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La leishmaniose est une parasitose vectorielle dont l 'agent pathogène est 

un protozoaire trypanozomatidae du genre Leishmania (Ross, 1903) et dont 

le vecteur de transmission est la femelle hématophage d’un insecte diptère 

du genre Phlebotomus (Peters et al. , 1987 ; Dedet, 1999).  

 Les leishmanies se développent dans les cellules histio-monocytaires des 

mammifères dont l ’homme. Selon l ’espèce parasitaire incriminée, l ’ infection 

chez ce dernier peut revêtir trois formes (www.medicopedia.net):  

� Viscérale (Kala Azar) avec des poussées de fièvre irrégulières, une 

hépatosplénomégalie et une anémie. Des cas de dermite post Kala Azar  

peuvent apparaître. En absence de traitement cette forme est mortelle 

(Grünfeld, 1998). 

� Cutanée se manifestant sous forme de papule prurigineuse rouge 

sombre, qui se vésiculise, s 'ulcère, s 'infi l tre en profondeur évoluant très 

lentement vers la guérison au prix d'une cicatrice (Belazzoug, 1985 ; 

Khiati,  1992). 

� Cutanéo-muqueuse se distingue de la précédente par une ulcération 

plus extensive, plus profonde atteignant les muqueuses et qui aboutit  à 

une muti lat ion de l ’organe touché (Grünfeld, 1998). 

La leishmaniose touche plus de 100 pays par le monde, c’est la deuxième 

cause de mortalité parasitaire après le paludisme. Selon l ’OMS (2007) 350 

mil l ions de personnes sont exposées au risque de la leishmaniose chaque 

année; l ’ incidence annuelle mondiale se situe entre 1,5 et 2 mil l ions de cas 

se répart issant entre 1 à 1,5 mil l ions de LC et 500 000 de LV.  

Le Maroc n’est pas indemne, la leishmaniose a été signalé depuis 1974 

(Foley et al.,  1914); la maladie  a été largement confinée aux régions arides 

du Sahara (Rioux et al., 1982 ) mais l ’émergence d’autre foyer (Rhajaoui, 

2009) ne cesse d’apparaître. Cette augmentation est probablement due au 

changement cl imatique et à l ’extension de l ’air géographique du vecteur 

(Andrew et al. , 2000). 

La leishmaniose devient une menace pour la santé publique. En absence 

de vaccin et de médicament prophylactique, le ministère de la santé a mis en 

place un programme de lutte contre cette infestation. Ce programme est géré 

par la direct ion de l ’épidémiologie et de lutte contre les maladies; i l  se base 
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sur un diagnostic précoce suivi d’un traitement et d’une lutte spécifique 

anti-vecteurs et anti-réservoirs. La leishmaniose devient donc à déclaration 

obligatoire (arrêté ministériel marocain 683-95 du 31 mars 1995) .Le 

traitement de cette infection est pris en charge par l ’état. Celui-ci se base 

sur les dérivés de l 'antimoine ou des diamidines (sels de pentamidine). 

Cependant ces produits peuvent générer des effets secondaires (Sand, 1985 ; 

Dedet, 1999) et mêmes des résistances (Falcofe et al., 1993) donc le 

traitement de la leishmaniose ne se pratique qu’après un diagnostic de 

confirmation.  

Le diagnostic est histologique, i l  met en évidence des leishmanies de très 

petite tail le (2 µ m) dans le cytoplasme des macrophages. Cette identi fication 

est di ff ici le et peut donner des faux négatifs surtout au début de l ’ infestation 

où la charge parasitaire est faible. De ce fait un diagnostic de « certitude »  

est appl iqué, i l  se base sur la culture in vitro mais celle-ci nécessite un délai 

d’au moins 6 semaines. Ces méthodes de diagnostic restent l imitées car en 

plus, elles ne peuvent pas déterminer l ’espèce en cause vu que les 

leishmanies sont tous morphologiquement identiques. Une autre méthode de 

diagnostic s'impose c’est le diagnostic moléculaire, rapide et précis vis-à-vis 

de l ’espèce. 

C’est dans ce contexte que s’inscrit notre travail dont l ’objecti f principal 

et le diagnostic moléculaire de l ’agent pathogène de la leishmaniose cutanée 

par la technique PCR. 

Dans ce projet, nous allons en premier l ieu réaliser une étude 

rétrospective de la LC e »nregistrée au LRDEHM de Fès afin d’approcher la 

situation épidémiologique de la maladie. En deuxième lieu, nous allons 

traiter à travers une étude prospective :  

� La description clinique des lésions ;  

� L’optimisation du diagnostic moléculaire de la LC et le comparer par 

rapport au diagnostic histologique. 
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I.  H ISTORIQUE DE LA LEISHMANIOSE  

Parmi les historiques de toutes les parasitoses, celui des leishmanioses est 

un de ceux les plus fert i les en événements. 

Al boukhari, médecin arabe qui vivait au Xème siècle, décrivit 

incontestablement cette infestat ion cutanée, Avicenne l ’attribuait à une 

piqûre de moustique. Guilhou en 1833 décri t l ’ infection cutanée sous le nom 

du «bouton d’orient» (Jarry, 1999). 

Firth découvrit en 1891 un agent pathogène (Sporozoa furonculosa) 

sans le décrire suffisamment (Raymond, 2003). 

En 1898, à Tachkent en Ouzbékistan, le médecin mil itaire Borovsky 

mentionna un protozoaire dans des prélèvements d’ulcère, sans toutefois 

déterminer son statut taxonomique (Raymond, 2003). 

Ce même parasite fut étudié en 1903 par Wright, chez un enfant arménien 

vivant à Boston, aux États-Unis. Il  fut considéré comme une micro-sporidie 

et reçut le nom de Helcosoma tropicum (Raymond, 2003). 

En 1906, Luhe décrivit  la taxonomie dans un l ivre allemand (Dedet, 

1999 ; Raymond, 2003). 

En 1914, Yakimoff et Schokhor constatèrent l ’ individualisation de deux 

variétés Leishmania tropica (L. tropica) var. major et Leishmania tropica 

var. minor. 

En 1921, le rôle du phlébotome dans la transmission des leishmanioses fut 

décrit par Baupere et Arago. 

 En 1973, Bray et al. décrivirent un nouveau taxon L.aethiopica et 

adoptèrent la nomenclature binominale, L. tropica et L. major.  

 

II.  ACTEURS DE LA LEISHMANIOSE  

1. Parasites : Leishmanies  

Les leishmanies sont des protozoaires flagellés de l ’ordre des 

kinetoplastidés, de la famil le des trypanosomatidae et du genre Leishmania. 

 

Ces parasites sont dimorphes : amastigote intracellulaire  et promastigote 

l ibre dans l ’ intestin de l ’ insecte vecteur. 
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Morphologiquement identiques, la différentiation des espèces de 

Leishmania a fait l ’objet de nombreuses études de classification: 

*Clinique se basant sur la forme de la pathologie;  

*Epidémiologique basée sur la répartit ion géographique, les hôtes 

réservoirs et les vecteurs;  

*Iso-enzymatique basée sur la mobil i té électro-phorétique des iso-

enzymes (Gardener et al ., 1974); 

*Moléculaire basée sur la densité de l ’ADN nucléaire et de l ’ADN 

mitochondrial  (Chance et al.,  1974) des parasites, l ’analyse de restriction 

par endonucléases (Gardener et al. , 1977). 

Plusieurs classificat ions sont donc établie celle qu’on retient c’est  la 

classification donnée par  l 'Organisation Mondiale de la Santé (OMS, 1990). 

Figure 1 : Taxonomie des leishmanies. 

(OMS, 1990) 
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2. Insectes vecteurs : Phlébotomes 

Les phlébotomes (figure 2) sont des peti ts insectes velus de 2 à 3 mm qui 

vivent dans les régions chaudes. Ce sont les femelles hématophages qui sont 

les vecteurs de la leishmaniose. 

Les phlébotomes sont des diptères nématocères de la famil le des 

Psychodidae et à la sous-famille des Phlebotominae; i ls comptent 

actuellement 700 espèces décrites. Il  existe une relation étroite entre 

l ’espèce de vecteur et l ’espèce de leishmanie (Sacks, 2001) 

Selon Lewis et ses collaborateurs en 1977, la sous-famille des 

Phlebotominae comprend cinq genres, les genres Phlebotomus et 

Sergentomyia dans l ’Ancien Monde, et les genres Lutzomyia, Warileya et 

Brumptomyia dans le Nouveau Monde.  

 

 

 

 

 

 

Figure 2 :  Phlébotome. 

(www.parasito.montpell ier-wired.com/proto/phlebotome2.jpg) 

 

Dans les zones modérément chaudes les phlébotomes sont acti fs pendant 

les mois chauds puis disparaissent à l ’automne. Alors que dans les pays 

tropicaux, i ls sont plus ou moins acti fs toute l ’année, (Léger, 1999). 

La figure 3 représente schématiquement le cycle biologique d’un 

phlébotome. Les œufs, les larves et la nymphe se développent dans les 

micro-biotopes terrestres humides. Il  est di ff ici le de localiser ces formes à 

l ’état naturel.  
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Figure 3 : Cycle biologique du phlébotome. 

(www.gruppoleishmania.org/fr/downloads)  

A : Phlébotome adulte  C et D : Larves 

   B :  Œuf           E :  Nymphe 

 

La durée du cycle dépend de l ’espèce, de la température et d’autres 

facteurs mais elle est en général inférieure à 45 jours. 

 

3. Réservoirs 

Les Hôtes réservoirs contiennent le parasite sans manifestation 

pathologique. Les vertébrés jouant le rôle de réservoir de Leishmania, 

dif fèrent d’une espèce parasitaire à une autre. 

� L. donovani  

C’est une anthroponose, l ’homme est le seul vertébré reconnu comme 

étant le réservoir de la LV endémique à L. donovani (OMS, 1984). 

� L. infantum   

C’est l ’agent d’une zoonose dont le chien est le principal réservoir.  

Certains canidés sauvages sont suspectés d’être des réservoirs primaires de 

L. infantum. 

A
 

B
 

C
 

D
 

E
 



DEDICACES 

 

Par ail leurs, le rat noir (Rattus rattus) pourrait être impl iqué comme 

réservoir naturel de L. infantum dans certains foyers méditerranéens 

(Gradoni et al. , 1978). 

� L. major  

Ce parasite est maintenu par des rongeurs appartenant aux genres 

Rhombomys,  Meriones (Elbihari et al. , 1987). 

� L. tropica 

D’après l ’OMS (1984), c’est l ’homme qui joue le rôle de réservoir et de 

source de l ’ infestation. 

Cependant, dans certains foyers, le chien a été trouvé naturellement 

infecté par L. tropica (Guessous-idrissi et al. , 1997) voire même considéré 

comme un réservoir de ce parasite (Nadim et al ., 1978). 

Quand aux leishmanioses du nouveau monde, les parasites ont été isolés 

chez un très grand nombre de mammifères (Le paresseux, l ’opossum, le 

fourmil ier et le rat noir…). 

 

4. Cycle biologique  

La leishmaniose constitue un ensemble complexe au sein duquel sont 

impliqués les phlébotomes, les réservoirs et les parasites. 

Les leishmanies sont transmises par la piqûre infectante des phlébotomes 

femelles lors de leur repas de sang chez un mammifère (Abonnec et al ., 

1970). Les promastigotes métacycliques déposées au niveau du point de la 

piqûre sont phagocytées par les macrophages (Molyneux et al. , 1983 ; 

Baldet, 2004); elles se transforment en amastigotes (Bray et al ., 1973 ; 

Dedet, 2001). Les amastigotes se multipl ient dans les cellules infectées par 

scissiparité. 

Selon l ’espèce incriminée, le t issu atteint est di fférent ce qui est la cause 

des manifestations cl iniques.  

Les phlébotomes s'infectent lors d'un nouveau repas de sang sur un hôte 

infecté quand i ls ingèrent des macrophages porteurs d'amastigotes (Develoux 

et al , 1987; Diarra, 2008). Chez le vecteur, les promastigotes vivent dans 

l ’ intest in moyen. Après une période de multipl ication intrapariétale, les 

promastigotes reviennent dans la lumière gastrique puis se dirigent vers 
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l ’ intest in antérieur et s’accumulent derrière la valve oesophagienne. La 

fixation des promastigotes sur la paroi du tube digestif de l ’ insecte se fai t 

soit par l ’ interdigitation du f lagelle entre les microvi l losités de la bordure 

en brosse des cellules épithéliales, soit à l ’aide d’hémidesmosomes disposés 

au niveau de la partie antérieure du flagelle (Gentil ini et al,  1999 ; Nozais et 

al, 1996). Ces promastigotes métacycl iques migrent dans la trompe du 

phlébotome (Guarini  et al , 1914) et le cycle reprend de nouveau (figure 4). 

Figure 4 : Cycle parasitaire de leishmaniose. 

(CDC, 2009) 
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III.  BIOLOGIE DES LEISHMANIES  

1. Formes des leishmanies 

Les espèces du genre Leishmania sont morphologiques identiques et se 

présentent sous deux formes :  

 

1.1. Forme amastigote  

La forme amastigote appelé aussi « Leishmania » est une cel lule eucaryote 

ovoïde, mesure de 2 à 6 µm, immobile, intracytoplasmique (f igures 5 et 6). 

A l ’ intérieur du cytoplasme parasitaire apparaissent deux masses 

chromatiniennes l ’une sphérique correspond au noyau, l ’autre en forme de 

bâtonnet correspond au kinétoplaste (Dantas-Torres, 2006). 

  

 

  

 

 

 

 

 

 

Figure 

5: 

Repré

sentation schématique      Figure 6: Amastigote des leishmanies 

de la forme amastigote de leishmanie.             dans des macrophages. 

(www.sante.univnantes.fr/med/ticem/umvf/leishmanioses/site/html/images/figure1.jpg 

; Hide, 2004) 

 

1.2. Forme promastigote 
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La forme promastigote appelé aussi « Leptomonas » (f igure 7) se trouve 

dans le tube digesti f de l ’hôte invertébré, le phlébotome, et dans la phase 

l iquide des cultures in vitro. Il  s’agit du stade mobile du parasite; de corps 

allongé, fusiforme mesurant de 20 à 30 µ m de longueur ; i l  est pourvu d’un 

kinétoplaste situé à l ’extrémité antérieure du parasite, d’un flagelle 

permettant la mobil i té et d’un noyau centrale (Daeninckk et al., 1998 ; 

Dantas-Torres, 2006). 

 

 

 

 

 

 

Figure 7: Promastigotes de 

leishmanies en culture. 

(www.sante.univ-

nantes.fr/med/ticem/umvf/leishmanioses/site/html/images/figure2.jpg) 

 

1.3. Passage d’une forme à l ’autre  

La morphologie de ces parasites, notamment leur métabolisme sont très 

sensibles aux paramètres environnementaux et à leurs variations. La 

température, le pH, l ’osmolari té du mil ieu, la pression en O2 et en CO2 ont 

été décrits comme influençant la forme parasitaire et les métabolismes du 

glucose et de certains acides aminés. 

Deux paramètres subissant de grandes variations au cours du cycle, à 

savoir le pH et la température et pourraient commander la mise en route de 

programme de différenciation (Antoine et al., 1999). Lorsque les parasites  

passent des insectes vecteurs à leurs hôtes mammaliens, elles subissent tout 

d’abord une augmentation de température d’environ 10°C puis, après 

internalisation par les macrophages, une chute du pH externe d’environ 2 

unités (Antoine et al. , 1999).  

 

2. Génome des leishmanies  
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Les leishmanies renferment deux génomes l ’un nucléaire et l ’autre 

kinétoplastique. 

2.1. L’ADN nucléaire  

La non condensation de la chromatine du génome de Leishmania a rendu 

son étude diffici le mais grâce au projet de séquençage de Leishmania major 

(MHOM/IL/81/Friedl in), nous connaissons actuellement le génome dans sa 

quasi-totalité (94 %). La tail le du génome est d’environ 35 Mégabases (Mb)  

et i l  a été découpé en 34 à 36 chromosomes (Britto et al. , 1988 ; Wincker et 

al. , 1996) de tail le variant antre 0,3 et 2,8 Mb.  

 

L’ADN des leishmanies est dépourvu d’introns et i l  se découpe en grandes 

unités polycistroniques (Myler et al. , 2000). Le génome de Leishmania est 

très riche en G/C puisqu’i l  est de 60% en moyenne (Alvarez et al., 1994). Il  

contient assez peu de séquences répétées (Ouellette et al. , 2003). 

 

L’état de ploïdie des Leishmania s’oriente fortement vers la diploïdie ou 

l ’aneuploïdie. En effet, des doubles knock-out de gènes sont nécessaires 

pour influencer l ’expression génique (Souza et al ., 1994). D’autres 

phénomènes tels que des réarrangements chromosomiques (fusion/fusion, 

translocation) (Dujardin, 2000), ou des amplifications achromosomiques 

(Sti les et al ., 1999) ont été mis en évidence. 

La régulat ion de l ’expression des gènes se fait principalement au niveau 

post-transcriptionnel via deux mécanismes : l ’épissage (ajout d’une coiffe 

mini exon de 39 nucléotides en 5’) et la polyadénylation en 3’ (Ullu et al.,  

1991 ; Clayton et al. , 2002) (Figure 8). Par ce processus, les unités 

polycistroniques deviennent monocistroniques et chaque ARNm se retrouve 

entouré de splice-leader en 5’ et d’une queue poly A en 3’. D’autres facteurs 

tels que la stabil i té des messagers et la régulation de la traduction viennent 

moduler l ’expression génique.  
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Fig

ure 

8: 

Org

anis

atio

n 

gén

ique et maturation des ARNm. 

(Ouellette et al.,  2003) 

 

2.2. L’ADN kinétoplastique 

Outre l ’ADN nucléaire, les kinétoplastidés se caractérisent par leur ADN 

kinétoplastique. Ce dernier renferme deux types d’ADN : les minicercles 

impliqués dans les phénomènes «d’edit ing» (insertion/délétion d’uridine) de 

l ’ARN (Kabb et al. ,  2001 ; Gott, 2003) et les maxicercles codant pour des 

ARN guides et des ARN ribosomique. Ce mécanisme «d’edit ing», permet 

d’exprimer les transcri ts des maxicercles grâce à l’ancrage des ARN guides 

sur les ARN pré-édites (figure 9). La formule «insertion» d’uridine semble 

être majoritaire, à tel point, que la tail le du transcrit f inal peut quasiment 

avoir doublée (Lodish et al.,  2000). 
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Figure 9 : Schématisation du mécanisme d’edit ing chez les kinétoplastidés 

(Gott, 2003). 

Les ARN guides (en bleu et vert) viennent s’additionner aux ARNm pré-

édités puis le couple subit  une insert ion (voie de gauche) ou une délét ion 

(voie de droite) d’uridines. 

 

3. Reproduction des leishmanies  

Même si le mode de reproduction des Leishmania est encore débattu, i l  

semble que ce parasite se reproduit de façon majoritairement clonale comme 

les autres trypanosomatidés (Sambrook et al. , 1989 ; Tibayrenc, 1990 ; 

Banuls et al. , 1998 ; Schonian et al ., 2003, Banuls et al.,  2002). En dépit de 

ce mode de reproduction, ces organismes présentent la capacité de faire la 

recombinaison sexuée puisque des hybrides ont été mis en évidence dans les 

populations naturel les (Evans et al., 1987 ; Dujardin et al ., 1995 ; Banuls et 

al. , 1998). Les mécanismes moléculaires mis en jeu restent indéterminés car 

même si des fusions cellulaires ont été observées aux microscopes 
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(Walters.et al., 1993 ; Kreutzer et al., 1991), ces événements n’ont pas pu 

être reproduits in vi tro (Gibson et al ., 1995). La fréquence des événements 

de recombinaison sexuée étant estimée inférieure à 4x10-4 (Panton, 1991 ; 

Victoir et al. , 2003), i ls ont donc un impact faible sur la structure génétique 

globale. Théoriquement, ce modèle clonal implique une structure en l ignées 

clonales individualisées avec de forts déséqui l ibres de l iaison au sein de 

chacun des l ignées ainsi qu’une corrélation entre les caractères 

indépendants, notamment entre les caractères phénotypiques (virulence, 

pathogénicité, comportement biologique, etc…) et les caractères génétiques. 

 

4. Constituants antigéniques majeurs des leishmanies 

La paroi des leishmanies est constituée d’une membrane externe et d’une 

membrane interne et renferme des composants jouant un rôle important dans 

l ’endocytose des parasites et dans les phénomènes immunologiques 

accompagnant les infections leishmaniennes (Spath et al., 2003.; Euzéby, 

2008):  

-Du l ipophosphoglycane (LPG) ;  

-Des glycol ipides et glyco-inositolphospholipides;  

-Des enzymes:  

* Glycoprotéines : gp63, gp42, gp43 (laminine de surface), gp46 ;  

Cystéines protéinases ; 

* Une protéine de la famil le tryptophane-acide aspartique, le LACK. 

 

Il  semble que ces composants soient des molécules-clés intervenant dans 

le métabol isme des parasites et qu’i ls puissent jouer un rôle important dans 

leur pathogénicité, leur virulence est dans les interactions hôte-parasite. Ils 

représentent donc des cibles moléculaires intéressantes en immunothérapie 

et en chimiothérapie.  

 

Le cytoplasme contient une kinase jouant un rôle dans la survie des 

leishmanies dans les cellules parasitées. 
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5. Interactions hôtes- leishmanies 

L’interaction hôte leishmanie est fonction d’un tropisme spécifique 

probablement l ié aux molécules de surface du parasite comme le 

l ipophosphoglycane (LPG), un glycolipide largement représenté à la surface 

du parasite et dont les récepteurs sont des lectines de la cellule hôte  

Le LPG est spécifique de chaque espèce; en effet la séquence des sucres 

substi tués sur l ’ossature du LPG est très différente selon les espèces de 

Leishmania; par exemple, L. major contient du poly-β-galactose tandis qu’i l  

n’y a pas de sucres substitués chez L. donovani (Turco et al. , 1992). Ces 

molécules pourraient être à l ’origine des variations observées dans la 

réponse de l ’hôte vis à vis des différentes espèces. En effet la galectine-3, 

une lectine sécrétée par les macrophages et les cellules dendri t iques act ivées 

par des molécules pro-inflammatoires, se l ie spécifiquement aux épitopes 

polygalactose du LPG de L. major (Matte et al. , 2002). Cette interaction 

spécifique pourrait s’avérer déterminante dans la réponse inflammatoire 

massive locale provoquée par L. major car la galectine-3, qui forme une 

couche à la surface du macrophage pourrait être détruite par la protéase 

GP63 exprimée à la surface du parasite. Le clivage de la galectine-3 par L. 

major provoquerait une augmentation de la sensibil i té des macrophages à 

des stimuli immunologiques, ce qui pourrait expliquer la réponse locale 

inflammatoire induite par L. major. 

Les amastigotes de L donovani semblent également interagir avec des 

lectines mais leur surface étant dépourvue de GP63, l ’ interaction avec L. 

donovani fait intervenir plusieurs types de récepteurs dont la lectine MR 

(mannose receptor), l ’ intégrine CR3 et le récepteur des immunoglobulines 

FCgR. L’interaction du parasite avec la lectine MR (mannose receptor), 

l ’ intégrine CR3 et le récepteur des immunoglobulines FCγR à la surface de 

la cellule hôte active la phosphotyrosine phosphatase SHP-1 ce qui a pour 

effet d’inhiber l ’activité des kinases JAK2 et Erk1/2. Plusieurs fonctions du 

macrophage (par exemple la voie de production de monoxyde d’azote [NO]) 

normalement induites par l ’ interféron γ (IFNγ) sont alors inhibées. De plus, 
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l ’activation de la voie SHP-1 altère directement l ’activité de plusieurs 

facteurs de transcription (NF-κB, IRF-1, AP-1). Enfin, un mécanisme SHP-

1-indépendant, passant par la voie PKC, pourrait provoquer la dégradation 

du facteur de transcription STAT1. iNOS: inducible nitric oxyde synthase; 

IL-12: interleukine-12. 

En conclusion L. major  induit un recrutement cellulaire massif de 

leucocytes et la sécrétion marquée de cytokines pro-inflammatoires, 

tandis que L. donovani ne provoque qu’une très légère réponse 

inflammatoire au site primaire d’infection. Cette réponse inf lammatoire 

très forte pourrait expliquer le maintien du parasite et le développement 

de lésions cutanées aux sites d’inoculation spécif iques de L. major.  

Il  a été démontré que l ’un des gènes phare amastigote spécifique chez L. 

donovani  responsable de la LV est le gène A2 (Charest et al. , 1996). Ce 

gène est tronqué chez L. major agent de LC cependant des souches de L. 

major recombinants exprimant le gène A2 de L. donovani développe un 

pouvoir de viscéralisation augmenté (Ouellette et al ., 2003).  

 

IV.  POUVOIR PATHOGENE DES LEISHMANIES  

La leishmaniose comme infection chez l ’homme est caractérisée par son 

extrême diversité cl inique; en effet, On peut schématiquement distinguer 

trois grandes variétés (Khiati , 1992). 

 

1. Leishmaniose viscérale 

La leishmaniose viscérale (LV) est caractérisée par une hyperplasie 

histio-monocytaire atteignant la rate, la moelle osseuse, les ganglions 

lymphatiques, le foie et parfois la muqueuse du grêle. Sa période 

d’incubation est si lencieuse et dure de 1 à 2 mois, parfois d’avantage. 

La LV appelé Kala-Azar  qui veut dire «fièvre noir» débute d’abord par 

une fièvre résistante aux antibiotiques d’allure typhoïdique (fièvre en 

plateau) et dont la défervescence se fai t mal puis devient de plus en plus 

irrégulière anarchique, une anémie avec pâleur extrême. La splénomégalie, 

l 'hépatomégalie, et l 'hypertrophie des ganglions sont plus nettes chez 
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l 'enfant. L'amaigrissement des membres et du thorax contraste avec 

l 'augmentation de volume de l 'abdomen. Parfois une perte d'appétit , une 

asthénie et des troubles digesti fs sont rapportés. L'évolut ion de la maladie, 

en absence de traitement, est fatale dans un tableau de cachexie et de 

complications infectieuses ou digestives. 

La leishmaniose viscérale atteint de préférence les enfants (figure 10). 

Chez l 'adulte, elle survient sur un terrain immunodéprimé (transplantés, 

SIDA, lymphome…). Des co-infections leishmaniose viscérale/SIDA sont 

signalées dans plusieurs pays avec une prévalence de 1 à 3%. Les espèces de 

leishmanies responsables sont Leishmania infantum et Leishmania chagasi 

dont le réservoir est constitué par le chien et les canidés sauvages, et 

Leishmania donovani dont le réservoir est l 'homme (Dedet, 2009). 

  

 

 

 

 

        

                      -a-                                               -b- 

Figure 10 : -a- et –b- : Aspect cl inique des patients atteint de la 

leishmaniose viscérale. 

(www.uvp5.univ-paris5.fr/campus-parasitologie/cycle2/poly/0700fra.asp) 

 

La leishmaniose viscérale peut être endémique dans certain pays comme 

l’ Inde, épidémique ou sporadique comme au Maroc. 

La LV en Inde et au centre Africain s’accompagne de Leishmaniose 

Dermique Post-Kala-azar (LDPKA) (figure 11) qui débute une à plusieurs 
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années après la guérison apparente d’une leishmaniose viscérale. Les lésions 

sont des macules hypo-pigmentées ou érythémateuses siégeant en n’importe 

quel point du corps peuvent ultérieurement se transformer  en nodules, 

spécialement à la face. Le type Hindou est du à L donovani.  

                             

                             

 

 

 

 

 

 

Figure 11: Leishmaniose 

cutanée post Kala azar. 

 

2. Leishmaniose cutanée  

La LC se caractérise par la non-uniformité de l ’ infection prenant un 

aspect di fférent d'une région à l 'autre ou même d'une zone à l 'autre à 

l ' intérieur d'une même région (Belazzoug, 1985 ; Khiati , 1992).  

Les expressions cliniques vont d’un simple bouton guérissant 

spontanément aux formes graves cutanéo-muqueuse récidivantes ou diffuses.  

On individualise quatre formes cutanées : 

 

2.1. Forme sèche ou urbaine  

Appelé aussi « leishmaniose cutanée anthroponotique » (LCA), elle est du 

à L.tropica sa période d’incubation dure habituellement de 2 à 8 mois. 

Siège sur les zones découvertes, donne le classique «bouton d’orient».  

Cette lésion est généralement unique (mais parfois existent de très nombreux 

boutons simultanés) et siège au point d’inoculation. Les part ies atteintes 

sont les zones découvertes du corps, accessibles aux phlébotomes : la face, 

les mains, les avant-bras et les pieds (figures 12 et 13). L’infection débute 

par une papule inf lammatoire évoluant en nodule avec infi l t ration en 
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profondeur. Le nodule s’entoure d’une auréole rouge mais demeure 

parfaitement indolore, tout au plus un peu prurigineuse. 

La peau s’ulcère au centre de la papule, un l iquide jaunâtre s’écoule et 

devient une croûte. Cette croûte s’épaissit, adhère à l ’ulcération sous-

jacente qu’elle recouvre entièrement tandis que la lésion s’agrandit . El le 

peut alors atteindre plusieurs centimètres de diamètre. 

Sous la croûte, i l  y’a un cratère peu profond, à bords tail lés à pic, à fond 

suintant, papil lomateux, rouge reposant sur l ’ induration qui en forme la 

base. 

 

Figure 12 : Lésions dues à L.tropica         Figure 13 : Lésion due à 

L.tropica 

             au niveau du visage.          au niveau de la main. 

(Microbiologie. CHU Caen. C. Duhamel et A Dompmartin, 2009 ; 

www.leish.i france.com/Util i taires/clinique.htm) 

L’évolution de la LCA est chronique et se fait vers la guérison 

déterminant une ulcération de la peau, laissant souvent des cicatrices 

indélébiles et disgracieuses.  

Sur le plan épidémiologique l ’homme constitue le réservoir de parasite, 

c’est cette forme qui est fréquemment rencontré dans le foyer méditerranée 

(OMS, 1997 ; Marie et al. , 2006). 

  

2.2. Forme humide ou rurale  

Appelé aussi leishmaniose zoonotique, elle Sévit dans les régions rurales 

semi désertiques en méditerranée orientale dans le sud de l ’URSS, en Asie, 

et en Afrique noir.  Le parasite en cause est L. major et dont les réservoirs 

habituels sont les rongeurs.  
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L’espèce responsable est L. major. L’infection se distingue de la forme 

sèche par son évolut ion plus rapide, sa plus grande tail le, le caractère plus 

creusant et plus inflammatoire de l ’ulcère, sa cicatrice plus importante et le 

plus grand nombre de lésions, sa période d’incubation est nettement plus 

courte (10 à 45 jours). L’ulcérat ion de la lésion primaire s’agrandit 

rapidement pour atteindre de 2 à 8 cm. Parfois se forme un cratère à bords 

tail lé à pic, à fond bourgeonnant, parfois, au contraire, la lésion prend un 

aspect fungiforme et se surélève (figure 14) (OMS, 1997 ; Marie et al.,  

2006). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14: Lésions dues à L. major. 

(Parasitologie-Mycologie. CHU Montpell ier. J.P. Dedet, 2009) 

 

L’ inflammation est marquée; s’accompagnant parfois de lymphangite et 

d’adénopathies. L’évolution se fai t vers la guérison spontanée en 3 à 5 mois 

mais laisse persister une cicatrice importante.  

 

2.3. Formes sporadiques 

Des formes cutanées de leishmaniose, dues à L. infantum.  Il  s ’agit  en 

général de lésion unique, ulcéro-croûteuse ou lupoïde, siégeant au niveau de 

la face et pouvant évoluer pendant au moins deux années.  

 

2.4. Forme cutanée diffuse LCD 

En Afrique de l ’Est, en Tanzanie, au Kenya et en Ethiopie surtout sévit la 

LCD due à L. aethiopica qui forme des nodules apparaissant sur le corps 

entier fourmil lant évoquant une lèpre lépromateuse i l  s’agit d’une forme 

rebelle insensible au traitement évoluant vers la mort (figure 15).  
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Leishmania mexicana pifanoi n’est connue que dans des cas de 

leishmaniose cutanée diffuse observés au Venezuela. 

 

 

 

 

 

 

                                                   

 

Figure 15 : Leishmaniose 

cutanée diffuse. 

Dans le foyer de leishmaniose 

cutanée de la Républ ique Dominicaine, tous les patients présentent une LCD, 

mais le parasite responsable n’a pas encore été identi fié.  

 

2.5. Forme cutanéo-muqueuse 

Constitue un vaste ensemble d’affect ions qui se rencontrent dans toute 

l ’Amérique du sud des USA (Texas) jusqu’en Argentine dans ces régions en 

plus des formes cutanées qui par extension vont gagner de proche en proche 

les muqueuses au niveau de la face et entraîner des muti lations effroyables 

(figure 16).  

                                 

                                

 

 

Figure 16 : Leishmaniose 

mucocutanée. 

(www.uvp5.univ-paris5.fr/campus-parasitologie/cycle2/poly/0700fra.asp) 

Au niveau du pavil lon de l ’oreil le l ’ulcère peut entraîner des destructions 

importantes par contiguïté. 

Des ulcérations cutanées atteignant au niveau de la face la plais peut 

envahir tout le tractus respiratoire supérieur s’accompagnant de surinfect ion 

entravant la respiration et l ’al imentation.  
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Les espèces en cause sont :  

� L. brazi l iensis brazi l iensis :  quand les lésions primaires ne sont pas 

traitées, la maladie évolue dans 80% des cas vers une leishmaniose cutanée 

ou muqueuse. 

� L. brazil iensis guyanensis :  est à l ’origine du « Pian-bois », qui se 

matérialise fréquemment par une lésion sèche humide et indolore, souvent de 

nature tumorale et ayant tendance à persister. Des métastases au niveau des 

voies lymphatiques et des ulcères sur toute la surface du corps ne sont pas 

rares. 

� L. brazil iensis panamensis : détermine des lésions généralement 

ulcératives qui ne guérissent pas spontanément ; la teinte lymphatique est 

fréquente, l ’adénopathie caractérise habituellement la maladie. 

� L. mexicana mexicana : la localisat ion fréquente est l ’orei l le évoluant 

parfois vers la chronicité et i l  n’est pas rare qu’une partie de l ’orei l le soit  

détruite.  

� L. mexicana amazonensis :  détermine des lésions cutanées uniques ou 

multiples dont la guérison spontanée est rare. Si l’ infection est commune 

chez les rongeurs sylvestres, i l  n’est pas fréquent que l ’homme soit atteint. 

Chez 30% environ des patients présentant des lésions attribuées à ce 

parasite, on observe une leishmaniose cutanée diffuse. 

� L. peruviana :  Un petit  nombre de cas de leishmaniose cutanéo-

muqueuse ont été rapportés dans l ’Ancien Monde, la plupart concernant des 

hommes adultes du Soudan. 

 

V.  REPARTITION GEOGRAPHIQUE DE LA LEISHMANIOSE  

4. Répartition mondiale   

Les leishmanioses, toutes formes cliniques confondues, affectent quatre 

continents (Asie, Amérique, Europe, et Afrique), dans les zones tropicales et 

subtropicales de 88 pays, dont 72 pays en voix de développement. Les zones 

d’endémie sont l ’Europe du sud, ainsi que de nombreux pays d’Afrique, du 

Moyen-Orient, d’Asie, d’Amérique centrale et d’Amérique de sud (figure 

17). 
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On distingue deux grandes situations géographiques : l ’Ancien Monde 

(sud de l ’Europe, Afrique, Proche-Orient et Asie) et le Nouveau Monde 

(Amériques du Nord du Sud et Centrale).  

Figure 17 : Régions endémiques des cas de leishmaniose cutanée, muco- 

cutanée et viscérale. (Handman. E., 2001). 

 

Les différentes manifestations cliniques sont observées dans les deux 

mondes mais elles ne sont pas causées par les mêmes espèces de Leishmania 

d’une part, et elles sont propagées par différents genres et espèces de 

phlébotomes selon la région d’autre part. Les pays les plus durement touchés 

par la leishmaniose viscérale sont le Bangladesh, le Brésil , l ’ Inde, le Népal 

et le Soudan : on y retrouve 90% des nouveaux cas annuels quant à la 

leishmaniose cutanée, 90% des nouveaux cas se situent en Afghanistan, au 

Brésil,  en Iran, au Pérou, en Arabie Saoudite et en Syrie (OMS, 2000). 

Concernant la Leishmaniose viscérale, l 'aire de distr ibut ion de Leishmania 

donovani agent des leishmanioses viscérales s'étend de l 'Afrique de l 'Est au 

Sud-Est Asiatique. En Inde, les premières épidémies de leishmanioses 

viscérales (kala-azar) et la persistance de foyers endémiques ont été et sont 

couplées à la présence des populations péri-domestiques et anthropophiles 

de l 'insecte hôte et vecteur, Phlebotomus argentipes, l 'un des rares vecteurs 
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dont la bio-écologie est relativement bien appréhendée (Christophers et al ., 

1925; Christophers et al ., 1926 ; Shortt et al ., 1932 et Kei l in et al ., 1937). 

Les aires de distribution de Leishmania infantum s 'étendent 

respectivement de la Chine nord orientale à la Méditerranée occidentale et 

du Mexique au nord de l 'Argentine. Au sud de la France, la présence de L. 

infantum et de ses vecteurs (Phlebotomus ariasi et P. perniciosus) est 

révélée principalement par des cas de leishmaniose canine, de leishmaniose 

cutanée et de plus rares cas de leishmanioses viscérales humaines (Rioux et 

al. , 1980 ; Kil l ick-Kendrick et al.,  1984). 

En ce qui concerne les leishmanies responsables des leishmanioses 

cutanées, i l  est encore commun de les distinguer en se référant au Nouveau 

Monde et à l 'Ancien Monde. Deux sous-genres, le sous-genre Viannia et le 

sous-genre Leishmania circulent sur le continent américain (Amérique 

Centrale et du Sud). A l ’exception de L. tropica,  les parasites du sous-genre 

Leishmania circulent essentiellement au sein de systèmes zoonotiques 

forestiers dominés donc par des mammifères sauvages (ordres des 

Didelphimorphes, Xenarthres, Rodentiens et Primates simiens). Les parasites 

du sous-genre Viannia circulent aussi essentiel lement au sein de systèmes 

zoonotiques dominés par des mammifères sauvages, voire domestiques. 

De nombreux projets agricoles ou de prospections minières, 

d'exploitations forestières, d'act ivités mil i taires et la pression 

démographique contribuent à rendre compte du caractère épidémique des 

leishmanioses pour des populations humaines. Ces différents facteurs de 

risque l iés au comportement, à l ’environnement ou au développement, 

permettent d’expliquer en partie, la répartit ion des foyers leishmaniens 

(Desjeux, 1999). 

 

5. Répartition nationale de la leishmaniose 

Au Maroc, comme dans la plupart des pays circumméditerranéens, les 

leishmanioses consti tuent un important problème de santé publique. Qu’elles 

soient zoonotiques ou anthroponotiques, cutanées ou viscérales, ces 

affections y sont largement représentées, depuis les montagnes du Rif 

jusqu’aux palmeraies perarides des piémonts de l ’Anti-Atlas. Les études 
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écobiologiques ont révélé la présence simultanée de deux formes 

nosologiques et cl iniques de leishmaniose dans le royaume, à savoir :  

� la leishmaniose viscérale (LV) répartie principalement au Nord du 

Maroc (figure 18) ;  

� la leishmaniose cutanée (LC) observée dans le centre du pays, le Sud 

et le Sud–Est de la chaîne de l ’At las (figure 18) (Rhajaoui, 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18 : Carte de répartit ion de la leishmaniose au Maroc. 

(Rhajaoui, 2009) 

 

2.1. Leishmaniose viscérale 

La LV au Maroc est connue depuis plusieurs décennies. Le premier cas du 

kala-azar infanti le a été décri t à Tanger en 1921 (Remlinger, 1921). Alors 

qu’une LV chez l ’adulte a été rapportée chez une infirmière à Meknès en 

1922 (Kl ippel et al .,  1922). Cette maladie est surtout local isée dans le Nord 

du pays, mais des cas sporadiques ont été observés dans d’autres régions, 

notamment au Sud (Dereure et al. , 1986). La morbidité de la LV f luctue en 

moyenne autour de 152 cas par an (figure 19). 
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Figure 19 : Evolution des cas de leishmaniose viscérale (LV), 

leishmaniose cutanée à L. tropica (LCt) et celle à L. major (LCm). 

(Rhajaoui, 2009) 

 

Le parasite responsable est Leishmania infantum,  dont le zymodème MON 

1 est le plus commun sur le pourtour méditerranéen (Rioux et al., 1982). 

Deux espèces du phlébotome sont incriminées dans la transmission de 

cette forme au Maroc, Phlebotomus ariasi, Phlebotomus perniciosus et P. 

longicuspis (Dereure et al ., 1986 ; Rioux et al. , 1986 ; El Miri , 2009). 

 

2.2. Leishmanioses cutanées 

Les LC humaines ont été subdivisées en deux entités éco-

épidémiologiques différentes: 

� LC due à L. major di te aussi la forme humide ou rurale ;  

� LC due à L. tropica dite aussi la forme sèche ou urbaine. 

 

2.2.1. LC à Leishmania major  

La LC humaine à L. major était connue au Maroc au début du XXème siècle 

par quelques cas sporadiques (Guessouss et al. , 1996; Foley, 1914). Après, 

cette maladie évoluait sous forme d’épidémies alternées dans le temps par 

des périodes d’accalmie, dans lesquel les les zones soumises à une puissante 

pression parasitaire sont vraisemblablement à l ’abri des nouvelles vagues 

épidémiques. Le nombre de cas peut atteindre plus de 2000 cas par an 

(figure 19). 
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La maladie s’observe en zone aride dans les palmeraies des piémonts 

méridionaux de l ’Anti- et le Haut-Atlas. 

Le cycle épidémiologique de cette forme, s’appuie sur la présence dans 

ses sites de répartit ion, d’un rongeur commensal, Meriones shawi grandis. 

Cette gerbil le, inféodée au complexe douar palmeraie, joue le rôle de 

réservoir du parasite (Rioux et al .,  1986). 

La transmission du parasite depuis le réservoir à l’homme se fait par le 

biais du Phlebotomus papatasi abondant dans les douars contaminés (Adler 

et al. , 1941 ; Rioux et al ., 1986). 

Toutes les souches isolées du réservoir,  de l ’homme et du vecteur sont 

identiques et se sont identif iées biochimiquement, comme étant L. major 

MON 25 (Rioux et al ., 1986). 

Les mêmes résultats ont été retrouvés sur des frottis cutanés, en 2007, 

dans les provinces d’Ouarzazate et d’Er-Rachidia (figure 18) (Rhajaoui et 

al. , 2007). 

 

2.2.2. LC à Leishmania tropica 

Le premier cas de LC due à L. tropica a été identif ié en France en 1987 

chez un enfant marocain ayant séjourné à Tanant dans la province d’Azilal 

(Marty et al. , 1989). Depuis lors, les atteintes leishmaniennes dues à L. 

tropica ne cessent pas d’apparaître. Un grand foyer, s’étendant sur une 

superficie d’environ 400 km2 al lant d’Azilal au centre jusqu’à Essaouira à 

l ’Ouest et Agadir-Guelmim au Sud, a été identif ié comme lieu où sévit la LC 

à L. tropica dans notre pays. 

 

2.2.3. LC à Leishmania infantum 

Cette forme a été signalée pour la première fois en France (Rioux et al , 

1980). Depuis, elle a été trouvée dans la plupart des foyers à LV canine et 

humaine du pourtour méditerranéen. Le premier cas marocain a été dépisté, 

dans le Rif central à Taounate. 

Des investigations moléculaires, réalisées en 2007, montrent l ’existence 

de formes cutanées causées par L. infantum. La majorité de ces cas ont été 

enregistrés au niveau de la province de Sidi Kacem (Rhajaoui et al ., 2007). 

Il  s ’agit  de formes sporadiques montrant des lésions uniques, ulcéro-
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crouteuses ou l ipoïdes, évoluant pendant au moins deux ans (Rioux et al. , 

1996). 

 

6. Répartition régionale des leishmanioses 

La situation épidémiologique de la leishmaniose en 2008 peut être 

résumée dans le tableau suivant :  

Tableau 1 : Situation épidémiologique de la LC et LV dans la Région de 

Fès (Année 2008). 

Régions/prov.pref. Leishmaniose 

cutanée 

Leishmaniose 

viscérale 

Fès 9 9 

Moulay yacoub 11 10 

Séfrou 69 9 

Boulemane 49 0 

Total 138 28 

Source : (Direction d’épidémiologie et lutte contre les maladies-RABAT). 

 

Le nombre des cas de la leishmaniose cutanée le plus élevée en 2008 a été 

enregistré à la province de Séfrou (69 cas) suivi de la province de 

Boulemane (49 cas). 

Concernant la leishmaniose viscérale le nombre des cas le plus élevé est 

enregistré à la province de Moulay yakoub (10 cas) suivi successivement de 

la préfecture de Fès et la province de Séfrou avec 9 cas dans chacune (El 

Miri,  2009). 

 

VI.  DIAGNOSTIC DES LEISHMANIOSES  

Le diagnostic de la leishmaniose est orienté par le tableau cl inique selon 

la forme de leishmaniose ; des techniques sérologique, immunologique 

viennent compléter le diagnostic de certi tude qui lui est parasitologique et 

repose essentiellement sur l ’examen parasitologique effectué directement sur 

frott is et après culture. Récemment les techniques de biologie moléculaire se 

développent et le diagnostic moléculaire est possible (Lefichoux et al.,  

1999). 
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1. Cas de leishmaniose viscérale 

Le diagnostic se déroule en trois étapes : 

1.1. Etape séro-hématologique 

Des signes humoraux et hématologiques peuvent indiqués une éventuelle 

leishmaniose i ls associent une vitesse de sédimentat ion (VS) accélérée, une 

augmentation de gammaglobuline, un rapport inversé d’albumine/globuline, 

une anémie modérée à 150 000 GR/mm3, une leucopénie marquée avec moins 

de 4 000 neutrophi les et une trombocytopénie de 100 000 à 150 000 

plaquettes par mm3. 

 

1.2. Etape immunologique 

Plusieurs techniques immunologiques sont uti l isées pour détecter les 

anticorps anti-leishmanies (Ashford et al., 1993.; Harith et al. , 1989.; 

Schneider et al ., 1993).  

 

1.2.1. Agglutination directe (DAT)  

Cette technique est validée comme un test sensible et spécif ique pour les 

investigations de terrain (Boelaert et al. , 1999 ; Ozbel et al. , 2000). 

Le principe consiste à former un précipité visible à l ’œil nu dans des puits 

de plaques de micro-tit rage contenant différentes dilutions du sérum du 

malade et l ’antigène qui provient des cultures des promastigotes in vitro.  

 

1.2.2. Immuno-Fluorescence Indirecte (IFI) 

Ce test permet de visual isé les antigènes promastigotes de culture à l ’aide 

d’un anti anticorps fluorecsent, i l   permet de confirmer la suspection 

clinique et hématologique à plus de 95% des cas des cas de LV. L’épreuve 

est spécifique de genre, bien que des réactions croisées significat ives aient 

été signalées chez des individus infectés avec Trypanosoma cruzi (maladie 

de chagas). 

 

1.2.3. ELISA : l ’Enzyme-Linked Immunosorbent assay 
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La technique ELISA est une technique immuno-enzymatique permet de 

visualiser une réact ion antigène-anticorps grâce à une réaction colorée 

produite par l ’action sur un substrat, d’une enzyme préalablement fixée à 

l ’anticorps anti-immunoglobuline. 

L’ELISA des leishmanies uti l ise un antigène promastigote soluble dans un 

détergent (Tri ton X-100) et protégé par des inhibiteurs de la protéase 

(Mancianti et al ., 1995). 

Plus récemment, un antigène recombinant à partir d’une protéine clonée 

de L. chagasi, appelé rK39, a été signalé comme étant hautement réacti f 

avec des sérums de cas de leishmaniose viscérale humaine et canine. 

L’antigène rK39 est maintenant produit  commercialement sous forme d’un 

test sur bandelette (f igure 20). Ce test montre en cas de posit ivité, une bande 

visible à l ’œil nu en 10 minutes (Dmbele, 1992 ; Bourée et al.,  2008). 

 

 

 

 

 

Figure 20 :  Test de dépistage de la 

leishmaniose viscérale. 

(Bourée et al.,  2008) 

1.3. Etape parasitologique 

L’examen apporte la certitude aux diagnostics. C’est un examen 

microscopique qui se pratique immédiatement après le prélèvement ou 

tardivement après culture (Molyneux et al ., 1983). 

L’examen direct consiste à chercher les amastigotes dans les macrophages 

sur frott is du prélèvement obtenu par ponction médullaire au niveau sternale 

chez l ’adulte et au niveau des apophyses épineuses de la Crète i l iaque ou des 

plateaux tibiaux chez l ’enfant et coloré au May-Grunwald-Giemsa.  

L’examen après culture in vi tro permet de rechercher les promastigotes 

dans des mil ieux de cultures spéciales après un délai d’incubation de une à 4 

semaines  
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Pour l ’examen après culture in vivo, le Hamster (Mesocricetus auratus) 

est l ’animal le plus communément uti l isé (Rioux et al ., 1986). L’animal 

développe des signes de leishmaniose.   

 

2. Cas de la leishmaniose cutanée 

2.1. Diagnostic histologique  

Il  permet la mise en évidence du parasite dans un frott is confectionné à 

partir d’un prélèvement et coloré par le May-Grunwald-Giemsa.  

Le prélèvement est réalisé à la périphérie de la lésion cutanée dans ses 

parties infi l trées, en évitant les zones ulcérées ou surinfectées par les 

bactéries (Genti l ini et al., 1986 ; Degos, 1976). 

 

2.2. Culture des leishmanies  

Une partie du prélèvement cutané peut être ensemencé en culture sur 

mil ieu gélosé (mil ieu NNN-sang) ou divers mil ieux liquides supplémentés. 

Le mil ieu NNN est un mil ieu biphasique constitué par la gélose au sang 

frais de lapin décomplémenté ou non. Elle n’est réalisée que dans les 

laboratoires spécial isés disposant d’un élevage de lapins (Evans et al ., 

1987). 

La culture est lente et nécessite des repiquages hebdomadaires. Une 

culture est dite négative après un mois et demi de repiquage négati f.  

La culture des leishmanies est nécessaire pour le typage enzymatique des 

souches. Elle joue aussi un rôle important pour la confirmation du diagnostic 

parasitologique (Berrebi, 1936 ; Chouihi et al. , 2009). 

 

2.3. Diagnostic moléculaire de la leishmaniose 

Le diagnostic moléculaire de la leishmaniose par la PCR (Polymérase 

chain réaction) à fait  l ’objet de plusieurs études et apparaît plus sensible que 

les autres méthodes de diagnostic classique (Meredith et al .,  1993;  Osman 

et al ., 1997; Bel l i  et al. , 1998., Aviles et al ., 1999.; de Oliveira et al 2003.,  

Marfurt  et al 2003.; Schonian et al ., 2003.; Bensoussan et al.,  2006)  
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La réaction PCR permet d’amplifier in vitro une région spécif ique d’un 

acide nucléique donnée afin d’en obtenir une quantité suffisante pour 

l ’étude. 

Pour se faire, une série de réact ions permettant la répl ication d’une 

matrice d’ADN double brin est répétée en boucle. Ainsi, au cours de la 

réaction PCR, les produits obtenus à la fin de chaque cycle servent de 

matrice pour le cycle suivant, l ’amplif icat ion est donc exponentielle (Boer et 

al. , 2006). 

La phase d’ampli fication par PCR la plus commune est celle de la région 

ITS1 partie transcri te ribosomale interne de Leishmania. Cette région est 

polymorphe chez les différentes espèces de Leishmania, la digest ion de son 

amplicon ITS1 avec les enzymes comme HaeIII,  HhaI, ou Rsal permettent de 

distinguer entre la majorité des espèces (Schonian et al. , 2003 ; Aljawabreh 

et al. , 2004 ; Musso et al. , 1996). 

Il  existe aussi l ’amplificat ion par PCR de l ’ADN du kinétoplaste. L’ADN-

K contient presque 10 000 mini cercles par cellules avec presque 800 paires 

de base dont 200 identiques et 600 différents. Ce nombre élevé de copies 

donne une sensibil i té très élevée pour le diagnostic de ce genre mais 

l ’hétérogénéité des régions diminue de la spécificité de la PCR (Cortes et 

al. , 2004 ; Noyes et al. , 1998). 

D’autres types d’amplification sont aussi uti l isées, on a l ’al lèle spécifique 

pour l ’ identi fication des leishmanies de l ’ancien monde et la technique Real-

t ime Taq Man PCR qui est uti l isée pour déterminer la quantité des 

Leishmanias dans les échanti l lons biologiques (Bell et al. , 2002, Bretagne et 

al. , 2001). 

 

2.3.1. Extraction d’ADN des leishmanies 

� Extraction d’ADN par phénol-chloroforme  

L’extract ion d’ADN se fait par phénol- chloroforme qui est une méthode 

de purif ication minutieuse qui inclut beaucoup d’étape de lyse, de digestion, 

d’extraction et de lavage. (Bensoussan et al. , 2006 ; Schonian et al ., 2003 ; 

Meredith et al.,  1993 ; Osman et al. , 1997). 

� Extraction d’ADN à partir de culture cellulaire par le kit Roche  
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Le principe de cette technique consiste à une homogénéisation de 

l ’échanti l lon avec un tampon de lyse cellulaire en présence d’un fort  

détergent anionique et de la protéinase K. L’élimination de l ’ARN se fai t à 

l ’aide de l ’ARNase. La suppression des protéines est réalisée par 

précipitation sélective et centrifugation. L’ADN purif iée est finalement 

récupérée de la solut ion par précipitation de l ’ isopropanole. 

Cette technique d’extraction d’ADN est caractérisée par sa simplicité, sa 

rapidité et elle permet aussi d’avoir une ADN hautement purif iée qui peut 

être ut i l isée dans les standards PCR, séquençage… (Mil ler et al ., 1988 ; 

Lahiri  et al.,  1993 ; Steinhoff et al.,  1994 ; Barnes et al ., 1994).  

 

2.3.2. Amorces uti l isées 

Il  y’a plusieurs amorces ut i l isées pour la PCR des leishmanies telles que : 

La première paire d’amorces (R221/R332) a été décrite par G.J.J.M. Van Eys 

et al.  en 1992 et L. Lachaud et al.  en 2000. Ce couple d’amorces ampli fie un 

fragment d’ADN de 603 pb, leurs séquences sont les suivantes :  

_ R221 : 5’- GGCCGGTAAAGGCCGAATAG -3’ ;  

_ R332 : 5’- GGTTCCTTTCCTGATTTACG -3’.  

La seconde paire d’amorces (Lei 70L/Lei 70R) a été décrite par Spanakos 

et al en 2002. Ce couple d’amorces amplifie un fragment d’ADN de 345 pb. 

Leurs séquences sont les suivantes :  

_ Lei 70L : 5’- CGCAACCTCGGTTCGGTGTG -3’ ;  

_ Lei 70R : 5’- CGCGGTGCTGGACACAGGGTA -3’.  

La troisième paire d’amorce ITS-219F/ ITS 219S a été décrite par 

Schoenian et al. , 2003 ; Tai et., 2000 et Tai et al., 2001. Ce couple d’amorce 

ampli fie un fragment de (256 – 288) pb. 

Leurs séquences sont les suivantes :  

ITS-219F (5'-AGCTGGATCATTTTCCGATG-3')  

ITS-219R (5'-ATCGCGACACGTTATGTGAG-3’) 

Il  existe d’autres paires d’amorces dans la l i t térature, le choix entre ces 

différents séquences dépend du degré de sensibil i té souhaité et niveau de 

spécificité recherché : genre, espèce ou groupe d’espèces (Le Fichoux et al., 

1999). 
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2.3.3. Séquençage des leishmanies 

Le projet de séquençage de Leishmania a pris forme lors d’une réunion à 

Rio de Janeiro en 1994. De cette réunion est né le Leishmania Genome 

Network, un consort ium de laboratoires impliqués dans la cartographie, le 

séquençage et l ’annotation des génomes et dans les tests fonct ionnels qui en 

découlent. Un projet de séquençage a débuté avec la souche Leishmania 

major MHOM/IL/81/Friedlin (Ouellette et al ., 2002).  

Le séquençage de Leishmania à l ’aide d’un séquenceur (figure 21) équipé 

d’un laser permettant la détection de fluorochrome (et donc le fragment) par 

la longueur d’onde émise. Cette technique consiste à ut i l iser 5 couleurs de 

fluorochrome émettant 5 longueurs d’onde différentes : bleu, rouge, orange, 

vert et jaune. L’orange étant réservé au marqueur de tail le. Le produit de 

PCR ainsi marqué est dilué dans du formamide et additionné d’un marqueur 

de tail le. 

Après passage du fragment amplif ié dans le polymère de capil laire, le 

séquenceur transfère les données à l ’ordinateur ou i ls sont analysés par un 

logiciel (Hide, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Séquenceur. 

(www.biomedicale.univ paris5.fr/ i fr95/ images/appareil_sequenceur2.gif) 
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VII.  TRAITEMENT DE LA LEISHMANIOSE  

La thérapeutique des leishmanioses est dominée, depuis le début du 20ème 

siècle, par les dérivés stibiés qui demeurent, encore de nos jours les 

médicaments de première intent ion.  

Toutefois, au cours de la co-infection LV/VIH, ou dans des cas de 

résistance fréquente aux antimoniés (LCM, kala-azar est-africain ou indien), 

l ’amphotéricine B « très chère » tend à s’imposer en première intention, 

surtout sous sa forme encapsulée dans les l iposomes (Dedet, 1999). 

 

 

 

 

3. Médicaments 

1.1. Médicaments uti l isés à l ’échelle mondiale  

1.1.1. Sels d’antimoine pentavalents (SbV) 

Les deux produits disponibles de nos jours sont l ’antimoniate de N-méthyl  

glucamine, commercialisé sous le nom de Glucantime® et le stibogluconate 

de sodium ou Pentostam® (Escomel, 1917 ; Berman, 1988 ; Badaro et al ., 

1990). 

Chimiquement voisins, l ’un résulte d’une l iaison à un sucre, le méglumine 

(Glucantime®) et l ’autre d’une réaction entre antimoine et l ’acide 

gluconique (Pentostam®). Ils ont une teneur en antimoine distincte, de 8,5% 

pour le Glucantime® (8,5 mg/ml) et de 10% pour le Pentostam® (10 mg/ml). 

Leur mécanisme d’action n’a jamais été exploré et demeure mal connu. 

L’antimoine a une action inhibitrice sur la synthèse de l ’ATP, sur 

l ’oxydation glycolitque et sur celle des acides gras (Berman, 1988). 

L’efficacité des antimoniés dans le traitement des leishmanioses est 

confirmée par plus d’un demi-siècle d’ut i l isat ion. Pourtant ces produits ont 

fai t l ’objet de recommandation d’emploi très diverses, pour tenter 

d’améliorer leur efficacité  et de diminuer leurs effets toxiques. 

Le défaut de réponse aux antimoniés de certains formes de leishmaniose a 

été signalé à maintes reprises dans certains foyers endémiques de LV et de 

LCM. Il  ne saurait  toutefois être automatiquement rapporté à une résistance 
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de la souche de parasite, en raison de la mult ipl icité des protocoles 

thérapeutiques employés et de la variation des doses d’antimoine 

administrées. Pourtant, des souches authentiquement résistantes aux 

antimoniés ont été isolées des patients non répondeurs au traitement (Falcofe 

et al. , 1993). 

 

 

1.1.2. Sels de pentamidine : Isethionate de pentamidine : 

PENTACARINA® 

La pentamidine est une diamine aromatique synthétisée dès la fin des 

années 1930. Il  en existait deux sels : le mésylate de pentamidine, dont la 

spécialité, la lomidine®, a été retirés du marché en 1990 et n’existe plus que 

pour l ’usage vétérinaire, et l ’ iséthionate de pentamidine®, commercial isé 

sous le nom de pentamidine® et plus récemment de pentacarinat® 

(Pradinaud et al .,  1991).  

La pentamidine inhibe la synthèse d’ADN parasitaire par blocage de la 

thymidine synthétase et par fixat ion d’ARN de transfert.  

Le mésylate de pentamidine a été largement uti l isé dans le trai tement et la 

prévention de la trypanosomose humaine africaine. Dans le domaine des 

leishmanioses, i l  a été principalement employé comme médicament alternati f 

de la LV infanti le, en cures alternées avec le Glucatime®, ou encore comme 

drogue de première intension dans le trai tement de la LC à L. guyanesis en 

Guyane française (Pradinaud et al ., 1991). 

Le pentacarinat® correspond à une nouvelle présentation de l ’ iséthionate 

de pentamidine couramment uti l isé antérieurement sous le nom de 

penatmidine® dans le traitement de diverses formes viscérales et cutanées de 

leishmaniose en Inde et en Afrique de l ’Est. 

L’efficacité du mésylate paraissait légèrement supérieure à celle de 

l ’ iséthionate, avec cependant un effet diabétogène plus marqué (Soto-

mancipe et al ., 1993). 

 

1.1.3. Amphotéricine B 
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Antibiotique polyénique isolé en 1955 d’uns Streptomyces du sol, 

l ’amphotércine B est un anti fongique puissant uti l isé dans le traitement des 

mycoses systémiques. Son statut évolue actuellement de produit  al ternati f  

pour les leishmanioses résistantes aux antimoniés, à celui d’anti-leishmanies 

de première intention au cours de la leishmaniose viscérale de 

l ’ immunodéprimé ou de la leishmaniose muqueuse. C’est un heptaène dont la 

formule brute est C46 H73 NO20 (Thakur et al ., 1993). 

 

L’amphotéricine B inhibe la déméthylation du lanostérol qui s’accumule 

de façon anormale et provoque des modificat ions de la perméabil i té de la 

membrane parasitaire entraînant une perte de substances vitales. Elle agirait 

en outre également sur les macrophages en stimulant leur production et en 

augmentant leurs capacités phagocytaires. 

L’amphotéricine B est un anti leishmanien très puissant, dont l ’efficacité 

chez le Hamster expérimentalement infecté est supérieure à celle des 

antimoniés. 

Une formulation récente de l ’amphotéricine B encapsulée dans un 

l iposome unilamellaire est disponible depuis peu d’annés (AmBisome®). 

Elle consiste dans l ’ incorporation l ’amphotéricine B dans la bicouche 

membranaire d’un l iposome, par une association non covalente avec les 

phosphol ipides et le cholestérol composant cette membrane. 

L’amphotéricine B encapsulée ne se dissocie pas des l iposomes en mil ieu 

aqueux. Elle demeure dans la circulation générale, d’où el le est captée par 

les cellules du système réticulo-histiocytaire. Le produit s’accumule dans les 

t issus infectés et les cellules, en particulier les macrophages. 

L’amphotéricine B encapsulée interagit de façon minime avec les cellules de 

mammifères. Ses modalités d’action sur les Leishmania sont supposées être 

les mêmes que cel les de l ’amphotéricine B conventionnelle (Dedet et al .,  

1999). 

  

1.1.4. Aminoside sulfate 

L’aminosidine est un antibiotique aminoside naturel à noyau 

deoxystreptamine, produit  par un Streptomyces. 



DEDICACES 

 

Le mode d’action de l ’aminosidine est analogue à celui de la 

streptomycine, i l  agit en inhibant la synthèse de protéines parasitaires par 

l iaison au ribosome (Thakur et al. , 1992). 

 

1.1.5. Allopurinol 

L’allopurinol est un analogue structural de l ’hypoxanthine couramment 

uti l isé dans le traitement de l ’hyperuricémie. 

L’allopurinol intervient dans le métabolisme des purines en s’incorporant 

à l ’ARN parasitaire pour lequel i l  a un effet létal (Dedet et al . , 1999). 

 

1.1.6. Imidazolés 

Les dérivés imidazolés constituent une famille particulièrement fournie 

d’anti fongiques de synthèse. Certains d’entre eux, dont le kétoconazole ou 

Nizoral® et l ’ intraconazole ou sporanox®, sont crédités d’une activité 

anti leishmanienne pas toujours définit ivement établie. 

 

Les imidazolés inhibent le cytochrome P450, bloquant la synthèse des 

stérols membranaires. Leur activité abouti t à une désorganisation interne des 

organelles aboutissant à la mort cellulaire (Dedet et al.,  1999). 

 

1.1.7. Interféron gamma 

L’interféron gamma (IFNγ) est une lymphokine produite naturel lement par 

les lymphocytes T helper et les cellules tueuses NK après stimulation par 

certains antigènes ou mitogènes. Il  possède de nombreuses propriétés 

immunodulatrices, dont l ’activation des macrophages. L’ interféron gamma 

1-b recombinant humain est actuellement produit industriel lement par génie 

génétique chez E-coli et uti l isé en association pour réduire les infections 

graves chez les patients présentant une agranulocytose chronique (Murray et 

al. , 1988 ; Falcofe et al ., 1993). 

 

1.2. Médicament uti l isé à l ’échelle nationale  
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Le médicament uti l isé au Maroc pour le traitement de la LC est sous 

forme d’une injection intra-lésionnelle ou une injection intramusculaire 

profonde de glucantime. Ce médicament est pris en charge par l ’état (OMS, 

1997).  

 

4. Vaccination 

Face au fléau que représentent les leishmanioses, une seule mesure 

apparait opportune : la prévention par une vaccination efficace et sans 

complication secondaires (Cruz- cubas et al ., 1999). 

 

La voie de la « leishmanisation », inoculation de parasites vivants, est 

actuellement très étudiée. En effet,  les personnes atteintes d’une 

leishmaniose dans le passé, se trouvent immunisées contre les nouvelles 

infections. 

 

De cette constatation est née l ’ idée que l ’ inject ion des parasites vivants 

pouvait conduire au même résultat. Différentes formes d’inoculation 

(Gradoni, 2001) ont donc été étudiées :  

� Des parasites atténués ou tués (Kenney et al. , 1999) ;  

� Des fractions purifiées de lysats parasitaires (Dunan et al ., 1989) ;  

� Des protéines recombinantes (Mitchell  et al, 1986 ; Rafati et al. , 

2000) ;  

� Des peptides synthétiques (Spitzer et al.,  1999) 

� Des vaccins d’ADN (Melby et al. , 2000). 

Mais à ce jour, aucun vaccin n’est commercialisé. 
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Notre travail  comporte deux types d’études :  

Une étude rétrospective qui a pour objectif d’étudier l ’évolut ion des cas 

posit i fs de la leishmaniose cutanée au niveau de LRDEHM de la préfecture 

de Fès et la province de Moulay yacoub) durant l ’an 2009 et une étude 

prospective comportant quatre volets :  

� Une description clinique des lésions ;   

� Un diagnostic histologique ;  

� Une culture des leishmanies ;  

� Un diagnostic  moléculaire. 

 

LIEU D’ETUDE 

Le laboratoire Régional de Diagnostic Epidémiologique et d’Hygiène du 

mil ieu de la délégation médicale de la préfecture de Fès est désigné par le 

ministère de la santé pour faire le diagnostic microscopique de la 

leishmaniose cutanée concernant la préfecture de Fès et la province de 

Moulay yacoub. Il  reçoit des hôpitaux et des dispensaires de toute la région 

les lames des malades ayant une lésion cutanée suspecte d’une 

"leishmaniose". Certaines fois le laboratoire reçoit les malades référés par 

leurs médecins traitant pour réalisation d’un frottis de la lésion.  

 

TYPE D’ETUDE 

I.  ETUDE RETROSPECTIVE 

L’étude rétrospective concerne l ’analyse des donnés et des résultats des 

prélèvements cutanés examinés au LRDEHM durant l ’année 2009.  

 

Ces donnés proviennent des registres de leishmaniose cutanée dûment 

conservés au sein du laboratoire;  
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Le traitement statist ique est réalisé par le Logiciel Epi info conçu par 

l ’organisation mondiale de la santé (figures 22 et 23). La réalisat ion des 

graphes est faite par le logiciel Excel. 

Figure 22 : Interface du logiciel Epi info. 

Les variables uti l isées dans le saisi  des données sont : Date de 

prélèvement, préfecture ou la province, centre de santé, date de réception, 

adresse, code de laboratoire, numéro de la lame, Nom et Prénom, âge, sexe, 

mil ieu, dépistage, année, mois et opérateur. 

Figure 23 : Gril le de saisie de données. 

 

II.  ETUDE PROSPECTIVE  
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Le matériel biologique sur lequel le diagnostic histologique et moléculaire 

se fait provient du suc dermique prélevé à partir des lésions. 

Pour notre étude moléculaire nous avons confectionné pour le prélèvement 

biologique trois échanti l lons :   

*Un frott is mince sur lame ; 

*Un prélèvement sur tube éppendorf ;  

*Et un prélèvement sur le mil ieu de culture NNN. 

Technique de prélèvement 

Le prélèvement est effectué à la périphérie de la lésion cutanée, en évitant 

les zones ulcéreuses ou surinfectées par des bactéries selon la technique 

suivante:   

� L’ulcérat ion cutanée est soigneusement désinfectée avec de l ’eau 

physiologique stéri le après avoir enlevé la croûte qui la recouvre.  

� La lésion est séchée à l ’aide d’un coton.  

� Le revêtement cutané est raclé à l ’aide d'un vaccinostyle en allant de 

plus en plus profondément jusqu’à la sérosité plus au moins teinté du sang, 

� Le produit de raclage est déposé dans des tubes éppendorf qui seront 

congelés à -20°C. 

� Une légère pression est effectuée à l ’aide de vaccinostyle, pour récolter 

la sérosité dans : 

*Une boite de pétri stéri le contenant 1 ml de l ’eau physiologique stéri le et 

0,5 à 1 ml des antibiotiques (pénicil l ine et streptomycine). Ce mélange est 

ensemencé  dans le mil ieu de culture NNN; 

*Sur des lames, le produit  du raclage est étalé très finement à l ’aide d’une 

autre lame est un frott is mince est confectionné. Les lames sont numérotées 

à l ’aide d’un graveur 

Le frott is fera l ’objet de l ’examen histologique effectué au laboratoire 

puis contrôlées par le laboratoire de référence de la leishmaniose à l ’ INH de 

Rabat. Ces lames sont mensuellement envoyées avec leurs fiches de 

renseignement (annexe 1). 

La plaie est de nouveau nettoyée en mettant une pommade, et couverte  

avec une compresse stéri le fixée par du sparadrap. 

1. Description clinique 
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La descript ion clinique fait partie du diagnostic de la leishmaniose. Elle 

est réalisée grâce à un interrogatoire précis (fiche signalétique annexe 2) et 

donne en plus de la description de la lésion cutanée des informations 

supplémentaires sur : 

� Le Nombre de lésion, unique ou multiple ; 

� L’aspect de lésion, sèche ou humide ; 

� La localisation de lésion, partie couverte ou découverte ;  

� Les informations cliniques concernant la période d'infestation, la 

période d’incubation, l ieu d’infestation et la période d’état de la 

maladie ;  

 

2. Diagnostic histologique  

L’examen histologique est réalisé pour les frott is cutanés étalés sur les 

lames en uti l isant un microscope optique. 

Ces frott is sont tout d’abord fixés sur les lames et colorés par le colorant 

May-Grunwald-Giemsa. 

 

2.1. Technique de coloration 

 Les frott is cutanés ainsi réal isés sont colorés aux colorants MGG par 

la procédure suivante :  

� L’étalement est fixé par l ’alcool méthyl ique (méthanol absolu) 

pendant 2 à 5min ;  

� Le frott is fixé est coloré pendant 30 à 60 minutes par la solution de 

Giemsa diluée à 3 ou 10 % dans de l ’eau dist i l lée ou dans une solution 

physiologique tamponnée à pH = 6,8. A noter que Le flacon de la solution 

mère de Giemsa doit être fermé hermétiquement et garder à l ’abri de la 

lumière et le Giemsa dilué est uti l isable pendant environ 8 heures, par 

conséquent, nous préparerons la dilution le jour même où elle sera uti l isée ;  

� le frott is coloré est Lavée délicatement à l ’eau du robinet (débit  

faible) pour enlever l ’excès du colorant ;  

� Les frott is sont séchés à l ’air l ibre en les posant vert icalement sur un 

portoir ;  
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� L’examen des frott is se fai t au microscope optique avec un objectif  de 

100. 

 

2.2. Conservation des lames colorées  

La conservation des lames est effectuée en uti l isant l ’EU KIT dilué par le 

toluène ou le xylène selon la procédure suivante :  

�  Deux gouttes du conservateur dilué sont déposées sur le frott is, 

�  La lame est couverte avec une lamelle en évitant la formation des 

bulles d’air puis séchée. 

 

3. Culture des leishmanies  

Les cultures des leishmanies dans le mil ieu NNN sont contrôlées et 

repiquées chaque semaine pendant une période de 6 semaines. L’ incubation 

de la culture se fait dans une étuve réfrigérée à une température avoisinante 

les  23°C. Une culture est considérée négative si elle reste négative jusqu’à 

la 6ème semaine. 

 

3.1. Contrôle   

Le contrôle des cultures a pour but de véri fier s’il  y’a une contamination 

par des bactéries ou des champignons. 

 

Ce contrôle est réalisé chaque semaine en mettant une goutte de la culture 

entre lame et lamelle et son observation à l ’aide d’un microscope (objecti f 

40). 

 

3.2. Repiquage 

Le repiquage est réalisé hebdomadairement en prélevant une goutte de la 

culture à l ’aide d’une pipette pasteur stéri le que nous avons déposé dans un 

nouveau mil ieu de culture NNN. 
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4. Diagnostic moléculaire 

 L’ identi ficat ion moléculaire est basée sur l ’extraction de l ’ADN suivie de 

l ’ampli ficat ion du gène de l ’ARN par PCR (Polymerase Chain Reaction)  en 

uti l isant les amorces suivantes : AlmIts 1F, AlmIts 1R (tableau 2). 

Tableau 2 : Séquences nucléotidiques des amorces ;  

Amorces Séquence nucléotidique 

AlmIts 1F 5’ -TGATACCACTTATCGCACTT-3’ 

AlmIts 1R 5’ -CTGGATCATTTTCCGATG-3’ 

 

Les produits de la PCR sont ensuite séquencés. En vue de l ’ identif ication 

taxonomique, les séquences ainsi obtenues sont comparées avec une base de 

données existante dans le programme BLASTN. 

 

4.1 . Extraction de l ’ADN génomique  

L'ADN génomique est recherchée dans les prélèvements indirects sur les 

frott is cutanés fixés et colorés et sur les prélèvements cutanés directs  

déposés dans les tubes éppendorf  conservés à -20°C et sur la culture.   

L’optimisation du protocole d’extraction d’ADN génomique des 

leishmanies est réalisée par deux méthodes différentes :  

 

4.1.1. Extraction d’ADN par phénol-chloroforme-alcool 

 L’extract ion d’ADN par phénol chloroforme est une méthode de 

puri fication minutieuse qui inclut des étapes de lyse, de digestion et de 

séparation d'ADN; el le se réalise selon la technique suivante :  

� sur le matériel t issulaire adhérant sur la lame, 100 µ l du tampon de lyse 

(annexe 3) sont ajoutés. Avec un cône stéri le le frott is est gratté et la 

suspension est aspirée puis transférée dans un tube éppendorf marqué. Ce 

processus est répété une deuxième fois. 

� A ce mélange, 3µ l de protéinase K (20mg/ml) sont ajouté puis i l  est 

incubé toute la nuit à 60°C. 

� Après incubation, 200µ l de phénol sont ajoutés puis le mélange vortexé 

pendant 2-3 minutes  est centri fugé à 14 000rpm ou plus pendant 3 minutes.  
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� Trois parties se forment la phase organique, l ’ interface et la phase 

aqueuse.  

� La phase aqueuse contenant l 'ADN est transférée soigneusement par 

pipetage en mettant le cône contre le bord du tube incliné et sans toucher 

l ’ interface dans un tube stéri le contenant 200µ l de chloroforme.  

� Vortex et centri fugation comme auparavant. 

� La phase aqueuse est transférée à nouveau dans un tube stéri le 

contenant le 1/10éme du volume d’acétate de sodium 3M ou NaCl 5M et on 

ajoute 2,5 du volume d’éthanol 96% (500µ l).  

� Incubation pendant 30 minutes ( le mieux toute la nuit) à -20°C pour 

permettre au précipité d’ADN de se former. 

� Après Centrifugation à 4500 rpm pendant 10 à 30 minutes, le 

surnageant  est aspiré en faisant attention à ne pas toucher le culot d’ADN, 

qui peut être invisible. 

� L’éthanol à 70% (300µ l) est rajouté au culot puis centri fugé pendant 5 

minutes et le culot obtenu est laissé ouvert pendant une heure dans l ’étuve à 

37°C jusqu’à ce que les dernières traces d’éthanol soient évaporées. 

� Dissolution du culot d’ADN dans 50µ l dans d’eau bi-disti l lée ou dans 

du tampon TE (annexe 3). 

�  Les échanti l lons d’ADN di lués sont stockés à -20°C jusqu’à uti l isation. 

 

4.1.2 Extraction d’ADN par choc thermique 

Technique alternative à la lyse chimique, uti l isée pour l ’extraction d’ADN  

des bactéries et des champignons; elle se base sur une série  de passage des 

échanti l lons du froid au chaud. 

 

La procédure uti l isée est la suivante :  

� Les prélèvements directs dans les tubes éppendorf  et les frott is 

colorés sont mis en suspension en ajoutant 100 µ l de l ’eau dist i l lée stéri le à 

chaque un. 

�  Les mélanges sont incubés une heure à -20°C puis transférés dans un 

bain marie à 80°C pendant 5 minutes. Après i ls sont incubés une autre fois 

à -20°C pendant 30 minutes ensuite transférés à 80°C. Ce processus est 

répété  deux fois puis une centri fugation pendant 10 minutes à 7000 rpm  



DEDICACES 

 

donne un surnagent contenant normalement de l ’ADN, 2 µ l du surnageant 

est uti l isé pour la réaction d’ampli ficat ion (PCR). 

 

4.2. Amplif ication par PCR  

La PCR (Polymerase Chain Reaction) fut inventée par K.Mull is et 

brevetée en 1985. Son principe repose sur l ’uti l isation de l ’ADN 

polymérase, i l  s’agit d’une réplication in vitro de séquences spécifiques 

d’ADN. 

  

Cette méthode permet de générer à des dizaines de mil l iards 

d’exemplaires un fragment d’ADN particulier (la séquence d’intérêt, ADN 

d’intérêt ou ADN cible) à partir d’un extrait d’ADN (ADN matriciel).  

 

4.2.1. Amorces spécif iques  

Les amorces uti l isées sont des amorces universelles ampli fiant la région 

ITS de l ’unité ribosomique. 

 

 Cette région est une zone assez bien conservée à l’ intérieur d’une même 

espèce, mais elle est variable d’une espèce à une autre et constitue un bon 

indicateur taxonomique à l ’échelle de l ’espèce.  

Pour cette raison, cette zone a été amplif iée pour confirmer le diagnostic 

précédent. 

 

Tableau 1 : Séquences nucléotidiques des amorces 

Amorces Séquence nucléotidique 

AlmIts 1F 5’ -TGATACCACTTATCGCACTT-3’ 

AlmIts 1R 5’ -CTGGATCATTTTCCGATG-3’ 

 

4.2.2. Réactifs de la PCR 

La réaction de PCR a été réalisée dans des tubes éppendorf dans un 

thermocycleur. 

Le mélange réactionnel est effectué tel que présenté dans le tableau ci-

dessous : 
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Tableau 3:  Mélange réactionnel de la réaction du PCR pour un échanti l lon ;  

Composants        Volume   Concentration f inale 

Tampon Taq (10X) 5 1 X 

MgCl 2 (25mM) 2,5 1,25 mM 

dNTPs (1mM) 1 0,02 mM 

AlmIts 1F (20pmol/µ l) 1 0,4 pmol/µ l 

AlmIts 1R (20pmol/µ l) 1 0,4 pmol/µ l 

Taq polymérase (5U/µl) 0,5 0,05 U/µ l 

Eau 34   - 

ADN 5 - 

Volume final 50 - 

 

4.2.3 Amplif ication 

L’ampli fication de l ’extrait d’ADN a été réalisée dans un thermocycleur 

Applied Biosystems 2720. 

Le programme est donné par le tableau suivant :  

 

Tableau 4 : Programme d’amplification des leishmanies. 

Nombre de 

cycle 

Dénaturation Hybridation Elongation 

Cycle ini tial  2 min. 95° C 0 0 

32 cycles 20 sec. 95°C 30 sec. 53°C 1 min. 72°C 

Cycle f inal 0 0 6 min. 72°C 

 

Les produits amplif iés sont ensuite analysés par électrophorèse sur gel 

d’agarose à 1,2 %. 

 

4.3. Electrophorèse sur gel d’agarose 

Le but de l ’électrophorèse sur gel horizontal est la séparation des 

fragments d’ADN, leur détection par intercalation avec le bromure 

d’éthidium et leur visual isation sous de faibles UV.  
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* L’électrophorèse sur gel d’agarose précède la PCR pour les échanti l lons 

d’ADN extraits par phénol- chloroforme- alcool dans le but est de s’assurer 

que l ’ADN a été bien extrait.  

 

4.3.1. Préparation du gel 

Une solution d’agarose à 1,2% est préparée dans du TAE 1 X à partir 

d’une solution TAE 50 X (annexe 3). 

Ce tampon est le même uti l iser pour la migration. La solution a été 

chauffée avec agitation jusqu’à dissolution complète de l ’agarose, puis 

refroidie pour ajouter 2µ l de BET (Bromure d’éthidium) (annexe 3), Le gel a 

été ensuite coulé dans une moule avec peigne à 16 cupules. Après 

solidi fication, le gel a été placé dans une cuve d’électrophorèse contenant du 

tampon TAE 1fois. 

 

4.3.2. Dépôt des produits d’amplif ication 

10 µ l du produit d’ampli fication a été mélangé avec une solution de 

charge (annexe 3), puis déposé dans les puis du gel. La solution de charge 

contient :  

� Un marqueur de mobil i té qui est le bleu de bromophénol et qui permet 

de suivre la migration, 

� Un alourdisseur « glycérol » qui permet d’entraîner l ’ADN au fond des 

puits. 

 

4.3.3. Migration 

La migration a été réalisée au moyen d’un générateur de courant pour 

l ’électrophorèse. Le courant a été réglé premièrement à 70 volets pour 

permettre la sortie de l ’ADN des puits, ensuite à 50 volts pour la migrat ion. 

Celle-ci  a été arrêtée lorsque le produit atteint une distance considérable. 

 

4.3.4. Visualisation 

La visualisation de l ’ADN a été permise grâce à un colorant fluorescent  

BET déjà ajouter à la solution d’agarose. Ce composé possède la propriété 

de s’intercaler entre les paires de bases des acides nucléiques. 
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On peut aussi plonger le gel d’agarose après migration dans une solut ion 

de BET 0.5µ g/ml pendant 15mn puis le laver avec de l ’eau disti l lée. 

 

4.4.  Séquençage d’ADN 

Le séquençage de l 'ADN , consiste à déterminer l 'ordre d'enchaînement des 

nucléotides d’un fragment d’ADN donné i l est réalisé par les responsables 

au centre de recherche CURI de Fès selon le protocole suivant. 

 

Les produits de PCR sont purifiés à l ’aide de bil les magnétiques est ut i l isé 

pour la réaction de séquençage. Celle-ci est réalisée selon la technique 

automatisée de Sanger. Cette méthode consiste à réaliser une amplif ication 

spécifique (PCR) dans laquelle on uti l ise des didésoxynucléosides 

monophosphate (ddNMP) généralement marqués par des fluorochromes. Ces 

dérivés ne possèdent pas une fonction OH en posit ion 3’ du désoxyribose. 

 

L’ incorporation de l ’un des didésoxynucleotides par l ’ADN polymérase 

bloque l ’al longement de la molécule d’ADN en cours de copie. On aura donc 

toute une famille de fragment d’ADN synthétisés avec des longueurs 

différents selon qu’un désoxynucléotide ou un didésoxynucléotides a été au 

hasard incorporé. Dans tout les cas, toutes les molécules se terminent 

obligatoirement par un ddNMP. 

 

Ces fragments sont séparés par électrophorèse selon leur longueur, les 

petits migrent en premier. Le pouvoir discriminant du gel de polyacrylamide 

est tel qu’i l  permet de différencier des brins d’ADN ne différent en longueur 

que par un seul nucléotide. Le gel est alors lu par une base A, T, C, G.  

L’uti l isation d’un logiciel informatique permet de fournir un tracé 

électrophorétique avec des couleurs différentes pour chaque base 

élémentaire. 

 

4.5. Analyse bioinformatique des séquences 

Les séquences d’ADN ribosomiaux ITS1 obtenues sont alignées avec les 

séquences nucléotidiques du même ADN de la base de données du Centre 
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National de l ’ Information pour la Biotechnologie (NCBI) disponible en l igne 

via le programme BLASTn. 
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CHAPITRE .I. ETUDE RETROSPECTIVE ET PROSPECTIVE 

   

III.  ETUDE RETROSPECTIVE  

L'étude rétrospective concerne les cas de la leishmaniose cutanée 

enregistrés dans le Laboratoire Régional de Diagnostique Epidémiologique 

et d’Hygiène du Mil ieu de la préfecture de Fès durant l ’an 2009. 

 

Elle comporte des précisions sur le type de dépistage, la date de 

recrutement, la provenance le sexe et l ’âge. 

 

Au total, le LRDEHM a enregistré 194 prélèvements pendant l ’an 2009; 

parmi eux 77 cas, représentés par 44 femmes et 33 hommes, sont posit i fs en 

diagnostic histologique (soit 39,70% des prélèvements) (tableau 5). 

 

Tableau 5 : Recensement des lames de frott is cutanés examinées par le 

LRDEHM durant l ’an 2009 en fonction du sexe. 

Sexe 
Résultats 

Total 
Positif  Négatif  

Féminin Effectif   44 68 112 

Homme Effectif   33 49 82 

Total 
Effectif   77 117 194 

Pourcentage  39,70% 60,30% 100% 

 

En se comparant à une étude rétrospective antérieure de 2000 à 2008 

réalisée au LRDEHM de Fès (Bendriss et al. , 2009) (f igure24). 

 

Nous avons constaté que ce taux de posit ivité en diagnostic histologique 

ne dépasse guerre celui de 40,2% enregistré en 2001. 
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Figure 24 : Taux de posit ivité des lames de la LC examinées par le 

LRDEHM entre 2000 et 2009 

 

Figure 25 : Répartit ion  des lames de la LC examinées par le LRDEHM 

entre 2000 et 2009. 

 

Cette faible proportion des cas posit i fs par rapport au nombre des 

prélèvements à tester (f igures 24 et 25) peut avoir plusieurs explications 

dont :  

� La diff iculté de l ’examen clinique posé par les médecins; en effet les 

lésions données par les leishmanies peuvent se confondre avec d'autres 

dermatoses de type mycose ou tuberculose d'où l ’ intérêt d'effectuer un 

examen différentiel;  

� La qualité du prélèvement qui demande un soin et une pratique 

rigoureuse ; 
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� La qualité de la coloration ; qui est l iée à la qualité du colorant et au 

pH de l ’eau disti l lée uti l isée pour la préparat ion de la solut ion de 

coloration ;  

� La lecture microscopique qui nécessite une grande expérience. Mais 

cette dernière hypothèse peut être éliminé par la double lecture des lames. 

 

1. Répartition des cas de la LC selon le type de dépistage 

 

 

 

 

 

Figure 26 : 

Répartit ion des cas 

de la LC en 

fonction de type de dépistage durant l ’année 2009. 

D’après la figure 26, nous constatons qu’i l  y’a une dominance de 

dépistage passif avec 73 cas, soit 94,80% par rapport au dépistage acti f qui 

est enregistré uniquement pour un cas. Ceci peut être expliqué par le fai t que 

la préfecture de Fès et la province de Moulay yacoub ne représentaient pas 

des zones d’épidémie pour réaliser un dépistage actif .  

 

2. Répartition des cas de la LC par mois  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27 : Répartit ion mensuelle des cas de la LC durant l ’année 2009. 
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En générale, les cas de la  leishmaniose sont enregistrés toute l 'année 

(f igure 27).  Cependant, durant la saison pluvieuse (septembre-février)  54 

cas ont été enregistré soit  70,13% du total de l ’année, alors que pendant la 

saison chaude (mars-aout) le nombre des cas enregistré est 23 soit  29,87%. 

Plus précisément ce sont les mois d'octobre et de novembre qui 

enregistrent le plus grand nombre de cas posit ifs avec respectivement 12 et 

13 cas;  par contre durant les mois de mai, février et d’août, nous avons 

observé les chiffres les plus faibles, avec respectivement 0, 1 et 1 cas 

(f igure 27).  

Ces résultats peuvent être en rapport avec l ’activité du vecteur et le 

délai d'incubation de l ’hôte. En effet le  vecteur ne s 'active qu'en période 

chaude de mars à avri l  (OMS, 1997) d’autant plus i l  a été démontré qu’à Fès 

le phlébotome n'apparaît  qu'à partir du mois de mai (El-Miri,  2009), donc 

c’est après une incubation de 1 à 4 mois selon les individus et leur 

immunité (OMS, 1997) que la LC se manifeste d’où le nombre élevé des cas 

posit ifs durant les mois de septembre à janvier.  

 

3. Répartition des cas de la LC selon la provenance 

3.1. Répartition des cas de la LC selon les provinces 
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ion des cas de la LC par province durant l ’année 2009. 
La figure 28 montre que, la majori té des cas posit ifs examinés 

proviennent de la préfecture de Fès avec 50 cas. Cependant, sur ces 50 cas, 

45 sont des cas importés, cela veut dire que les personnes ont séjourné en 

dehors de Fès et que l ' infestation s'est produite ail leurs et cinq cas sont 

autochtones autrement dit  les malades n'ont pas quitté Fès.  

Ce dernier résultat montre que Fès est aussi une région endémique et i l  se 

peut que des cas asymptomatique réservoir existent. 

Les cas provenant de la vi l le Boulemane et les autres provinces sont 

uniquement des cas référés par leurs médecins traitant vers le LRDEDM et 

par conséquent i ls ne reflètent pas la réalité de la situation épidémiologique 

de ces provinces. 

 

Nous avons enregistrés également d’autres cas qui proviennent d’autres 

vil les en hors de la région Fès-Boulemane, à savoir :  

- Dakhla (1cas), 

- Errachidia (3 cas), 

- Taounate (1 cas), 

- Taza (3 cas), 

 - Rabat (1 cas). 

 

3.2. Répartition des cas de la LC selon le milieu 
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Figure 29 :  Répart it ion des cas de la LC selon le mileu durant la l ’année 

2009.  

Sur les 77 cas de la LC nous avons dénombré 48 cas provenant du milieu 

urbain (soit  62,34%) et 29 cas provenant du milieu rural (soit  37,66%).  

Nous constatons donc que les cas de la LC ont été d’origine urbain plus 

que d’origine rural,  avec une différence de 24,68% (figure 29). 

 

4. Répartition des cas de la LC selon le genre 

4.1. Répartition des cas de la LC selon le sexe 

 

 

 

 

 

Figure 30 : 

Répartit ion des 

cas de la LC selon 

le sexe durant l ’année 2009. 

 

Sur les 77 cas posit ifs de leishmaniose cutanée, 44 sont représentés par 

des femmes (soit 57,14 %), ce qui montre une prédominance de leishmaniose 

féminine (figure 30). 

Ce résultat est semblable à celui rapporté par :  

� Chiheb et al. Au nord du Maroc en 1999, qui ont détecté que 56 % des 

patients ont été de sexe féminin. 

� Traore et al. en 2001 à Ouagadougou, qui ont trouvé 50,3% de sujets 

de sexe féminin. 

 

4.2. Répartition des cas de la LC selon les tranches d’âge 
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Figure 31 : Répartit ion des cas de la LC selon les tranches d’âge durant 

l ’année 2009. 

 

Toutes les tranches d'âges peuvent être touchés (figure 31); néanmoins ce 

sont les jeunes enfants de [0-10] ans qui sont les plus représentés avec 24 

cas soit 31,17% de l ’ensemble des cas, viennent ensuite les autres tranches 

d’âges de [11 à 20], [21 à 30], [31 à 40] et [>60] alors qu'une baisse 

s'observe chez les personnes de [41-50] ans. 

Ce résultat peut être expliqué par le fait  que dans les tranches d’âge [0-

10] et [>60] les enfants et les personnes âgées possèdent une faible 

immunité; alors que dans les autres tranches d’âge de [11 à 20], [21 à 30], 

[31 à 40] se trouvent les personnes acti fs qui peuvent facil i ter l ’exposit ion à 

la piqure par les phlébotomes. 

 

5. Contrôle de la non-conformité des lames examinées par le 

LRDEHM 

Sur 194 lames examinées par le LRDEHM et contrôlées par le laboratoire 

de référence de l ’ INH de Rabat durant l ’an 2009, i l y’a 24 lames non 

conformes soit un pourcentage de non-conformité de 12,37%. Concernant les 

années 2007 et 2008, ce pourcentage était  de 0,65% et 10,2% respectivement 

(Bendriss, 2009). 

 Ainsi, l ’examen microscopique en plus du fait qu’il  se l imite à 

l ’ identification du genre, i l  se heurte au problème de fiabil i té ce qui montre 

l ’ intérêt de développer d’autres techniques de diagnostic. 

 

IV.  ETUDE PROSPECTIVE  

Cette étude couvre la période de stage allant du premier Janvier jusqu’à 

fin Mai 2010. Les donnés rentrent aussi dans le cadre d'un dépistage passif 

de la LC dans la préfecture de Fès. 

 

Nous avons recensé durant 5 mois :  
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107 personnes ayant des lésions leishmaniennes suspectes; parmi eux, 74, 

sont reçus au laboratoire d’épidémiologie et 33 sont examinés dans des 

centres de santé; le laboratoire ne reçoit que les frott is cutanés de ces 

derniers pour diagnostic.  

Sur les 107 personnes signalées, 39 cas se sont révélés posit i fs par 

l ’examen histologique (soit un taux de posit ivité de 36,45%) et prouve que 

la lésion est bien une leishmaniose cutanée.  

21 cas de LC sont de sexe féminin (soit  53,85%) et 18 cas sont de sexe 

masculin (soit 46,15%).  

Les âges des malades à LC varient de 1 à 74 ans (tableau 6) mais ce sont 

les enfants de moins de onze ans qui sont les plus atteints. 

Tableau 6 : Répartit ion des cas de la LC selon les tranches d’âge. 

Tranches d’âge Fréquence 

[0,10] 12 

[11,20] 7 

[21,30] 4 

[31,40] 3 

[41,50] 3 

[51,60] 3 

[>60] 7 

 

La plupart des cas posit i fs examinés relèvent de la préfecture de Fès (35 

cas) cependant se sont tous des cas importés qui ont été infestés dans 

d’autres régions (Taounate, Errachidia) (tableau 7). 

Tableau 7 : Répartition des cas de la LC selon la provenance (province et milieu). 
Provenance  

Fréquence 
Province Mil ieu 

Fès Urbain 35 

Errachidia 
Rural 

2 

Taounate 2 

 

 Les résultats de l 'étude prospective rejoignent et confirment ceux donnés 

par l ’étude rétrospective en montrant que : 
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� Le diagnostic histologique donne environ 35% de posit ivité des 

prélèvements à testés; 

� Les enfants sont les plus touchés; 

� La majorité des cas sont des cas importés. 

CHAPITRE.II. DESCRIPTION CLINIQUE ET DIAGNOSTIC 

DE LA LC. 

 

 Durant la période du stage, nous nous sommes intéressés à un troisième 

volet, c’est celui de rapprocher et de comparer la description clinique au 

diagnostic moléculaire de la LC.  

 

I. DESCRIPTION CLINIQUE DES LESIONS  

L'examen cl inique basé sur la forme de la lésion signale 107 personnes 

suspectes d'infestat ion; cependant l 'examen histologique ne ret ient que 39 

cas réellement porteurs de leishmanies ce qui donne une incertitude de 

63,55% de l ’examen clinique par rapport au diagnostic histologique. 

 

Sur les 39 personnes atteintes de leishmaniose, 31 personnes sont 

réellement reçues au laboratoire. Un questionnaire révèle des informations 

sur la date d’apparit ion de la maladie et l 'examen décrit la forme des lésions, 

leurs aspects, leurs nombres et leurs local isations. 

 

5. Délai de consultation 

Les délais de consultation (tableau8) vont de trois mois à 1 an, la majorité 

des personnes ne consultent qu'après 8 mois. 

 

Tableau 8 : Répartit ion des cas de la LC selon le délai d’apparit ion de 

lésion/consultation. 

Délai d’appari tion de 

lésion/consultation 

Fréquence  

3 mois 2 

4 mois 1 
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5 mois 3 

6 mois 3 

8 mois 10 

1 an 12 

Ce résultat peut s'expliquer soit par le délai d' incubation qui peut être 

long mais aussi par l ' ignorance de la maladie chez le malade.  

 

6. Siège des lésions 

Le siège des lésions se local ise sur les parties découvertes du corps à 

savoir les mains, le visage et les pieds (tableau 9). 

 

Tableau 9 :  Répartit ion des cas posit i fs de la LC selon la localisation de la 

lésion. 

Localisation de la lésion Fréquence 

Pied 8 

Main 15 

visage 13 

 

7. Aspect des lésions  

La forme sèche est rencontrée chez 9 cas dont six avaient une lésion 

unique (tableau10). 

La forme humide est rencontrée chez 22 cas dont 15 cas avaient des 

lésions multiples (tableau10). 

Ce résultat rejoint celui de la l i t térature (Rioux et al ., 1986 ; Chiheb et 

al. , 1999 ; Rhajaoui et al. , 2007 ; Rhajaoui, 2009). 

 

Tableau 10 : Réparti t ion des cas de la LC selon le nombre et l ’aspect de 

lésion. 

Nombre de lésion Aspect de lésion 

Humide  Sèche  

1 7 6 

2 9 1 
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3 3 2 

4 1 0 

5 1 0 

9 1 0 

 

8. Origine de l’infestation  

Le tableau 11 montre que la forme humide est rencontrée chez 22 cas 

originaires tous d'Errachidia (tableau11). 

 La forme sèche est rencontrée chez neuf cas dont cinq cas d’origine 

Taounate et quatre d'origine d'Errachidia (tableau11). 

Ce résultat est en concordance avec celui de la l i ttérature (Rhajaoui, 

2009) qui montre que la région d’Errachidia représente un foyer de la 

leishmaniose cutané à L major donnant des lésions multiples et humides; 

alors que le nord du Maroc comme le pourtour méditerranéen représente un 

foyer à L infantum dont la lésion est sèche. 

 

Tableau 11 : Réparti t ion des cas de la LC selon la provenance et l ’aspect. 

Provenance Aspect 

Province Origine Humide Sèche 

Fès 
Errachidia 20 4 

Taounate 0 3 

Errachidia Errachidia 2 0 

Taounante Taounate 0 2 

 

II.  DIAGNOSTIC HISTOLOGIQUE  

Le diagnostic histologique sur frott is cutanés est réalisé pour 74 cas sur 

107 cas à tester; pour les 33 cas restants, leurs frott is cutanés ont été 

effectués dans les centres de santé de la préfecture de Fès et ceux de My 

yacoub. 

 

 Sur les 74 frott is cutanés effectués dans le LRDEHM, nous avons 

enregistré 31 lames posit ives et 43 lames négatives. Autrement dit,  un taux 

de posit ivité de 41,89%. 
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La lecture microscopique des 33 lames effectuées dans les C/S a montré 

25 lames négatives et 8 lames posit ives cela induit un taux de posit ivi té de 

24,24%. 

 

Ceci peut être expliqué par la qualité du prélèvement et  la réalisation des 

frott is dans les centres de santé. 

 

III. CULTURE DES LEISHMANIES  

Nous avons réalisé une culture des leishmanies pour 12 cas mais 

malheureusement nous avons eu des contaminations par des champignons 

(figure 32) pour les 5 premiers cas dès la première quinzaine et pour les 7 

cas restants nous avons obtenus des contaminations par des bactéries à partir 

de la troisième semaine. 

 

Ceci peut être expliqué par le fait que nous n’avons pas travail lé dans des 

conditions aseptiques lors de la réalisation de la culture pour les 5 cas 

premiers ou bien lors de repiquage pour les 7 cas derniers. Cela induit que le 

travail sous une hôte dans des conditions aseptiques est nécessaire pour la 

réalisat ion de la culture. 

 

 

 

 

 

 

 

 

     - a-   -b- 

Figure 32 : Culture de la LC réal isées 

au LRDEHM 

-a- : Contamination par les 

champignons 
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-b- :  Contamination par les bactéries 

 

 

VII.  DIAGNOSTIC MOLECULAIRE DE LA LC  PAR PCR  

Le diagnostic moléculaire est effectué sur deux type de prélèvement; 

direct recueil l i t  sur des tubes éppendorf et congelés à -20°C et indirect 

recueil l i t  sur lames confectionnées pour le diagnostic histologique. 

 

1. Mise au point de la technique PCR dans le diagnostic de la 

LC  

L'optimisation de ce diagnostic commence par l ’extraction d’ADN 

génomique des leishmanies. 

 

1.1. Extraction d’ADN par phénol-chloroforme-alcool 

Cette extraction chimique est réalisée selon le protocole précédemment 

décrit et testé sur six échanti l lons posit i fs, dont cinq sont des frott is cutanés 

réalisés au LRDEHM et une culture posit ive des leishmanies provenant de 

l ’ INH de Rabat que nous avons ut i l isé comme un témoin posit if.  

 

Dans le but de s’assurer de la qualité de cette extraction, nous avons 

réalisé une électrophorèse sur gel d’agarose. Après migration aucune bande 

n’a été visualisée. 

 

Ceci peut être expliqué soit:   

Par le faible nombre des amastigotes dans les frottis cutanés, en effet 

Schonian et al (2003) ont montré qu’en passant de 2000 parasites par 

échanti l lon à 2 parasites par échanti l lon, la positivité de la PCR passe 

respectivement de 100% à 20%. 

 

Par la faible concentrat ion des enzymes de restr iction  

Nous nous sommes orienté vers l ’essai d’une autre technique qui est 

l ’extraction d’ADN par choc thermique. 

 



DEDICACES 

 

 

 

 

1.2. Extraction d’ADN par choc thermique et amplif ication par 

PCR 

Nous avons appl iqué cette technique qui est couramment ut i l isé dans le 

laboratoire de biotechnologie pour les bactéries en modifiant certains 

paramètres. 

 

1.2.1. Extraction d’ADN par 3 chocs thermiques et amplif ication 

par PCR 

Quatre échanti l lons posit i fs sont testés, dont deux sont des frott is cutanés 

et 

deux sont des prélèvements directs (tableau 12). 

 

Tableau 12 : Résultat de la PCR de l ’extraction de l ’ADN en uti lisant 3 

chocs thermiques. 

 

 

 

 

 

 

 

L’électrophorèse sur gel d’agarose de ces produits amplif iés a montré la 

présence de deux bandes (lame 157 et lame 37) faiblement intenses pour les 

échanti l lons des frott is cutanés (figure 33). 

Echantillons Choc thermique (3fois) PCR 

Lame 157 - Bande faiblement intense 

Lame 37 - Bande faiblement intense 

Tube éppendorf 28 - Pas de bande 

Tube éppendorf 45 - Pas de bande 
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Figure 33 : Résultat de la PCR de l ’extraction de l ’ADN en ut i l isant 3 

chocs thermiques. 

 

 

Ceci peut être expliqué par :  

-  une dégradation de l ’ADN de nos échanti l lons vu que le temps de choc 

thermique est long,  

-  une dilution de l ’ADN dans le mélange réactionnel de la PCR. 

**Ceci nous a conduit à changer le nombre du choc thermique et de la 

concentration de l ’ADN et faire une comparaison entre l ’extraction d’ADN 

d’une part en ut i l isant deux et trois chocs thermiques et d’autre part en 

uti l isant 2µ l et 5µ l de l ’ADN pour l ’amplificat ion par PCR. 

 

1.2.2. Comparaison de l ’extraction d’ADN par 3 et 2 chocs 

thermique et amplif ication par PCR 

En uti l isant 2 chocs thermiques et 5µ l du produit de l ’extraction de l ’ADN 

(tableau 13) nous avons visual isé 3 bandes dont deux sont intenses et une 

faiblement intense (f igure 34) alors qu’en uti l isant 3 chocs thermiques et 2µ l  

d’ADN pour les mêmes échanti l lons nous n'avons visualisé que deux bandes 

faiblement intenses (figure 34). Concernant le dernier échanti l lon (tube 

éppendorf 37), nous n’avons pas obtenu de bande ceci peut être expliqué par 

le manque d’expérience et le manque du matériel  adéquat (burette). 

  

Tableau 13 :  Résultats de la comparaison de l ’extraction d’ADN en fonction 

du nombre du choc thermique et du volume de l ’ADN dans le mélange 

réactionnel de la PCR. 

Lame 37 
Tube 

épendorff 
28 

Lame 157 
Tube 

épendorff 
45 
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Echantillons 

Nombre du 

choc 

thermique 

Volume de l’ADN 

dans le mélange 

réactionnel de la PCR 

PCR 

Lame 45 (1) 3 2µl Bande faiblement intense 

Lame 45 (2) 2 5µl Bande intense 

Tube éppendorf 59 (3) 3 2µl Bande faiblement intense 

Tube éppendorf 59 (4) 2 5µl Bande intense 

Lame 37 (5) 3 2µl Pas de bande 

Lame 37 (6) 2 5µl Bande faiblement intense 

Tube éppendorf 37 (7) 3 2µl Pas de bande 

Tube éppendorf 37 (8) 2 5µl Pas de bande 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34 : Résultat de la comparaison de la PCR pour les échanti l lons 

d’ADN extraits par 2 et 3 chocs thermiques. 

 

1.2.3. Comparaison de l ’extraction d’ADN par 1 et 2 chocs 

thermiques et ampli f ication par PCR 

Les résultats de cette comparaison sont résumés dans le tableau suivant :  
 

Tableau 14 :  Résultats de la comparaison de l ’extraction d’ADN en 

fonction du nombre du choc thermique. 

Echantillons Nombre du choc 

thermique 

PCR 

Lame 59 2 Bande faiblement intense 

1 Pas de bande 

    Lame 45 Tube éppendorf 59 
 

    Lame 37 Tube éppendorf 37 
 

1 2 3 4 5 6 7 8 
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Lame 61 2 Bande intense 

1 Pas de bande 

Tube épendorff 59 2 Bande intense 

1 Pas de bande 

Tube épendorff 61 2 Bande très intense 

1 Bande faiblement intense 

 

En uti l isant un choc thermique nous avons visualisé uniquement une seule 

bande par contre en uti l isant deux chocs thermiques nous avons obtenus 4 

bandes. Ce résultat est confirmé dans les tests figurés dans le tableau ci- 

dessous. 

Compte tenus de ces résultats et en vu des prochains tests effectués pour 

évaluer le diagnostic de la leishmaniose par PCR, nous avons retenu le 

protocole d’extraction d’ADN par choc thermique en uti l isant deux chocs 

thermiques et 5µ l du produit de l ’extract ion pour l’ampli ficat ion. 

 

Tableau 15 : Résultats de la PCR de l ’extraction d’ADN par deux chocs 

thermiques. 

Echantillons Extraction d’ADN (2 chocs thermiques) PCR 

Lame 59 - Bande intense 

Lame 37 - Bande intense 

Tube épendorff 37 - Bande faiblement intense 

Lame 27 - Bande faiblement intense 

Tube épendorff 27 - Bande faiblement intense 

 

2. Evaluation de la technique PCR dans le diagnostic de la 

leishmaniose cutanée 

L’évaluation est réalisée pour 53 échanti l lons dont 33 sont des 

prélèvements directs et 20 sont des frott is cutanés. 

 

Tableau 16 :  Résultats de l ’extraction d’ADN des échanti l lons en 

fonction des résultats de diagnostic histologique et de PCR. 

Type 
d’échantillon 

Référence 
d’échantillon 

Résultat 
diagnostic 

Extraction 
ADN par 2 

PCR 
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histologique chocs 
thermiques 

Frottis cutanés 
sur lames 

A 38 Négatif  - Pas de bande 
A 41 Négatif  - Pas de bande 
A 46 Négatif  - Pas de bande 
A 28 Positif  - Bande faiblement intense 
A 34 Positif - Pas de bande 
A 35 Positif - Pas de bande 
A 43 Positif - Pas de bande 
A 45 Positif  - Pas de bande 
A 61 Positif - Bande faiblement intense 
A 62 Positif - Pas de bande 
A 72 Positif - Pas de bande 
A 73 Positif - Pas de bande 
A 74 Positif - Bande faiblement intense 
A 77 Positif - Pas de bande 
A 79 Positif  - Pas de bande 
A 79 Positif - Pas de bande 
A 80 Positif - Pas de bande 
A 83 Positif - Pas de bande 
A 86 Positif - Pas de bande 
A 91 
 
 

Positif - Bande intense 

Prélèvements 
directs sur 
tube éppendorf 

F 168 Négatif - Pas de bande 
F 173 Négatif  - Pas de bande 
A 16 Négatif - Pas de bande 
A 23 Négatif - Pas de bande 
A 31 Négatif - Pas de bande 
A 32 Négatif - Pas de bande 
A 39 Négatif - Pas de bande 
A 40 Négatif Pas de bande Pas de bande 
A 41 Négatif - Pas de bande 
A 54 Négatif - Pas de bande 
A 55 Négatif - Pas de bande 
A 67 Négatif - Pas de bande 
A 68 Négatif - Pas de bande 
A 71 Négatif - Pas de bande 
A 89 Négatif - Pas de bande 
A 90 Négatif - Bande intense 
A 102 Négatif - Pas de bande 
A 105 Négatif - Pas de bande 
A 20 Positif - Bande intense 
A 61 Positif - Bande intense 
A 62 Positif - Bande faiblement intense 
A 64 Positif - Bande  intense 
A 66 Positif - Bande faiblement intense 
A 69 Positif - Bande faiblement intense 
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A 69 Positif - Bande faiblement intense 
A 72 Positif - Bande faiblement intense 
A 79 Positif - Bande faiblement intense  
A 79 Positif - Bande faiblement intense 
A 80 Positif - Bande faiblement intense 
A 80 Positif - Bande faiblement intense 
A 86 Positif - Pas de bande 
A 91 Positif  - Bande intense 
F 157 Positif - Bande très intense 

 
 

2.1. Résultats de la PCR sur les prélèvements directs 

Les 33 prélèvements directs sur tubes éppendorf et congelés à -20°C sont 

subdivisés comme suit : 15 échanti l lons testés posit i fs par l 'histologie et 18 

échanti l lons testés négati fs par l 'histologie. 

Sur les 15 échanti l lons posit ifs, 14 ont montré des bandes par la PCR ce 

qui représente un pourcentage de 93,33% de réussite du diagnostic de la LC 

par PCR. Au sein de cet examen moléculaire cinq échanti l lons montrent des 

bandes intenses à fortement intenses alors que les autres bien que posit ifs en 

PCR mais les bandes sont faiblement intenses. Ce résultat ainsi que la 

négativité de l ’échanti l lon A86 peut être expliqué par la qualité du 

prélèvement et les moyens mis pour le faire. En effet, de part qu’ i l  faut 

prélever dans la sérosité du derme le matériel du prélèvement est spéciale 

(burette) alors que nous n’avons uti l isé qu’un simple vaccinostyle.  

Sur les 18 échanti l lons négati fs, un a été révélé posit i f avec une bande 

intense ce qui montre que  la PCR peut être plus fiable que le diagnostique 

histologique.  

 

2.2. Résultats de la PCR sur les Prélèvements indirects sur lames : 

Les 20 frott is cutanés sont répartis comme suit  : 17 lames posit ives par 

l ’histologie et 3 lames négatives. 

Sur les 17 lames posit ives, nous avons détecté par la PCR uniquement 4 

bandes. Ceci peut être expliqué par la dégradation d’ADN par choc 

mécanique lors de déplacement des lames du LRDEHM au laboratoire de 

biotechnologie microbienne de la FST ou bien le non prélèvement des 

leishmanies lors de grattage des frott is surtout quand le nombre des parasites 

est très faible dans la lame (Schonian et al. , 2003). 
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VII.  SEQUENÇAGE D ’ADN  DES LEISHMANIES  

Le séquençage a été réalisé uniquement pour les produits amplifiés dont 

nous avons obtenu une bande intense soit  13 échantil lons. 

Nous n’avons obtenus que les résultats de deux échanti l lons: 

 

� Lame 59 (AlmIts 1R)  

GCCGATCGACGTTATAACGCACCGCCTATACAAAAGCAAAAATGTCCGTTTATA

CAAAAAATATACGGCGTTTCGGTTTTTGGCGGGGTGGGTGCGTGTGTGGATAAC

GGCTCACATAACGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAGGAA

CGCAGTAAAGTGCGATAAGTGGTATGA 

 

� Lame 37 : Amorce AlmIts 1R  

AAATCCGCAGTAAAAAAGGCCGATCGACGTCGTAGAACGCACCGCCTATACAC
AAAAGCAAAAATGTCCGCCCAWACAAAAAAATAGACGGCGTCTCGGCCTCTGG
CGGGAGGGAGAGAGAGGGGGGTGCGCGCGCGTGGATAACGGCTCACATAACGT
GTCGCGATGGATGACTTGGCCCCCTACTTCTTTGAAAAACGCAGTAAAGTGCGA
TAAGTG 
 

VIII.  ANALYSE BIOINFORMATIQUE DES SEQUENCES  

Pour classer un microorganisme dans un genre ou en tant qu’une espèce 

donnée i l  y’a des critères d’identification à respecter. Ainsi, la définit ion 

moléculaire du genre stipule que les identités des séquences d’ARNr 5,8S 

doivent être supérieures ou égales à 97%. Une similari té supérieure ou égale 

à 99% traduit l ’appartenance à une même espèce. Alors qu’un pourcentage 

d’identité inférieur à 97% ne permet pas l ’ identi fication (Drancourt et al. , 

2000). 

 

Ainsi, les séquences obtenues sont comparées aux séquences de la banque 

des données grâce au logiciel Blast les résultats obtenus sont donnés dans le 

tableau suivant. 
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Tableau 17 : Espèces leishmaniennes dont le gène ARNr 5,8S montre une 

identité avec celles de nos échanti l lons. 

Echanti l lon  % d’identité avec la 

séquence AlmIts 1R 

Espèce leishmanienne 

identif iée 

Lame 37 100% Leishmania major 

Lame 59 99% Leishmania infantum ou 

Leishmania chagasi ou bien 

Leishmania donovani 

 

D’après les résultats mentionnés dans ce tableau, nous trouvons que le 

gène de l ’ARN 5,8S de l ’espèce Leishmania major présente un pourcentage 

de 100% avec celui de l ’échanti l lon (lame 37). Selon les critères 

d’identification moléculaire, nous pouvons attribuer cet échanti l lon à cette 

espèce. Ainsi, l ’origine de ce patient (lame 37) est Errachidia ce qui 

concorde avec la l i t térature (Rhajaoui, 2009 ; Rhajaoui et al. 2007) 

D’autre part, le pourcentage d’identité du gène de l ’ARN 5,8S de 

l ’échanti l lon (lame 59) avec celui des parasites du genre Leishmania est de 

l ’ordre de 99% après séquençage avec l ’amorce AlmIts 1R. Son 

identif ication au niveau de l ’espèce nécessite une confirmation avec d’autre 

amorce. Mais, puisque cette personne est d’origine de Taounate et 

l ’ infestation est cutanée nous pouvons s’orienter plus vers la Leishmania 

infantum (Rioux, et al,  1996 ; Rhajaoui, 2009). 
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Le Maroc fait partie des pays du pourtour méditerranéen touchés par la 

leishmaniose; surtout la forme cutanée qui ne cesse de s'élargir avec de 

nouveaux foyers d'infestation, de nouveaux malades à guérir et des hôtes 

réservoirs à combattre. 

La préfecture de Fès n'est pas indemne;  nous avons pu  actualiser durant 

notre travail  la  base des données sur les cas de la leishmaniose cutanée 

enregistrés dans cette région par le LRDEHM. 

En effet,  le LRDEHM de Fès a reçu en l 'an 2009, 194 cas suspects dont 77 

(soit  39,7%) se sont révèlés des cas de LC par le diagnostic histologique. 

L’analyse des données de l 'étude rétrospective et prospective a montré les 

informations suivantes :   

� Les mois de forte incidence sont ceux d’octobre et novembre i ls 

enregistrent le plus de cas de LC. 

� Ce sont les enfants de moins de onze ans et les personnes âgées qui 

sont les plus touchés. 

� La majorité des cas examinés relèvent de la préfecture de Fès avec 50 

cas sur 77. Cependant, sur  les 50 cas, 45  sont des cas importés, surtout de 

la région d'Errachidia où sévit la leishmaniose à L major.  

� Nous avons montré qu'effectivement, ce sont les lésions d'aspect 

humide caractéristiques de cette espèce qui sont les plus fréquentes. 

�  Les cas autochtones existent mais i ls ne représentent que cinq  cas 

sur 50; la possibi l i té  de l 'existence d'un réservoir dans la région de Fès est 

probable.  

� Nous avons montré que les lésions ne sont pas disséminées mais 

qu'elles  sont confinées au l ieu de la piqûre du phlébotome qui pique au 

niveau des zones accessibles, non couvertes à savoir les mains, le visage et 

les pieds.   

  Nous avons constaté qu'en plus du diagnostic histologique le seul 

pratiqué par LRDEHM et qui signale uniquement la présence ou l 'absence 

des leishmanies dans les frott is cutanés sans spécifier l 'espèce, nous 

pourrons aussi diagnostiquer la LC par PCR tout en précisant l 'espèce en 

cause par séquençage. 
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Cette identification moléculaire mise au point au laboratoire de 

biotechnologie microbienne s'est basée sur le prélèvement,  l 'extraction 

l 'ampli fication et le séquençage. 

L'extraction par act ion thermique est effectuée sur des prélèvements 

directs congelés et sur des frott is colorés.  

Les résultas obtenus montrent que la PCR faite à partir des prélèvements 

directs et congelés soumis à une extraction par choc thermique à deux cycles 

est meil leure que l ’extraction faite sur les frott is colorés. En effet  la 

réussite du diagnostic moléculaire de la LC par PCR sur les prélèvements 

directs congelés à -20°C est de 93,33%. 

De plus nous avons pu montrer que le diagnostic moléculaire par PCR 

peut être plus fiable que le diagnostic histologique vu qu'un examen 

histologique négati f s 'est avéré  posit i f par cette technique. 

Le diagnostic moléculaire par PCR nous a conduit au séquençage de deux 

souches, une appartenant à L major originaire d'Errachidia et l 'autre 

appartenant à L infantum originaire de Taounate. 

 

En perspective  

Le sujet de la leishmaniose est un large chantier à explorer dans tous les 

domaines épidémiologique, immunologique et génétique. 

A cours terme, i l  serait intéressant de continuer  dans ce domaine de 

diagnostic moléculaire  af in:  

*De réduire à zéro le taux de non-conformité par diagnostic moléculaire ;  

*De pouvoir réussir la culture des leishmanies in vi tro ;  

*De calculer la sensibil i té de la PCR en dosant la plus faible 

concentration de la culture des leishmanies capable de donner un résultat 

posit i f ;  

*De séquencer les souches autochtones et déterminer leur appartenance ;  

*De raliser le diagnostic moléculaire dans la région de Fès avec des 

amorces spécifiques de l 'espèce. 

 

   

 

Diagnostiquer c'est bien, mais lutter contre le parasite c'est mieux  
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� Sensibil isation des responsables sur l ’ importance de la survei l lance 

épidémiologique et les avantages du dépistage acti f ;  

� Formation continue des techniciens pour améliorer le ciblage des 

lésions ;  

� Réalisation du diagnostic moléculaire ;  

� Sensibil isation des personnels de santé ;  

� Mener d’autres recherches.  
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Annexe 1 : Fiche des renseignements 
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Annexe 2 : Fiche signalétique 

 
 

 

 

Annexe 3 : Préparation des solutions 
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Tampon de lyse  

- 1,48 g NaCL 

- 10 ml EDTA (0.5M, pH = 8.0) 

- 25 ml Tris. Cl (1M , pH = 7,4) 

� Complétez le volume à 500 ml avec l ’eau disti l lée et aliquote 

dans des tubes de 50 ml ;  

� Rajouter dans le tube à uti l iser 10   SDS (45ml tampon de lyse + 

5ml SDS à 10) ;  

� Stéri l isez par autoclavage pendant 15 min dans l ’autoclavage à 

vapeur. Solution stéri le à 4°C température ambiante. 

 

TE (pH= 8.0) 

- 2 ml 1M Tris-HCL, pH = 8.0 

- 400 µ l  0.5 M EDTA, pH = 8.0 

� Ajouter 170 ml d’eau ; 

� Vérifier le pH et ajuster le à 8.0 avec 1n HCl ;  

� Complétez alors le volume à 200 ml. 

Stéri l isez par autoclavage pendant 20 minutes dans la phase l iquide. Stocker 

le tampon à température ambiante. 

 

Tampon TAE (Tris-acetate-EDTA) 

Solution de stockage, 50x :  

- 57,1 ml acide acétique Glacial 

- 100 ml 0,5 M EDTA (pH= 8.0) 

- 242 g Tris base  

- Ajuster à 1 l i t re avec H₂O 

TAE est d’habitude préparé et stocké à une concentration 10x ou 50x 

(solutions de stockage). Le pH  du tampon de stockage concentré devrait être 

approximativement 8,3.  

Diluer  le tampon de stockage (concentré) juste avant son ut i l isat ion. Sa 

concentration dans le gel et dans la cuve doit être la même.      

 

Bromure d’éthidium BET (10mg /ml)  
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Il  est généralement commercialisé prêt à l ’emploi, si non on peut le 

préparer.    Solution de stockage est la solution de travail 0,5µg /ml 

� Ajouter 100 mg de bromure d’éthidium à 10 ml de H₂O. 

� Agiter avec un barreau magnétique jusqu’à plusieurs heures pour 

s’assurer de sa dissolution complète 

� Envelopper le mélange obtenu par du papier aluminium ou 

transférer la solution de 10 mg /ml dans un f lacon noir.  Et gardé à 

température ambiante. 

 

Solution de charge  

Il  est généralement commercialisé prêt à l ’emploi. Si non on peut le 

préparer :  

- 0,1g bleu de Bromophénole  

- 15 ml Glycérol 

- Ajouter de l ’eau disti l lée jusqu'à obtenir 50 ml. Stocker à 4°C. 

 

Remarques :  

- L’EDTA est un agent chélateur des cations (ca++ et Mg++) qui sont des 

cofacteurs d’ADNase donc i l  inhibe l ’action de cette enzyme sur l ’ADN ; 

- Le NaCl crée une pression osmotique et favorise la précipitat ion ;  

- Le SDS (Sodium Dodécyl Sulfate) est un détergent, i l  permet la 

désorganisation de la double couche des phospholipides membranaires des 

cellules pour l ibérer les acides nucléiques ; 

-La protéinase K est une protéase permettant la dissociation des protéines. 

-Le phénol est un déprotéinisant très puissant ;  

-Le chloroforme élimine les traces de phénol, 

-L’éthanol permet la précipitation de l ’ADN. 
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