie est probablement

absente a la 14°™ semaine d’infestation vue la chute de la quantité de NO produite et
cela peut étre expliqué par un phénomene de réémergence et prolifération nouvelle du

parasite.
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A lafin du traitement (s8) une production trés importante de NO est observée chez les
souris traitées cette quantité été variable jusqu'a la 2°™ semaine mais elle éé toujours
importante, cela indique que le traitement avais un effet sur la production de cette
molécule soit indirectement par la destruction des leishmanias soit directement en

agissant sur la voie productrice de NO. Tandis qu’ une diminution est observée la 14%™

semaine (6 semaines aprés le traitement) cela peut étre expliqué une durée

insuffisante de traitement ou I’ utilisation de monothérapie et qui =.\~r-h

Ce phénomene a été observeé par Gramiccia et a qui ont remarqué a e des
leishmania au Glucantime diminue sensiblement aprés pldsiurs ement de
chiens atteints de leishmaniose (Gramicciaet a., 1992).

Chez I’homme et au cours d’'une LC expérimentale, veloppement d' une immunité
protectrice dépend de la capacité d activ des ages | 35 a exprimer
I’ oxyde nitrique synthétase inductible (iN aﬁ&formaﬂon d éliminer le
parasite (Hollzumuller et al 2005). D\ %Ifés obteqius concentration du
de NO produite par les cellules humaln aqu > q§ O produite contre les

/ LIPA 445B) est plus

ées avant traitement (LIPA

souches isolées apres traitepn

importante que celle pr

443A/LIPA 339A/ LTPA ).

auparavant chez |8 \atient fet production de NO. Par alleurs, la
pr

quantité O produ d% " dans le milieu de culture est variable et
. du phénotype tbie ou résistant de la souche.

1

antimoine pentavalent Sb" avait

47



Conclusion

Les dérivés organiques de |’ antimoine sont |es médicaments de premiére intention pour
le traitement de la leishmaniose dans notre pays, cette thérapie est compliquée par les
rechutes qui sont associées a une diminution progressive de la sensibilité des parasites

voir a des résistances franches pouvant assombrir le pronostic de la leishmaniose

cutanée.
Notre travail consistait justement a étudier |’ expression du NO et le r6le sensibilité
au traitement et la virulence de L major dans la modulation dchett Qn ainsi

que de voir s cette virulence concorderait avec le phénotype rési ou dela
souche. %

Pour arriver a ce but, nous avons d abord éudié la sensibilité des sQuches L. major
isolées chez des patients vis-avis des dérivés ' antimoinedtrivalent (Sb'"") et

pentavalent (Sb"), nous avons remarqué que la rési I’ antimoine (Sbv) est plus
importante que celle du (Sb'") et que le seuisi bitifé est plu 5 Sependant, |a
comparaison des |C50 de (Sb") obtenus dés form i des 1C50 (Sb'")

obtenus des formes promastigote indi \ ' @(Sb"') est laforme la

plus active et la plus toxique con S ies—Phapres-Le teste de sensibilité a

le Glucantime, No 4 Ipsis)ats sont résistants avant |e contact
méme avec la molécule.
d tem 0

u s Inétique d'infestation de |. major chez les

fous constatons que la virulence d’ une souche

ude de'souris BALB/c infectées expérimentalement par L major nous a permis de
miegx comprendre |’ implication du NO dans le contrdle de I’ infection par ce genre de
leishmanie ou de son éimination. Dans notre travail |e dosage du monoxyde d'azotein
Vivo chez ces souris nous a permis de constater I’ existence d’ une liaison entre la
virulence du parasite et la quantité de NO produite par I’ hote infectée, cette quantité est
plus importante contre une souche virulente. L’ effet du Glucantime ® sur la synthese du

monoxyde d’ azote est rel ativement pal pable.

47



Conclusion

Selon I ensembl e des résultats que nous avons obtenu, est particuliérement celle dela
production du NO, font qu’ une exploration de laréponse immunitaire associée ala
résistance du parasite, pourrait permettre de mieux comprendre le mécanisme

moléculaire de larésistance al’ antimoine.

X@
%%@@
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Annexe 1

Tableau | : Caractéristiques des trois types de NO-synthase humaine (Sennequier et
al., 1998).

«Modifié gout de la ligne des cellules immune qui synthétise chaque (NOS)
(Bogdan, 2001) »

NOS NOS- | NOS-I1
Neuronae (n NOS) | Inductible (i NOYS) Endothdliale (e NOS)
Type Constitutive Inducible Constitutive
Localisation s,
Cytosol Cytosol &S
cellulaire ,
<
% ondries
Masse
Moléculaire 160 0 133
en kDa
(@

Locdisation dul  Chromosome 12, Xrohqo/soﬁfe 1 ‘Shromosome 7,
géne humain région 12%2/4'} @ lon17q @ région 7935-36
\\\E;fpf stimdlée  Augmentation de la
; S
Augmentt ﬁp % et/od [Ca2+]

Activation ar
la[Ca2y o
0 @ 0 /\@‘ g

W O
@a:rophages ratet | Macrophages
J Q Homme /Cellules de|avéolaires rat/ Cellules

© Langerhans, sourig/ | NK sanguine humaines
C uris | Cellules NK rate|/ Celules T leucémiques
sourig/ Cellules NK | Homme/
sanguines Humaines/
Cellules B

leucémielymphoide

chronique




Annexe 2

Tableau |1 : Caractéristiques des souches utilisées

Forme clinique Espece Origine Localisation Année
d’isolement

LIPA 443 L.mgor Homme Tébessa 2013

LIPA 339 L.magjor Homme Tébessa 2013

LIPA 445 L.major Homme Batna 2013

LIPA 175/11 L.major Homme Biskra 2011

LIPA 100/09 L.major Homme M’sila (I\/t}@\ 2009

Matériel non biologique

» Appareillage X @
- Etuve aCO2 437 °C @ S @

- Etuvea24 °C %
- Hotte aflux laminaire %
- Bain-marie < ( @

- Réfrigéerateur

- pH-meétre
-Agitateur
> Petit matériel

- pied a coulisse gradué



-boite de dissection

-des tubes Eppendorf , tubes conique, cryotubes a congélation
- plaques a 96 puits afond plat

-chambre LabTek a huit compartiments

-cellule de Thomas

-micropippette, pipettes Pasteur stériles a usage unique.

- seringues, aiguilles intradermique G30

» Produits et consommables &\

-Eau physiologique a 0,9%

-colorant « GIEMSA » et « Bleu de trypan »

-Antibiotique : Pénicilline et Streptomycin % S
- Di-éthyle éther XQ
- méthanol %

- huile a émersion &
ctat

-réactif de GRIESS
-NaHEPES a0.2 M
-Nitrite NaNO, a150 mM

“YMA, Pseudomonase 210° cry



Milieux de culture

Pour I'isolement, |’enrichissement des souches, et la réalisation des différents tests
biologiques 4 milieux de cultures ont été utilisés:

Milieu NNN (Nicolle Mac Neal Novy 1904), un milieu semi solide qui permet I’isolement et
le maintien des parasites

Milieu CCS (Cceur Cerveau Sang), un milieu semi solide de culture en masse pour
I’ enrichissement des parasites.

Milieu RPMI1 (Roswell Park Memoria Institute 1640), un milieu liquide enté de
10% de SVF (sérum de veeu feetal). Pour I’ entretien des cellules THPL gl

parasites.
Milieu L1T (Liver Infusion Tryptose) , un milieu solide utilisé pour des parasites

@@%@®

Composition: % @
Géose :Bacto Agar Difcor (1 %
NaCl (6g)

Eau distillée le (1000

Préparation de Milieu de cultures

%)

agitationveontinue jusgu'a dissociation. Apres distribution dans des tubes a essai de 8ml et
stérilisation (autoclave 120 C pendant 20min); la conservation se fait a +4°C. Le sang de
lapin qui obtenu par ponction cardiaque est recueilli sur citrate de sodium a 10. Apres gjout de
250 000 U de pénicilline, et conservé a +4 C.La gélose est fondue en mettant les tubes dans un

bain-marie de 45 C,Le sang est alors incorporé ala gélose (2ml de sang pour 8 ml de gélose),



Apres homogénéisation, les tubes sont refroidis en position inclinée. La conservation de ce

milieu est de moisa+4 C.

2. milieu CCS

Composition

Gélose : Brain Heart Infusion (26g)
Eau distillée stérile (5009)

Préparation

la culture en masse qui seront stériliser dans un auto

conservation est faite a +4 C (un mois maximum).

-Le sang de lapin est gouté de la méme maniére que préparation du milieu NNN.la

gélose est liquéfiée dans un bain-marie a 45 C.%@g
flacons et & raison de 10ml du sang dans les oux. Apres
sont refroidis et la conservation se fait 3+K>

%’ <

3.Milieu RPMI 1640+% @ @Q
Composition @;
N

mesurek environ 900 ml d'eau distillée et tout en le soumettant a une agitation magnétique |,
ajouter le milieu sous forme de poudre , mélanger jusgu’ a dissociation sans chauffer puis ajouter
2g de HEPES et 3 g bicarbonate de sodium et 50 Ul/ml de pénicilline et 50ug/ml de

streptomycine, puis compl été avec de |’ eau distillée jusgu’ a atteindre le volume final de 1000 ml.

Filtrer le milieu avec un filtre de 0.22 um et additionner aseptiquement du sérum de veau feetal a

10%. Conserver le milieu a + 4C pendant 1 mois.



N.B

La stérilité des trois milieux décrits ci-dessus, peut étre vérifiée on placant un tube ou un flacon

al’éuve a 37 C pendant 48 heures

4. Milieu LIT

Composition

Sang de lapin (30ml)

Géose (60ml)

RPMI 410% SVF (10ml), Milieu 199 (Medium) M199 (10 ml) >

Préparation

Le sang de lapin obtenue par ponction cardiaque est pecueilli sur citrate de sodium a 10

plus les antibiotiques, est gjouté au milieu RPM| alo%%gu M199. C e mélange est
fo

distribué dans des tubes en raison de 5 ml. Lageé est
I’ eau bouillante puis incorporé au méange (5ml-de ge pour 5

est immédiatement distribué en alternan

ul/puits. Les plagques sont conserveées

Annexe 4

ge d€la cellule de numération

Humidifier les glissiéres latérales sur les quelles va reposer une lamelle 22*22mm est faire
adhéré parfaitement la lamelle au plateau latéraux : pour celail faut placer lalamelle sur ces
platealix, puis exercer une pression sur lalamelle tout en pratiquant un mouvement de va est
vient jusqu'a perception d’ une résistance.Placer la cellule de comptage sur une surface plane,
homogeénéiser les suspensions cellulaires, et prélever celle-ci al’aide d une pipette. Remplir
la chambre de comptage par capillarité, en placant la pointe de I’ embout |égéerementinclinée

pres de lalamelle sur la plate forme centrale quadrillée.



Le remplissage doit étre fait en une seule fois, sans bulle d'aire, et sans faire déborder le
liquide dans les rigoles. Laisser sédimenter les cellules su le quadrillage quel que minutes, et
passer a la numérationaprés utilisation, la lamelle et jeter et la cellule de numération est
émerge dans un bain d'eau javelle pendant min, puis rincer avec de |’ eau distill€é et essuyee

avec une gaze ou un papier (sans frotter en particulier au niveau de quadrillage)

Numération

quadrillage en Z.




Calculedela concentration cdlulaire

La concentration cellulaire de la suspension de cellule est calculée par laformule suivante :

&\%@

(nombre de cellules/ 6) x16x (1/dilution) x10* cellules/ ml

. >

s

Figur e 36" Quadrill elluledet VU Sous microscope photonique

QS



Annexe5: monitoring

Semaines :
$1,S2, S3, S4,
S5, S6,S7, S8

Qﬁ&jﬁtions
L.major : Lipa 443B \ @
Lipa 443A,Lipa @

339B,Lipa
339A,Lipa
445B,Lipa 445A

Rate

Figure 37: schéma récapitulatif du protocole adopté dans le suivi de la cinétique
d’infestation in vivo de six souches



Annexe 6 cour be tendance

% y=13,37x+ 20,38

R2=0,7
120
100
80
<

60 /
40 — ¢ Ny@ D
%e o)

*

20

50 pg/ml 25 pg/ml 12,5 6,25 0 pg/ml
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EQN
pPureragege (BN
Figure 38: courbe de tendance en foncti 0 cgﬂage de \edu parasite ala
C t
<

pourcentage de viabilite

présence de différ ion du tr

Coloration GEMSA @ %@
Préparation du color@ @

oforant Giemsa

Annexe7

Rajouter a9 wglumesd’ eau, unvol

"alcool a100%, pendant 30 secondes.

Déposer quelques gouttes du colorant sur les lames et laisser agir pendant 30 minutes, rincer

al’eau du robinet et laisser sécher.



Annexe8:
Préparation des solutions de dosage NO
NaHEPESa0.2M

H202D (200 ml)
Na HEPES (10.4q)

Nitrite NA NO2 a 150 mM

NaNO2 (2.07g) ©
H202D (200 ml) &X
YMA

DMEM 11
NA MOPS &250mM (5.78g)
202D 415 mM (3g) @
P e
i Se \ % 106 olon ing unit) COﬂSGfVée, él-
S

-Souche de pseudomonas aeruginosa es

80 °C (Granger, 1996)
Annexe9: dosagééu NO %ﬁ
Tab :@@ccurm étalon de nitrites

Q&

w

O
o] 0.59

DO

0.6 0.68 1.22




DO y =0,198x + 0,281
R? = 0,707
1,400
1,200
1,000
0,800
0,600 +—— bo
0.400 —— Linéaire (DO)
0,200
0,000 . . . .
0,597 0,597 0,684 1,228
Figure 39: courbe étalon de nitrite <© @
Annexe 10:

Tableau V1I: tableau représentatif de profil de sensi b&s souches avec leur degré de

virulédee. &
é§\ O\
souches Profile de sensibil it@%t C®\%§>de virulence
7

N

N =

LIPA 443 R Eb @ A/

LIPA 339 @&\ : %% N

LIPA 445 @\} R S
Q

&






