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Le projet de fin d’études, constitue un module, méu importance
majeure pour le cursus universitaire, puisqu’il dena concrétiser
I'application pratique de toutes les notions th@ares acquises au cours des
enseignements universitaires. Ce projet, tend a&mhdiner les capacités de
I’étudiant a s’intégrer dans un monde d’activitéuvelle, qui est celui du

travail.

Mon sujet qui s’inscrit dans ce cadre, est realisé Laboratoire
Régional de Diagnostic Epidémiologique et d’Hygiéde Milieu de Fés qui
est un service d’appui indispensable pour la suftaaece epidémiologique et
au Laboratoire de Biotechnologie Microbienne deFlaculté des Sciences et

Techniques de Fes.
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La leishmaniose est une parasitose vectorielle dtagent pathogéne est
un protozoaire trypanozomatidae du gerreishmania(Ross, 1903) et dont
le vecteur de transmission est la femelle hématggehd’'un insecte diptere
du genrePhlebotomugPeters et al., 1987 ; Dedet, 1999).

Les leishmanies se développent dans les celluisgsdimonocytaires des
mammiferes dont ’homme. Selon I'espéce parasitamaiminée, |I'infection
chez ce dernier peut revétir trois formes (www.noagiedia.net):

« Visceéerale (Kala Azar) avec des poussées de fievrégiuliéres, une

hépatosplénomégalie et une anémie. Des cas de terpust Kala Azar

peuvent apparaitre. En absence de traitement ckttme est mortelle

(Griunfeld, 1998).

% Cutanée se manifestant sous forme de papule pmeige rouge

sombre, qui se vésiculise, s'ulcere, s'infiltre gmfondeur évoluant trés

lentement vers la guérison au prix d'une cicatri@®elazzoug, 1985 ;

Khiati, 1992).

« Cutanéo-muqueuse se distingue de la précédenteupar ulcération

plus extensive, plus profonde atteignant les mugesuet qui aboutit a

une mutilation de I'organe touché (Grinfeld, 1998).

La leishmaniose touche plus de 100 pays par le mortdest la deuxieme
cause de mortalité parasitaire apres le paludise&on I’'OMS (2007) 350
millions de personnes sont exposées au risque de&ikhmaniose chaque
année; I'incidence annuelle mondiale se situe ertf® et 2 millions de cas
se répartissant entre 1 a 1,5 millions de LC et B00 de LV.

Le Maroc n’est pas indemne, la leishmaniose a étmadé depuis 1974
(Foley et al., 1914); la maladie a été largemeanftnée aux régions arides
du Sahara (Rioux et al., 1982 ) mais I'’émergencaudre foyer (Rhajaoui,
2009) ne cesse d’apparaitre. Cette augmentationpesbablement due au
changement climatique et a I'’extension de l'air geaphique du vecteur
(Andrew et al., 2000).

La leishmaniose devient une menace pour la sant@ligue. En absence
de vaccin et de médicament prophylactique, le ntéris de la santé a mis en
place un programme de lutte contre cette infestatiGe programme est géré

par la direction de I’épidémiologie et de lutte ¢oles maladies; il se base
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sur un diagnostic précoce suivi d'un traitement cune lutte spécifique
anti-vecteurs et anti-réservoirs. La leishmaniosvidnt donc a déclaration
obligatoire (arrété ministériel marocain 683-95 @Bl mars 1995) .Le
traitement de cette infection est pris en charge pétat. Celui-ci se base
sur les dérivés de l|'antimoine ou des diamidineslgsde pentamidine).
Cependant ces produits peuvent générer des efiderslaires (Sand, 1985 ;
Dedet, 1999) et mémes des résistandésalcofe et al., 1993) donc le
traitement de la leishmaniose ne se pratique guwapun diagnostic de
confirmation.

Le diagnostic est histologique, il met en éviderdms leishmanies de trés
petite taille (2 um) dans le cytoplasme des maceqds. Cette identification
est difficile et peut donner des faux négatifs suttau début de I'infestation
ou la charge parasitaire est faible. De ce faitdiagnostic de « certitude »
est appliqué, il se base sur la cultunevitro maiscelle-ci nécessite un délai
d’au moins 6 semaines. Ces méthodes de diagnositent limitées car en
plus, elles ne peuvent pas déterminer l'espéce a@use vu que les
leishmanies sont tous morphologiquement identiquésse autre méthode de
diagnostic s'impose c’est le diagnostic moléculaim@pide et précis vis-a-vis
de I'espeéece.

C’est dans ce contexte que s’inscrit notre trawoht I'objectif principal
et le diagnostic moléculaire de I'agent pathogerela leishmaniose cutanée
par la techniqgue PCR.

Dans ce projet, nous allons en premier lieu réalisene étude
réetrospective de la LC e »nregistrée au LRDEHM ds Rfin d’approcher la
situation épidémiologique de la maladie. En deuxéemeu, nous allons
traiter a travers une étude prospective :

% La description clinique des Iésions ;

% L’optimisation du diagnostic moléculaire de la LG ke comparer par

rapport au diagnostic histologique.
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|. HISTORIQUE DE LA LEISHMANIOSE

Parmi les historiques de toutes les parasitosekii @es leishmanioses est
un de ceux les plus fertiles en événements.

Al boukhari, médecin arabe qui vivait au e siécle, décrivit
incontestablement cette infestation cutanée, Avimenl’attribuait & une
pigire de moustique. Guilhou en 1833 décrit I'infi@n cutanée sous le nom
du «bouton d’orient» (Jarry, 1999).

Firth découvrit en 1891 un agent pathogéne (Spoaofwronculosa)
sans le décrire suffisamment (Raymond, 2003).

En 1898, a Tachkent en Ouzbékistan, le médecin tailé Borovsky
mentionna un protozoaire dans des prélevementscénel, sans toutefois
déterminer son statut taxonomique (Raymond, 2003).

Ce méme parasite fut étudié en 1903 par Wright,zche enfant arménien
vivant & Boston, aux Etats-Unis. Il fut considéréntme une micro-sporidie
et recut le nom délelcosoma tropicunfRaymond, 2003).

En 1906, Luhe décrivit la taxonomie dans un livrdemand (Dedet,
1999 ; Raymond, 2003).

En 1914, Yakimoff et Schokhor constatérent I'indduialisation de deux
variétésLeishmania tropica(L. tropica) var. major etLeishmania tropica
var. minor.

En 1921, le réle du phlébotome dans la transmissies leishmanioses fut
décrit par Baupere et Arago.

En 1973, Bray et al. décrivirent un nouveau taxbraethiopica et

adopterent la nomenclature binominale,tropicaetL. major.

II. ACTEURS DE LA LEISHMANIOSE

1.Parasites : Leishmanies
Les leishmanies sont des protozoaires flagellés UHerdre des
kinetoplastidés, de la famille des trypanosomatieéa@&u genrd_eishmania

Ces parasites sont dimorphes : amastigote intrataile et promastigote

libre dans l'intestin de l'insecte vecteur.
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Morphologiquement identiques, la différentiation sdeespeces de
Leishmaniaa fait I'objet de nombreuses études de classifoat

*Clinique se basant sur la forme de la pathologie;

*Epidémiologique basée sur la répartition géograple, les hotes
réservoirs et les vecteurs;

*|so-enzymatique basée sur la mobilité électro-pdtoque des iso-
enzymes (Gardener et al., 1974);

*Moléculaire basée sur la densité de I’ADN nucléaiet de I’ADN
mitochondrial (Chance et al., 1974) des parasitéanalyse de restriction
par endonucléases (Gardener et al., 1977).

Plusieurs classifications sont donc établie cell€oq retient c’est la
classification donnée par I'Organisation Mondidke la Santé (OMS, 1990).

Genre  Crithidia  Lapomings Herpeemonas Blastocrithichu Leisthunnifureleishmanta - Trypanosema Phytomonas Eedotrypanum

SOUE-I e Leislnmani Franniu
| 1
| | | ] | |
Complese L dowoveni L froples L. mainr L aeihiopica L mexicona I hreazifiensis | L. gavanensis
I evehihaldi Lokillicki L major T oaethlopmies L. ameomrensic L. brazifiensis: L. grpamensis
1. chagasi L. trapicn L gerhani L. peryvigng L prmanmeinsis
L chomovoet I mrexicena L
f. infunia L. pufetiad SOl 1 e e
' L. vewezelensiv | L. lainsoni
I |
st praihicaene poue | Do i
Ancicn Monde L arabica beouvenu Momde L aristidest
£ werhili L. enrierti !
L.aeanel
L. herrigl ‘

Figure 1 : Taxonomie des leishmanies.
(OMS, 1990)
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2.Insectes vecteurs : Phlébotomes

Les phlébotomes (figure 2) sont des petits insestelsis de 2 a 3 mm qui
vivent dans les régions chaudes. Ce sont les feaseltllématophages qui sont
les vecteurs de la leishmaniose.

Les phlébotomes sont des diptéres nématoceres defahaille des
Psychodidae et a la sous-famille des Phlebotominaks; comptent
actuellement 700 espéces décrites. Il existe unktimen étroite entre
I'espéce de vecteur et I’'espéce de leishmanie (Sagk01)

Selon Lewis et ses collaborateurs en 1977, la dSawsdle des
Phlebotominae comprend cinq genres, les genrBélebotomus et
Sergentomyiadans I’Ancien Monde, et les genrdsutzomyia, Warileya et

Brumptomyiadans le Nouveau Monde.

Figure 2: Phlébotome.

(www.parasito.montpellier-wired.com/proto/phlebotethjpg)

Dans les zones modérément chaudes les phlébotommets astifs pendant
les mois chauds puis disparaissent a l'automne.r®lque dans les pays
tropicaux, ils sont plus ou moins actifs toute lfede, (Léger, 1999).

La figure 3 représente schématiquement le cycle ldgmue d’'un
phlébotome. Les ceufs, les larves et la nymphe seeldppent dans les
micro-biotopes terrestres humides. Il est difficide localiser ces formes a
I’état naturel.
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Figure 3 : Cycle biologique du phlébotome.

(www.gruppoleishmania.org/fr/downloajls

A : Phlébotome adulte C et D: Larves
B : Euf E : Nymphe

La durée du cycle dépend de l'espece, de la tentpéeaet d’autres
facteurs mais elle est en général inférieure aadbs.

3.Réservoirs

Les Hbtes réservoirs contiennent le parasite sansnifestation
pathologique. Les vertébrés jouant le rdle de réservoir Hdeishmania
different d’une espéce parasitaire a une autre.

* L. donovani

C’est une anthroponose, I'lhomme est le seul vedébeconnu comme
étant le réservoir de la LV endémiqud.adonovani(OMS, 1984).

« L. infantum

C’est l'agent d'une zoonose dont le chien est ldnpipal réservoir.
Certains canidés sauvages sont suspectés d’étreaékesvoirs primaires de
L. infantum.
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Par ailleurs, le rat noir Rattus rattu} pourrait étre impliqué comme
réservoir naturel delL. infantum dans certains foyers méditerranéens
(Gradoni et al., 1978).

% L. major

Ce parasite est maintenu par des rongeurs appartemax genres
RhombomysMeriones(Elbihari et al., 1987).

% L. tropica

D’aprés I''OMS (1984), c’est I’'homme qui joue le dlde réservoir et de
source de l'infestation.

Cependant, dans certains foyers, le chien a étavigonaturellement
infecté parL. tropica (Guessous-idrissi et al., 1997) voire méme consddé
comme un réservoir de ce parasite (Nadim et al78)9

Quand aux leishmanioses du nouveau monde, les fgasasnt été isolés
chez un tres grand nombre de mammiferes (Le parmess€opossum, le

fourmilier et le rat noir...).

4.Cycle biologique

La leishmaniose constitue un ensemble complexe ain "uquel sont
impliqués les phlébotomes, les réservoirs et lesapdes.

Les leishmanies sont transmises par la piqlre itdee des phlébotomes
femelles lors de leur repas de sang chez un manmmifédbonnec et al.,
1970). Les promastigotes métacycliques déposéesiaeiau du point de la
piglre sont phagocytées par les macrophages (Malynet al., 1983 ;
Baldet, 2004); elles se transforment en amastigofBsay et al., 1973 ;
Dedet, 2001). Les amastigotes se multiplient daess dellules infectées par
scissiparité.

Selon I'espéce incriminée, le tissu atteint estf@iént ce qui est la cause
des manifestations cliniques.

Les phlébotomes s'infectent lors d'un nouveau regp@assang sur un hote
infecté quand ils ingérent des macrophages portellamastigotes (Develoux
et al, 1987; Diarra, 2008). Chez le vecteur, le®rmpastigotes vivent dans
I'intestin moyen. Apres une peériode de multiplicati intrapariétale, les

promastigotes reviennent dans la lumiére gastriguues se dirigent vers
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I'intestin antérieur et s’accumulent derriere lalwa oesophagienne. La
fixation des promastigotes sur la paroi du tubeedityf de I'insecte se fait
soit par l'interdigitation du flagelle entre les anbvillosités de la bordure
en brosse des cellules épithéliales, soit a I'addeémidesmosomes disposés

au niveau de la partie antérieure du flagglGentilini et al, 1999 ; Nozais et

Etape humaine

Etape du phiébotome Le plibotem prend wn 1epas de smg
(ijection de promastigetes dans la o Les promastigotes sonk
pra)

Dibvtzaon dans fntestin et phagocytes par les macrophages

g AtN VErs les trompes.

’\

o

Les promastiotes sa
transforment en amastigobes
dans ks macrophages,
- > A
BL'E!S amasigoles s& transforment su
stade promastigoles dans lirestin,
Le phlébotome prend b
\ ] . : % e
oy 0 ¢ )
6 ﬁfﬂ j Les amastigotes se mukiphent
a ¥ g 'ﬂ,,. danz les cellles (y compris les
: "h._.-na h e cifferents tissus,
Ingestion d'une cellule ipmge j__ o Eff_gigi
parastes B
Tgestion de mactophages
indfectes pax des amastigotes
n= Infective Stage P
ﬁl Diagnost: Stage

al, 1996). Ces promastigotes métacycligues migreans la trompe du
phlébotome (Guarini et al, 1914) et le cycle reptate nouveau (figure 4).
Figure 4 : Cycle parasitaire de leishmaniose.
(CDC, 2009)
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[Il. BIOLOGIE DES LEISHMANIES

1. Formes des leishmanies
Les espéces du genreeishmaniasont morphologiques identiques et se

présentent sous deux formes :

1.1. Forme amastigote
La forme amastigote appelé aussiL&ishmania» est une cellule eucaryote
ovoide, mesure de 2 a6m, immobile, intracytoplasmique (figures 5 et 6).
A l'intérieur du cytoplasme parasitaire apparaissemleux masses
chromatiniennes I'une sphérique correspond au noyjautre en forme de

batonnet correspond au kinétoplaste (Dantas-Tor2€9€6).

flagelle

che du flagelle

kinétoplaste

nitochondrie

Figure
5:

Repré

sentation schématique Figure 6: Amastigote des leishmanies
de la forme amastigote de leishmanie. ansgldes macrophages.
(www.sante.univnantes.fr/med/ticem/umvf/leishmaagisite/html/images/figurel.jpg
; Hide, 2004)

1.2. Forme promastigote
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La forme promastigote appelé aussiLe&ptomonas> (figure 7) se trouve
dans le tube digestif de I'hdte invertébré, le fdhdéome, et dans la phase
liqguide des culturesn vitro. Il s’agit du stade mobile du parasite; de corps
allongé, fusiforme mesurant de 20 a 30 um de lomngueil est pourvu d’'un
kinétoplaste situé a [I'extrémité antérieure du pate, d'un flagelle
permettant la mobilité et d’'un noyau centrale (Daekk et al., 1998 ;
Dantas-Torres, 2006).

/
nh“tl
!
Figure 7: Promastigotes de
leishmanies en culture.

(www.sante.univ-

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

1.3. Passage d’une forme a l'autre

La morphologie de ces parasites, notamment leuraim@lisme sont tres
sensibles aux parametres environnementaux et aslewariations. La
température, le pH, I'osmolarité du milieu, la psesn en Q et en CQ ont
été décrits comme influencant la forme parasitagteles métabolismes du
glucose et de certains acides aminés.

Deux parametres subissant de grandes variationscaus du cycle, a
savoir le pH et la température et pourraient comdenla mise en route de
programme de différenciation (Antoine et al., 1999prsque les parasites
passent des insectes vecteurs a leurs hétes mammsalelles subissent tout
d’abord une augmentation de température d’enviro@°ClL puis, apres
internalisation par les macrophages, une chute Huexterne d’environ 2
unités (Antoine et al., 1999).

2. Génome des leishmanies
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Les leishmanies renferment deux génomes l'un nucéat |'autre

kinétoplastique.

2.1.L’ADN nucléaire
La non condensation de la chromatine du génomd.eishmaniaa rendu
son étude difficile mais grace au projet de séqagecdelLeishmania major
(MHOM/IL/81/Friedlin), nous connaissons actuelleniele génome dans sa
guasi-totalité (94 %). La taille du génome est d/gon 35 Mégabases (Mb)
et il a été decoupé en 34 a 36 chromosomes (Bettal., 1988 ; Wincker et
al., 1996) de taille variant antre 0,3 et 2,8 Mb.

L’ADN des leishmanies est dépourvu d’'introns esd découpe en grandes
unités polycistroniques (Myler et al., 2000). Lengéne deLeishmaniaest
trés riche en G/C puisqu’il est de 60% en moyenAk/drez et al., 1994). Il

contient assez peu de séquences répétées (Ouedetle, 2003).

L’état de ploidie des Leishmania s’oriente forterhemrs la diploidie ou
I'aneuploidie. En effet, des doubles knock-out dengs sont nécessaires
pour influencer I’expression génique (Souza et al994). D’autres
phénoménes tels que des réarrangements chromosemiqiusion/fusion,
translocation) (Dujardin, 2000), ou des amplificats achromosomiques
(Stiles et al., 1999) ont été mis en évidence.

La régulation de I'expression des geénes se fainpipalement au niveau
post-transcriptionnel via deux mécanismes : I'épips (ajout d’'une coiffe
mini exon de 39 nucléotides en 5’) et la polyadétidn en 3’ (Ullu et al.,
1991 ; Clayton et al., 2002) (Figure 8). Par ce gqa®sus, les unités
polycistroniques deviennent monocistroniques etqules ARNmM se retrouve
entouré de splice-leader en 5’ et d’'une queue pdlgn 3'. D’autres facteurs
tels que la stabilité des messagers et la réguhate la traduction viennent

moduler I'expression génique.
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(Quellette et al., 2003)

2.2. L’ADN kinétoplastique

Outre I’ADN nucléaire, les kinétoplastidés se cagcsent par leur ADN
kinétoplastique. Ce dernier renferme deux types DMN\: les minicercles
impligués dans les phénomeénes «d’editing» (insevfi@létion d'uridine) de
’ARN (Kabb et al., 2001 ; Gott, 2003) et les ma&icles codant pour des
ARN guides et des ARN ribosomique. Ce mécanismeedding», permet
d’exprimer les transcrits des maxicercles graceéamdrage des ARN guides
sur les ARN pré-édites (figure 9). La formule «im8en» d’uridine semble
étre majoritaire, a tel point, que la taille du nsxrit final peut quasiment
avoir doublée (Lodish et al., 2000).
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Figure 9 : Schématisation du mécanisme d’editing chez les tapkstidés
(Gott, 2003).
Les ARN guides (en bleu et vert) viennent s’addmti@er aux ARNm preé-
edités puis le couple subit une insertion (voiegdeiche) ou une délétion

(voie de droite) d’uridines.

3. Reproduction des leishmanies

Méme si le mode de reproduction dégishmaniaest encore débattu, il
semble que ce parasite se reproduit de facon m@jiseiment clonale comme
les autres trypanosomatidés (Sambrook et al., 1989bayrenc, 1990 ;
Banuls et al., 1998 ; Schonian et al., 2003, Bamnatlsal., 2002). En dépit de
ce mode de reproduction, ces organismes préserterctpacité de faire la
recombinaison sexuée puisque des hybrides ont éséem évidence dans les
populations naturelles (Evans et al., 1987 ; Dujardt al., 1995 ; Banuls et
al., 1998). Les mécanismes moléculaires mis enrgstent indéterminés car

méme si des fusions cellulaires ont été observéesx anicroscopes
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(Walters.et al., 1993 ; Kreutzer et al., 1991), ac®&nements n’ont pas pu
étre reproduitsin vitro (Gibson et al., 1995). La fréquence des événements
de recombinaison sexuée étant estimée inférieudx®0* (Panton, 1991 ;
Victoir et al., 2003), ils ont donc un impact faébbur la structure génétique
globale. Théoriquement, ce modele clonal impliguee wstructure en lignées
clonales individualisées avec de forts déséquilsbide liaison au sein de
chacun des lignées ainsi qu’une corrélation entres |caracteres
indépendants, notamment entre les caractéres plpigutes (virulence,

pathogénicité, comportement biologique, etc...) et taracteres génétiques.

4. Constituants antigéniques majeurs des leishmanies
La paroi des leishmanies est constituée d’une mamérexterne et d’'une
membrane interne et renferme des composants jouantle important dans
I'endocytose des parasites et dans les phénomemamunologiques
accompagnant les infections leishmaniennes (Spdtlale 2003.; Euzéby,
2008):
-Du lipophosphoglycane (LPG) ;
-Des glycolipides et glyco-inositolphospholipides;
-Des enzymes:
* Glycoprotéines : gp63, gp42, gp43 (laminine defage), gp46 ;
Cystéines protéinases ;

* Une protéine de la famille tryptophane-acide adjgpue, le LACK.

Il semble que ces composants soient des molécules-imtervenant dans
le métabolisme des parasites et qu’ils puissentjoun réle important dans
leur pathogénicité, leur virulence est dans lesrattions hdte-parasite. lls
représentent donc des cibles moléculaires intém®saen immunothérapie
et en chimiothérapie.

Le cytoplasme contient une kinase jouant un rblengdda survie des

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

L'interaction hoéte leishmanie est fonction d'un pieme spécifique
probablement lié aux molécules de surface du paeascomme le
lipophosphoglycane (LPG), un glycolipide largemepprésenté a la surface

du parasite et dont les récepteurs sont des lestdela cellule héte

Le LPG est spécifique de chaque espéce; en effetélpuence des sucres
substitués sur l'ossature du LPG est tres difféeeselon les especes de
Leishmania par exempleL. major contient du polyB-galactose tandis qu'’il
n'y a pas de sucres substitués chezdonovani(Turco et al., 1992). Ces
molécules pourraient étre a l'origine des variasombservées dans la
réponse de I'hbte vis a vis des différentes espeéas effet la galectine-3,
une lectine sécréetée par les macrophages et ldalesldendritiques activées
par des molécules pro-inflammatoires, se lie spi@ci€ment aux épitopes
polygalactose du LPG dé&. major (Matte et al., 2002). Cette interaction
spécifique pourrait s’avérer déterminante dans &pomse inflammatoire
massive locale provoquée par major car la galectine-3, qui forme une
couche a la surface du macrophage pourrait étreudet par la protéase
GP63 exprimée a la surface du parasite. Le clivdgela galectine-3 pak.
major provoquerait une augmentation de la sensibilités deacrophages a
des stimuli immunologiques, ce qui pourrait explegula réponse locale

inflammatoire induite pat. major.

Les amastigotes dé& donovani semblent également interagir avec des
lectines mais leur surface étant dépourvue de GH@Bteraction aveclL.
donovani fait intervenir plusieurs types de récepteurs déatlectine MR
(mannose receptor), l'intégrine CR3 et le réceptelels immunoglobulines
FCgR. L’interaction du parasite avec la lectine MRannose receptor),
I'intégrine CR3 et le récepteur des immunoglobubnECyR a la surface de
la cellule héte active la phosphotyrosine phospkat&HP-1 ce qui a pour
effet d’inhiber I'activité des kinases JAK2 et ErRl Plusieurs fonctions du
macrophage (par exemple la voie de production demaxgde d’azote [NO])

normalement induites par lI'interféron (IFNy) sont alors inhibées. De plus,
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I'activation de la voie SHP-1 altere directementadtivité de plusieurs

facteurs de transcription (NkB, IRF-1, AP-1). Enfin, un mécanisme SHP-
l-indépendant, passant par la voie PKC, pourradvpguer la dégradation

du facteur de transcription STAT1. iINOS: inducibhétric oxyde synthase;

IL-12: interleukine-12.

En conclusionL. major induit un recrutement cellulaire massif de
leucocytes et la sécrétion marquée de cytokines-ipflammatoires,
tandis que L. donovani ne provoque qu’'une tres légere réponse
inflfammatoire au site primaire d’'infection. Cettéponse inflammatoire
trés forte pourrait expliquer le maintien du pataset le développement
de lésions cutanées aux sites d’inoculation spgaiéis deL. major.

Il a été démontré que I'un des genes phare amatdigpécifique chez.
donovani responsable de la LV est le gene A2 (Charestlet 996). Ce
géene est tronqué chelz. major agent de LC cependant des soucheslLde
major recombinants exprimant le géne A2 de donovani développe un

pouvoir de viscéralisation augmenté (Ouellette lef 2003).

V. POUVOIR PATHOGENE DES LEISHMANIES

La leishmaniose comme infection chez I'"homme estacéérisée par son
extréme diversité clinique; en effet, On peut scléimuement distinguer

trois grandes variéetés (Khiati, 1992).

1. Leishmaniose viscérale

La leishmaniose viscérale (LV) est caractérisée pare hyperplasie
histio-monocytaire atteignant la rate, la moellesegse, les ganglions
lymphatiques, le foie et parfois la muqueuse du lgréSa période
d’'incubation est silencieuse et dure de 1 a 2 mpexfois d’avantage.

La LV appelé Kala-Azar qui veut dire «fievre noicébute d’abord par
une fievre résistante aux antibiotiques d’allurephpidique (fievre en
plateau) et dont la défervescence se fait mal plesient de plus en plus
irréguliere anarchique, une anémie avec paleur &rt. La splénomégalie,

I'hépatomégalie, et I'hypertrophie des ganglionsnts@lus nettes chez
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I'enfant. L'amaigrissement des membres et du thomontraste avec
'augmentation de volume de |'abdomen. Parfois yeete d'appétit, une
asthénie et des troubles digestifs sont rapportéévolution de la maladie,
en absence de traitement, est fatale dans un tablka cachexie et de

complications infectieuses ou digestives.

La leishmaniose viscérale atteint de préférence dasants (figure 10).
Chez I'adulte, elle survient sur un terrain immuapdmé (transplantés,
SIDA, lymphome...). Des co-infections leishmaniosescgrale/SIDA sont
signhalées dans plusieurs pays avec une prévaleack & 3%. Les espéces de
leishmanies responsables soln¢ishmania infantumet Leishmania chagasi
dont le réservoir est constitué par le chien et kEnidés sauvages, et

Leishmania donovandont le réservoir est 'homme (Dedet, 2009).

Figure 10: -a- et —b- : Aspect clinique des patients attedetla

leishmaniose viscérale.

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

La leishmaniose viscérale peut étre endémique daarsain pays comme
I'Inde, épidémique ou sporadique comme au Maroc.
La LV en Inde et au centre Africain s’accompagne Heishmaniose

Dermique Post-Kala-azar (LDPKA) (figure 11) qui ddb une a plusieurs
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années apres la guérison apparente d'une leishrsarvoscérale. Les |ésions
sont des macules hypo-pigmentées ou érythématesiggeant en n'importe
guel point du corps peuvent ultérieurement se tfamser en nodules,

spécialement a la face. Le type Hindou est du donovani

Figure 11: Leishmaniose

cutanée post Kala azar.

2. Leishmaniose cutanée

La LC se caractérise par la non-uniformité de laofion prenant un
aspect différent d'une région a l'autre ou mémend'wezone a l'autre a
I'intérieur d'une méme région (Belazzoug, 1985 jath 1992).

Les expressions cliniques vont d’'un simple boutonuéigssant
spontanément aux formes graves cutanéo-muqueusdivaates ou diffuses.

On individualise quatre formes cutanées :

2.1. Forme séche ou urbaine

Appelé aussi « leishmaniose cutanée anthroponotgeCA), elle est du
alL.tropicasa période d’incubation dure habituellement de @ mois.

Siege sur les zones découvertes, donne le classikhouton d’orient».
Cette lésion est généralement unique (mais paréxistent de trées nombreux
boutons simultanés) et siege au point d’inoculatidres parties atteintes
sont les zones découvertes du corps, accessiblesphlébotomes : la face,
les mains, les avant-bras et les pieds (figuresel23). L’infection débute

par une papule inflammatoire évoluant en nodule cavefiltration en
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profondeur. Le nodule s’entoure d'une auréole rougemis demeure
parfaitement indolore, tout au plus un peu prurmise.

La peau s’'ulcére au centre de la papule, un ligujaenatre s’écoule et
devient une crodte. Cette crolte s’épaissit, adhard’'ulcération sous-
jacente qu’elle recouvre entiéerement tandis queldsaion s’agrandit. Elle
peut alors atteindre plusieurs centimétres de diaené

Sous la crodte, il y’a un cratere peu profond, adsotaillés a pic, a fond
suintant, papillomateux, rouge reposant sur l'ingion qui en forme la

base.

ANOFEL

Figure 12 : Lésions dues &.tropica Figure 13: Lésion due a
L.tropica
au niveau du visage. au niveie la main.
(Microbiologie. CHU Caen. C. Duhamel et A Dompnrar2009 ;
www.leish.ifrance.com/Utilitaires/clinique.htm)

L’évolution de la LCA est chronique et se fait verldsa guérison
déterminant une ulcération de la peau, laissantveati des cicatrices
indélébiles et disgracieuses.

Sur le plan épidémiologique I'"homme constitue leseévoir de parasite,
c’'est cette forme qui est frequemment rencontrésdbnfoyer méditerranée
(OMS, 1997 ; Marie et al., 2006).

2.2. Forme humide ou rurale
Appelé aussi leishmaniose zoonotique, eBévit dans les régions rurales
semi désertiques en mediterranée orientale dansutede 'URSS, en Asie,
et en Afrique noir. Le parasite en cause éstmajor et dont les réservoirs

habituels sont les rongeurs.
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L’espece responsable ekt major. L'infection se distingue de la forme
seche par son évolution plus rapide, sa plus gratadiée, le caractere plus
creusant et plus inflammatoire de l'ulcere, sa tioze plus importante et le
plus grand nombre de lésions, sa période d’incudratest nettement plus
courte (10 a 45 jours). L'ulcération de la lésiomrimpaire s’agrandit
rapidement pour atteindre de 2 a 8 cm. Parfoismene un cratére a bords
taillé a pic, a fond bourgeonnant, parfois, au cante, la Iésion prend un
aspect fungiforme et se suréleve (figure 14) (OMI®97 ; Marie et al.,
2006).

Figure 14: Lésions dues &. major.
(Parasitologie-Mycologie. CHU Montpellier. J.P. Detd 2009)

L'inflammation est marquée; s’accompagnant parfdies lymphangite et
d’adénopathies. L’évolution se fait vers la guérisgpontanée en 3 a 5 mois

mais laisse persister une cicatrice importante.

2.3. Formes sporadiques
Des formes cutanées de leishmaniose, duds. anfantum Il s’agit en
général de lésion unique, ulcéro-croldteuse ou ldppkiégeant au niveau de

la face et pouvant évoluer pendant au moins deuxéas.

2.4. Forme cutanée diffuse LCD
En Afrique de I'Est, en Tanzanie, au Kenya et ehniBpie surtout sévit la
LCD due alL. aethiopicaqui forme des nodules apparaissant sur le corps
entier fourmillant évoquant une lepre lépromateubes’agit d’'une forme

rebelle insensible au traitement évoluant vers kartn{figure 15).
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Leishmania mexicana pifanoin’est connue que dans des cas de

leishmaniose cutanée diffuse observés au Venezuela.

Figure 15: Leishmaniose

cutanée diffuse.

leishmaniose

Dans le foyer de}.
cutanée de la République Dominicaine, tous lesqdd présentent une LCD,

mais le parasite responsable n’a pas encore étgtiifie.

2.5. Forme cutanéo-muqueuse
Constitue un vaste ensemble d’affections qui secoarrent dans toute
I’Amérique du sud des USA (Texas) jusqu’en Argemtidans ces régions en
plus des formes cutanées qui par extension voningagle proche en proche
les muqueuses au niveau de la face et entrainernddslations effroyables
(figure 16).

Figure 16: Leishmaniose

mucocutanée. ==

(www.uvp5.univ-paris5.fr/lcampus-parasitologie/cyfmly/0700fra.asp)
Au niveau du pavillon de l'oreille I'ulcére peut gainer des destructions
importantes par contiguité.
Des ulcérations cutanées atteignant au niveau ddata® la plais peut
envahir tout le tractus respiratoire supérieur s@mpagnant de surinfection

entravant la respiration et I’alimentation.
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Les espéces en cause sont :

« L. braziliensis braziliensis quand les |ésions primaires ne sont pas
traitées, la maladie évolue dans 80% des cas vaeslaishmaniose cutanée
ou muqueuse.

« L. braziliensis guyanensis est a l'origine du « Pian-bois », qui se
matérialise frequemment par une Iésion séche humetdimdolore, souvent de
nature tumorale et ayant tendance a persister. lDégastases au niveau des
voies lymphatiques et des ulceres sur toute laawgfdu corps ne sont pas
rares.

« L. braziliensis panamensis détermine des lésions généralement
ulcératives qui ne guérissent pas spontanémentteiate lymphatique est
fréquente, 'adénopathie caractérise habituellemannaladie.

« L. mexicana mexicanala localisation fréquente est I'oreille évoluant
parfois vers la chronicité et il n’est pas rare guoué partie de I'oreille soit
détruite.

% L. mexicana amazonensisdétermine des |ésions cutanées uniques ou
multiples dont la guérison spontanée est rare. 'Bifdction est commune
chez les rongeurs sylvestres, il nest pas fréqueuneé I’homme soit atteint.
Chez 30% environ des patients présentant des I&siattribuées a ce
parasite, on observe une leishmaniose cutanée skffu

« L. peruviana: Un petit nombre de cas de leishmaniose cutanéo-
muqueuse ont été rapportés dans I’Ancien Mondepllgpart concernant des

hommes adultes du Soudan.

V. REPARTITION GEOGRAPHIQUE DE LA LEISHMANIOSE

4. Répartition mondiale
Les leishmanioses, toutes formes cliniques confasjuaffectent quatre
continents (Asie, Amérique, Europe, et Afrique),ndales zones tropicales et
subtropicales de 88 pays, dont 72 pays en voix éeetoppement. Les zones
d’endémie sont I’'Europe du sud, ainsi que de nombireays d’'Afrique, du
Moyen-Orient, d’'Asie, d’Amérique centrale et d’Anique de sud (figure
17).
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On distingue deux grandes situations géographiqudsAncien Monde
(sud de I'Europe, Afrique, Proche-Orient et Asie) le Nouveau Monde

(Amériques du Nord du Sud et Centrale).

12 million people infected
350 million people at risk

Visceral
Cutaneous / Mucocutaneous

Visceral + Cutaneous / Mucocutaneous

Figure 17 : Régions endémiques des cas de leishmaniose cutaméeq-
cutanée et viscérale. (Handman. E., 2001).

Les différentes manifestations cliniques sont obges dans les deux
mondes mais elles ne sont pas causées par les méspe&xes deéeishmania
d'une part, et elles sont propagées par différegenres et especes de
phlébotomes selon la région d’autre part. Les pkagsplus durement touchés
par la leishmaniose viscérale sont le BangladeshBiésil, I'Inde, le Népal
et le Soudan : on y retrouve 90% des nouveaux casue@ls quant a la
leishmaniose cutanée, 90% des nouveaux cas senditere Afghanistan, au
Brésil, en Iran, au Pérou, en Arabie Saoudite eSgnie (OMS, 2000).

Concernant la Leishmaniose viscérale, I'aire ddrdhsition deLeishmania
donovaniagent des leishmanioses viscérales s'étend deitjdé de I'Est au
Sud-Est Asiatique. En Inde, les premieres épidémibss leishmanioses
viscérales (kala-azar) et la persistance de foymrdémiques ont été et sont
couplées a la présence des populations péri-domessi et anthropophiles
de l'insecte hbte et vecteuPhlebotomus argentiped'un des rares vecteurs
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dont la bio-écologie est relativement bien appréhgn (Christophers et al.,
1925; Christophers et al., 1926 ; Shortt et al.32%®t Keilin et al., 1937).

Les aires de distribution delLeishmania infantum s'étendent
respectivement de la Chine nord orientale a la Mé&danée occidentale et
du Mexique au nord de I'Argentine. Au sud de lara@, la présence de.
infantum et de ses vecteursPfilebotomus ariasiet P. perniciosu} est
revélée principalement par des cas de leishmanoedne, de leishmaniose
cutanée et de plus rares cas de leishmanioses nakx® humaines (Rioux et
al., 1980 ; Killick-Kendrick et al., 1984).

En ce qui concerne les leishmanies responsables lgeshmanioses
cutanées, il est encore commun de les distingueseméférant au Nouveau
Monde et a I'Ancien Monde. Deux sous-genres, lessganreViannia et le
sous-genre Leishmania circulent sur le continent américain (Amérique
Centrale et du Sud). A I'’exception de tropica, les parasites du sous-genre
Leishmania circulent essentiellement au sein de systéemes atiqoes
forestiers dominés donc par des mammiféres sauvagesdres des
Didelphimorphes, Xenarthres, Rodentiens et Primati@siens). Les parasites
du sous-genré/iannia circulent aussi essentiellement au sein de sysseme
zoonotiques dominés par des mammiferes sauvagdse domestiques.

De nombreux projets agricoles ou de prospections nieres,
d'exploitations  forestieres, d'activités militaireset la pression
démographique contribuent a rendre compte du ca&ractpidémique des
leishmanioses pour des populations humaines. Cd&raints facteurs de
risque liés au comportement, a l’environnement ou développement,
permettent d’expliquer en partie, la répartition sdéoyers leishmaniens
(Desjeux, 1999).

5. Répartition nationale de la leishmaniose

Au Maroc, comme dans la plupart des pays circumnexdanéens, les
leishmanioses constituent un important problémesdeté publique. Qu’elles
soient zoonotiques ou anthroponotiques, cutanées wsicérales, ces
affections y sont largement représentées, depuis neontagnes du Rif

jusqu'aux palmeraies perarides des piémonts de tiAtlas. Les études
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ecobiologiques ont réevélé la présence simultanée deux formes
nosologiques et cliniques de leishmaniose danl@ume, a savoir :

% la leishmaniose viscérale (LV) répartie principalkemt au Nord du
Maroc (figure 18) ;

« la leishmaniose cutanée (LC) observée dans le eedtr pays, le Sud
et le Sud-Est de la chaine de I'’Atlas (figure 1Bh@jaoui, 2009).

Carte de répartition des leishmanioses au Maroc

e LCal tropica
O LV &L infantum
B [Ca L infantum
A IC i L major

Figure 18 : Carte de répartition de la leishmaniose au Maroc.
(Rhajaoui, 2009)

2.1. Leishmaniose viscérale

La LV au Maroc est connue depuis plusieurs décesinie premier cas du
kala-azar infantile a été décrit a Tanger en 19REerlinger, 1921). Alors
gu'une LV chez l'adulte a été rapportée chez uné@rmiere a Meknés en
1922 (Klippel et al., 1922). Cette maladie est suttlocalisée dans le Nord
du pays, mais des cas sporadiques ont été obsedafs d’'autres régions,
notamment au Sud (Dereure et al., 1986). La mot@idie la LV fluctue en

moyenne autour de 152 cas par an (figure 19).
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Figure 19 : Evolution des cas de leishmaniose viscérale (LV),
leishmaniose cutanéela tropica (LCt) et celle aL. major (LCm).
(Rhajaoui, 2009)

Le parasite responsable dseéishmania infantumdont le zymodéme MON
1 est le plus commun sur le pourtour méditerrangrimux et al., 1982).

Deux espéces du phlébotome sont incriminées dansrdasmission de
cette forme au MarocPhlebotomus ariasi Phlebotomus perniciosust P.
longicuspis(Dereure et al., 1986 ; Rioux et al., 1986 ; EIrMi2009).

2.2. Leishmanioses cutanées

Les LC humaines ont été subdivisées en deux entitéso-
épidémiologiques différentes:

% LC due aL. majordite aussi la forme humide ou rurale ;

« LC due aL. tropicadite aussi la forme séche ou urbaine.

2.2.1. LC a Leishmania major
La LC humaine & . major était connue au Maroc au début du XX siecle
par quelques cas sporadiques (Guessouss et al§;1P8ey, 1914). Apres,
cette maladie évoluait sous forme d’épidémies alées dans le temps par
des périodes d’accalmie, dans lesquelles les z@smasnises a une puissante
pression parasitaire sont vraisemblablement a Fabes nouvelles vagues
épidémiques. Le nombre de cas peut atteindre plas2800 cas par an

(figure 19).
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La maladie s’'observe en zone aride dans les palmsraes piémonts
méridionaux de I’Anti- et le Haut-Atlas.

Le cycle épidémiologique de cette forme, s’appuig $a présence dans
ses sites de répartition, d’'un rongeur commendaériones shawi grandis
Cette gerbille, inféodée au complexe douar palmerajoue le rble de
réservoir du parasite (Rioux et al., 1986).

La transmission du parasite depuis le réservoirhdrhme se fait par le
biais duPhlebotomus papatasabondant dans les douars contaminés (Adler
et al., 1941 ; Rioux et al., 1986).

Toutes les souches isolées du réservoir, de I'honahau vecteur sont
identiques et se sont identifiées biochimiquemeadmme étantL. major
MON 25 (Rioux et al., 1986).

Les mémes résultats ont été retrouvés sur desisratitanés, en 2007,
dans les provinces d’Ouarzazate et d’Er-Rachidiguife 18) (Rhajaoui et
al., 2007).

2.2.2. LC a Leishmania tropica

Le premier cas de LC due la tropica a été identifié en France en 1987
chez un enfant marocain ayant séjourné a Tanants damnprovince d’'Azilal
(Marty et al., 1989). Depuis lors, les atteintedshemaniennes dues &.
tropica ne cessent pas d’apparaitre. Un grand foyer, s@aet sur une
superficie d’environ 400 kfmallant d’Azilal au centre jusqu’a Essaouira a
I'Ouest et Agadir-Guelmim au Sud, a été identifiégnome lieu ou sévit la LC
al.tropicadans notre pays.

2.2.3. LC a Leishmania infantum

Cette forme a été signalée pour la premiére foisFeance (Rioux et al,
1980). Depuis, elle a été trouvée dans la plupas fioyers a LV canine et
humaine du pourtour méditerranéen. Le premier casowmain a été dépiste,
dans le Rif central a Taounate.

Des investigations moléculaires, réalisées en 20@dntrent I'existence
de formes cutanées causées parinfantum La majorité de ces cas ont été
enregistrés au niveau de la province de Sidi Kad®&hajaoui et al., 2007).

Il s’agit de formes sporadiques montrant des l|ésiomniques, ulcéro-
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crouteuses ou lipoides, évoluant pendant au moiagsxdans (Rioux et al.,
1996).

6. Répartition régionale des leishmanioses
La situation épidémiologique de la leishmaniose 2608 peut étre
resumée dans le tableau suivant :

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

Fes (Année 2008).

Régions/prov.pref. Leishmaniose Leishmaniose
cutanée viscérale
Fes 9 9
Moulay yacoub 11 10
Séfrou 69 9
Boulemane 49 0
Total 138 28

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

Le nombre des cas de la leishmaniose cutanée Ig @levée en 2008 a été
enregistré a la province de Séfrou (69 cas) suiwe kh province de
Boulemane (49 cas).

Concernant la leishmaniose viscérale le nombre cas le plus élevé est
enregistré a la province de Moulay yakoub (10 cssivi successivement de
la préfecture de Fés et la province de Séfrou a%ecas dans chacune (El

Miri, 2009).

VI. DIAGNOSTIC DES LEISHMANIOSES

Le diagnostic de la leishmaniose est orienté pataleleau clinique selon

la forme de leishmaniose ; des techniques sérologigimmunologique
viennent compléter le diagnostic de certitude qui ést parasitologique et
repose essentiellement sur I’examen parasitologigifectué directement sur
frottis et aprés culture. Récemment les techniqdediologie moléculaire se
développent et le diagnostic moléculaire est polssibLefichoux 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 ingdqine éventuelle
leishmaniose ils associent une vitesse de sédintemaVS) accélérée, une
augmentation de gammaglobuline, un rapport inveds&8bumine/globuline,
une anémie modérée a 150 000 GR/inme leucopénie marquée avec moins
de 4 000 neutrophiles et une trombocytopénie de @D a 150 000
plaquettes par mm

1.2. Etape immunologique
Plusieurs techniques immunologiques sont utilisgesur détecter les
anticorps anti-leishmanies (Ashford et al., 1993arith et al., 1989,
Schneider et al., 1993).

1.2.1.Agglutination directe (DAT)
Cette technique est validée comme un test senstblgpécifique pour les
investigations de terrain (Boelaert et al., 1990zbel et al., 2000).
Le principe consiste a former un précipité visildd’ ceil nu dans des puits
de plaques de micro-titrage contenant différentalittbns du sérum du

malade et I'antigéne qui provient des cultures geemastigotesn vitro.

1.2.2.Immuno-Fluorescence Indirecte (IFI)

Ce test permet de visualisé les antigénes promattgyde culture a l'aide
d’'un anti anticorps fluorecsent, il permet de ciomfer la suspection
clinique et hématologique a plus de 95% des casabssde LV. L'épreuve
est spécifique de genre, bien que des réactionssées significatives aient
eté signalées chez des individus infectés aVegpanosoma cruz(maladie

de chagas).

1.2.3.ELISA : 'Enzyme-Linked Immunosorbent assay
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La technique ELISA est une technique immuno-enzymat permet de
visualiser une réaction antigene-anticorps graceuree réaction colorée
produite par I'action sur un substrat, d’'une enzypmealablement fixée a
I’anticorps anti-immunoglobuline.

L’ELISA des leishmanies utilise un antigene pronigete soluble dans un
détergent (Triton X-100) et protégé par des inhehits de la protéase
(Mancianti et al., 1995).

Plus récemment, un antigéne recombinant a partund’ protéine clonée
de L. chagasj appelé rK39, a été signalé comme étant hautenréattif
avec des sérums de cas de leishmaniose viscéralmaime et canine.
L'antigene rK39 est maintenant produit commerciatrh sous forme d’un
test sur bandelette (figure 20). Ce test montrecas de positivité, une bande

visible a I’ceil nu en 10 minutes (Dmbele, 1992 ;uBée 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. €’esn examen
microscopique qui se pratique immédiatement aprespkélevement ou
tardivement aprés culture (Molyneux et al., 1983).

L’examen direct consiste a chercher les amastigaiass les macrophages
sur frottis du prélevement obtenu par ponction méadiuk au niveau sternale
chez I'adulte et au niveau des apophyses épinedsds Crete iliague ou des
plateaux tibiaux chez I’enfant et coloré au May-Gwald-Giemsa.

L’examen aprés culture in vitro permet de recherches promastigotes
dans des milieux de cultures spéciales aprés uaidBIincubation de une a 4

semaines
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Pour I’examen apres culturen vivo, le Hamster Mesocricetus auratus
est I'animal le plus communément utilisé (Rioux a&lt, 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 nottis confectionné a
partir d’'un prélevement et coloré par le May-Grundr&iemsa.
Le préléevement est réalisé a la périphérie de Ilsioeé cutanée dans ses
parties infiltrées, en évitant les zones ulcéréas surinfectées par les
bactéries (Gentilini et al., 1986 ; Degos, 1976).

2.2. Culture des leishmanies

Une partie du prélevement cutané peut étre ensemmesrt culture sur
milieu gélosé (milieu NNN-sang) ou divers milieuxjliides supplémentés.

Le milieu NNN est un milieu biphasique constituérga gélose au sang
frais de lapin décomplémenté ou non. Elle n’estligge que dans les
laboratoires spécialisés disposant d’'un élevage lagins (Evans et al.,
1987).

La culture est lente et nécessite des repiquagelsddmadaires. Une
culture est dite négative apres un mois et demrejaquage neégatif.

La culture des leishmanies est nécessaire pouypadge enzymatique des
souches. Elle joue aussi un role important poucdafirmation du diagnostic

parasitologique (Berrebi, 1936 ; Chouihi et al.,020.

2.3. Diagnostic moléculaire de la leishmaniose

Le diagnostic moléculaire de la leishmaniose parP@R (Polymérase
chain réaction) a fait I'objet de plusieurs étuddsapparait plus sensible que
les autres méthodes de diagnostic classique (M¢ehedi al., 1993; Osman
et al., 1997; Belli et al., 1998., Aviles et al1999.; de Oliveira et al 2003.,
Marfurt et al 2003.; Schonian et al., 2003.; Bens®an et al., 2006)
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La réaction PCR permet d’amplifier in vitro une rég spécifique d’un
acide nucléigue donnée afin d’en obtenir une qu@&ntsuffisante pour
I’étude.

Pour se faire, une série de réactions permettantrdplication d'une
matrice d’ADN double brin est répétée en bouclen#ii au cours de la
réaction PCR, les produits obtenus a la fin de aeagycle servent de
matrice pour le cycle suivant, 'amplification edbnc exponentielle (Boer et
al., 2006).

La phase d’amplification par PCR la plus commun¢ eslle de la région
ITS1 partie transcrite ribosomale interne deishmania Cette région est
polymorphe chez les différentes especesLéeshmania la digestion de son
amplicon ITS1 avec les enzymes comme Haelll, Hoal,Rsal permettent de
distinguer entre la majorité des espéces (Schomitanl., 2003 ; Aljawabreh
et al., 2004 ; Musso et al., 1996).

Il existe aussi I'amplification par PCR de I’'ADN dkinétoplaste. L’ADN-
K contient presque 10 000 mini cercles par cellube®c presque 800 paires
de base dont 200 identiques et 600 différents. @enlbore élevé de copies
donne une sensibilité tres élevée pour le diagrmogste ce genre mais
I'hétérogénéité des régions diminue de la spéciécile la PCR (Cortes et
al., 2004 ; Noyes et al., 1998).

D’autres types d’amplification sont aussi utilisées a I'allele spécifique
pour I'identification des leishmanies de I'ancieronde et la technique Real-
time Tag Man PCR qui est utilisée pour déterminex dQuantité des
Leishmaniasdans les échantillons biologiques (Bell et al.020 Bretagne et
al., 2001).

2.3.1. Extraction d’ADN des leishmanies
< Extraction d’ADN par phénol-chloroforme

L’extraction d’ADN se fait par phénol- chloroformegui est une méthode
de purification minutieuse qui inclut beaucoup dipe de lyse, de digestion,
d’extraction et de lavage. (Bensoussan et al., 20@®8honian et al., 2003 ;
Meredith et al., 1993 ; Osman et al., 1997).

% Extraction d’ADN & partir de culture cellulaire pbg kit Roche
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Le principe de cette technique consiste a une haomegation de
I’échantillon avec un tampon de lyse cellulaire emésence d’'un fort
détergent anionique et de la protéinase K. L’éliation de I'’ARN se fait a
I'aide de I’ARNase. La suppression des protéinest agalisée par
précipitation sélective et centrifugation. L’ADN pfiee est finalement
réecupéréee de la solution par précipitation de Igsmpanole.

Cette technique d’extraction d’ADN est caractériggar sa simplicité, sa
rapidité et elle permet aussi d’avoir une ADN hautnt purifiée qui peut
étre utilisée dans les standards PCR, séquencagklille¢ et al., 1988 ;
Lahiri et al., 1993 ; Steinhoff et al., 1994 ; Bamet al., 1994).

2.3.2. Amorces utilisées

Il y’a plusieurs amorces utilisées pour la PCR deishmanies telles que :
La premiere paire d’amorces (R221/R332) a été décpar G.J.J.M. Van Eys
et al. en 1992 et L. Lachaud et al. en 2000. Ceptew’'amorces amplifie un
fragment d’ADN de 603 pb, leurs séquences sontsleizantes :

_R221:5- GGCCGGTAAAGGCCGAATAG -3 ;

_ R332 :5-GGTTCCTTTCCTGATTTACG -3'.

La seconde paire d’amorces (Lei 70L/Lei 70R) a dé&rite par Spanakos
et al en 2002. Ce couple d’amorces amplifie un magt d’ADN de 345 pb.
Leurs séquences sont les suivantes :

_Lei 70L : 5’- CGCAACCTCGGTTCGGTGTG -3’ ;

_Lei 70R : 5'- CGCGGTGCTGGACACAGGGTA -3'.

La troisiéeme paire d’amorce ITS-219F/ ITS 219S aé éécrite par
Schoenian et al., 2003 ; Tai et., 2000 et Tai ef 2001. Ce couple d’amorce
amplifie 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 littéra, le choix entre ces
différents séquences déepend du degré de sensibslit¢haité et niveau de
spécificité recherché : genre, espece ou groupspBees (Le Fichoux et al.,
1999).
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2.3.3. Séquencage des leishmanies

Le projet de séquencage deishmaniaa pris forme lors d’'une réunion a
Rio de Janeiro en 1994. De cette réunion est néd deshmania Genome
Network un consortium de laboratoires impliqués dans &ategraphie, le
séquencage et I'annotation des génomes et dantebkis fonctionnels qui en
découlent. Un projet de séquencage a débuté avesolechelLeishmania
major MHOM/IL/81/Friedlin (Ouellette et al., 2002).

Le séquencage de Leishmania a I'aide d’un séquen¢kgure 21) équipé
d’'un laser permettant la détection de fluorochrofeé donc le fragment) par
la longueur d’onde émise. Cette technique consgstetiliser 5 couleurs de
fluorochrome émettant 5 longueurs d’'onde différentebleu, rouge, orange,
vert et jaune. L’'orange étant réservé au marqueartaille. Le produit de
PCR ainsi marqué est dilué dans du formamide etitamithé d’un marqueur
de taille.

Aprés passage du fragment amplifié dans le polyméeecapillaire, le
séquenceur transfere les données a l'ordinateuil®wsont analysés par un

logiciel (Hide, 2004).
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Figure 21 : Séquenceur.
(www.biomedicale.univ paris5.fr/ifr95/images/appdrsequenceur2.gif)
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Vil. TRAITEMENT DE LA LEISHMANIOSE

La thérapeutique des leishmanioses est dominéeuyidele début du 20"
siecle, par les dérivés stibiés qui demeurent, eacde nos jours les
médicaments de premiére intention.

Toutefois, au cours de la co-infection LV/VIH, ouams des cas de
résistance fréquente aux antimoniés (LCM, kala-agstrafricain ou indien),
'amphotéricine B « tres chére » tend a s’'imposer gremiere intention,
surtout sous sa forme encapsulée dans les liposqiedet, 1999).

3.Médicaments

1.1. Médicaments utilisés a I’échelle mondiale
1.1.1. Sels d’antimoine pentavalents (SbV)

Les deux produits disponibles de nos jours sonnhtimoniate de N-méthyl
glucamine, commercialisé sous le nom de Glucantimet®e stibogluconate
de sodium ou Pentostam® (Escomel, 1917 ; Bermar88L9Badaro et al.,
1990).

Chimiquement voisins, I'un résulte d’une liaisorua sucre, le méglumine
(Glucantime®) et l'autre d'une réaction entre antime et ['acide
gluconique (Pentostam®). Ils ont une teneur en mmoine distincte, de 8,5%
pour le Glucantime® (8,5 mg/ml) et de 10% pour lenPostam® (10 mg/ml).

Leur mécanisme d’action n’a jamais été exploré etmédure mal connu.
L’antimoine a wune action inhibitrice sur la syntkeesde I'ATP, sur
I’'oxydation glycolitque et sur celle des acides g@Berman, 1988).

L'efficacité des antimoniés dans le traitement dkedshmanioses est
confirmée par plus d’'un demi-siécle d’utilisatioRourtant ces produits ont
fait lI'objet de recommandation d’emploi tres divess pour tenter
d’améliorer leur efficacité et de diminuer leureds toxiques.

Le défaut de réponse aux antimoniés de certainmésrde leishmaniose a
été signalé a maintes reprises dans certains fogademiques de LV et de

LCM. Il ne saurait toutefois étre automatiguemeapporté a une résistance
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de la souche de parasite, en raison de la multigdicdes protocoles
thérapeutiques employés et de Ila variation des slogEantimoine
administrées. Pourtant, des souches authentiquemefgistantes aux
antimoniés ont été isolées des patients non réporgdau traitement (Falcofe
et al., 1993).

1.1.2. Sels de pentamidine : Isethionate de pentadine:
PENTACARINA®

La pentamidine est une diamine aromatique syntleetisiés la fin des
années 1930. Il en existait deux sels : le mésylkdgepentamidine, dont la
spécialité, la lomidine®, a été retirés du marcmél®90 et n’existe plus que
pour l'usage vétérinaire, et l'iséthionate de pentdine®, commercialisé
sous le nom de pentamidine® et plus récemment dertgoarinat®
(Pradinaud et al., 1991).

La pentamidine inhibe la synthése d’ADN parasitapar blocage de la
thymidine synthétase et par fixation d’ARN de tréars.

Le mésylate de pentamidine a été largement utitiaéds le traitement et la
prévention de la trypanosomose humaine africainen® le domaine des
leishmanioses, il a été principalement employé cammédicament alternatif
de la LV infantile, en cures alternées avec le Glume®, ou encore comme
drogue de premiere intension dans le traitemeniad&éC a L. guyanesis en
Guyane francaise (Pradinaud et al., 1991).

Le pentacarinat® correspond a une nouvelle prédesmriade lI'iséthionate
de pentamidine couramment utilisé antérieurementussole nom de
penatmidine® dans le traitement de diverses formissérales et cutanées de
leishmaniose en Inde et en Afrique de I'Est.

L'efficacité du mésylate paraissait légéerement su@ére a celle de
I'iséthionate, avec cependant un effet diabétoggrles marqué (Soto-
mancipe et al., 1993).

1.1.3. Amphotéricine B
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Antibiotique polyénique isolé en 1955 d'unStreptomycesdu sol,
I'amphotércine B est un antifongique puissant wstélidans le traitement des
mycoses systémiques. Son statut évolue actuellendenproduit alternatif
pour les leishmanioses résistantes aux antimoraéselui d’anti-leishmanies
de premiére intention au cours de la leishmanioséscérale de
'immunodéprimé ou de la leishmaniose muqueuse.sClen heptaéne dont la
formule brute est C46 H73 NO20 (Thakur et al., 193

L'’amphotéricine B inhibe la déméthylation du lanésil qui s’accumule
de facon anormale et provoque des modificationslalgoerméabilité de la
membrane parasitaire entrainant une perte de sobetavitales. Elle agirait
en outre également sur les macrophages en stimdknt production et en
augmentant leurs capacités phagocytaires.

L'’amphotéricine B est un antileishmanien trés paists dont I’efficacité
chez le Hamster expérimentalement infecté est siepée a celle des
antimoniés.

Une formulation récente de I'amphotéricine B enaage dans un
liposome unilamellaire est disponible depuis pewrdiés (AmBisome®).
Elle consiste dans l'incorporation I'amphotéricinB dans la bicouche
membranaire d’'un liposome, par une association rmvalente avec les
phospholipides et le cholestérol composant cettenbr@ne.

L'’amphotéricine B encapsulée ne se dissocie pasligamsomes en milieu
aqueux. Elle demeure dans la circulation générdlepn elle est captée par
les cellules du systéme réticulo-histiocytaire. fumduit s’accumule dans les
tissus infectés et les cellules, en particulier lesacrophages.
L'’amphotéricine B encapsulée interagit de facon iimie@ avec les cellules de
mammiferes. Ses modalités d’action sur lesishmaniasont supposées étre
les mémes que celles de I'amphotéricine B convemile (Dedet et al.,
1999).

1.1.4. Aminoside sulfate
L'’aminosidine est un antibiotigue aminoside naturehd noyau

deoxystreptamine, produit par un Streptomyces.
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Le mode d’action de [I'aminosidine est analogue alucede la
streptomycine, il agit en inhibant la synthése d®tpines parasitaires par

liaison au ribosome (Thakur et al., 1992).

1.1.5. Allopurinol
L'allopurinol est un analogue structural de I'hypoxhine couramment
utilisé dans le traitement de I’hyperuricémie.
L'allopurinol intervient dans le métabolisme desrpies en s’incorporant
a I’ARN parasitaire pour lequel il a un effet lét@dedet et al., 1999).

1.1.6. Imidazolés
Les dérivés imidazolés constituent une famille partierement fournie
d’antifongiques de synthése. Certains d’entre edant le kétoconazole ou
Nizoral® et l'intraconazole ou sporanox®, sont cit€s$ d’'une activité

antileishmanienne pas toujours définitivement établ

Les imidazolés inhibent le cytochrome P450, bloqudam synthese des
stérols membranaires. Leur activité aboutit a uésarganisation interne des

organelles aboutissant a la mort cellulaire (Deédeal., 1999).

1.1.7. Interféron gamma
L'interféron gamma (IFN) est une lymphokine produite naturellement par

les lymphocytes T helper et les cellules tueuses &l¢es stimulation par
certains antigénes ou mitogénes. Il possede de meudes propriétés
immunodulatrices, dont I'activation des macrophagé&nterféron gamma
1-b recombinant humain est actuellement produituistdiellement par génie
génétique chez E-coli et utilisé en association mpoé@duire les infections
graves chez les patients présentant une agranudseythronique (Murray et
al., 1988 ; Falcofe et al., 1993).

1.2. Médicament utilisé a I'échelle nationale
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Le médicament utilisé au Maroc pour le traitemerd kh LC est sous
forme d’une injection intra-lésionnelle ou une injon intramusculaire
profonde de glucantime. Ce médicament est pris learge par I'état (OMS,
1997).

4 Vaccination

Face au fléau que représentent les leishmaniose seule mesure
apparait opportune : la prévention par une vacdoratefficace et sans

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

La voie de la « leishmanisation », inoculation dargsites vivants, est
actuellement trés étudiée. En effet, les personnadeintes d’'une
leishmaniose dans le passé, se trouvent immuniséadre les nouvelles

infections.

De cette constatation est née I'idée que l'injentides parasites vivants
pouvait conduire au méme résultat. Différentes fesmd’inoculation
(Gradoni, 2001) ont donc été étudiées :

% Des parasites atténués ou tués (Kenney et al., 1999

« Des fractions purifiées de lysats parasitaires (Burt al., 1989) ;

% Des protéines recombinantes (Mitchell et al, 198Rafati et al.,

2000) ;

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

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

Mais a 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’émrdi’évolution des cas
positifs de la leishmaniose cutanée au niveau d®OERM de la préfecture
de Fes et la province de Moulay yacoub) durant 1’2009 et une étude
prospective comportant quatre volets :

« Une description clinique des Iésions ;

% Un diagnostic histologique ;

% Une culture des leishmanies ;

« Un diagnostic moléculaire.

LIEU D’ETUDE

Le laboratoire Régional de Diagnostic Epidémiologgéget d’'Hygiéne du
milieu de la délégation médicale de la préfectuee ks est désigné par le
ministéere de la santé pour faire le diagnostic msmopique de la
leishmaniose cutanée concernant la préfecture ds &t la province de
Moulay yacoub. Il recoit des hopitaux et des dispa&ines de toute la région
les lames des malades ayant une Iésion cutanée estsp d’'une
"leishmaniose”. Certaines fois le laboratoire rdckds malades référés par

leurs médecins traitant pour réalisation d’un fistde la Iésion.

TYPE D'ETUDE
|. ETUDE RETROSPECTIVE

L’étude rétrospective concerne |'analyse des doneésles résultats des
prélevements cutanés examinés au LRDEHM durantn&mn2009.

Ces donnés proviennendes registres de leishmaniose cutanée diment

conservés au sein du laboratoire;
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Le traitement statistique est réalisé par le LoglicEpi info congcu par
I'organisation mondiale de la santé (figures 22 28). La réalisation des
graphes est faite par le logiciel Excel.

# Epi Info @@\E{

Frograms gs  Utilties  Help

Lancy

Ministere De La Santé
Delégation Medicale De F&s

Enter Data

Figure 22 : Interface du logiciel Epiino.

Les variables utilisées dans le saisi des donnéeat s: Date de
prélevement, préfecture ou la province, centre daté, date de réception,
adresse, code de laboratoire, numéro de la lamen Mb Prénom, age, sexe,

milieu, dépistage, année, mois et opérateur.

File Edit Cphions Help

Rovaurme du Maroc l k I Lahoratoire de Diagnostic

Ministére de la Sante = Epidémiologigque et d'Hydiéne

Région Fés - Boulermnane du Milieu - Fés

Delégation de Fés I_I Unité des maladiesParasitaires

Parasitologie de la Leishmaniose cutanée
[ Lopérateur
I P | Moiz [Ma -I Arnde 2010 =l ]
Savaots I Farlie service espéditeur
Mark recard as deleted Provi/Préf  [Fes - L5 Jain Nokbi | Date de prélavement  [24-05.2010
Eind
Nedelame [ Nem [~ Piénom [
Achesse | Age [
Hew Sere  [Masculin =] Miiew  [Ubain =] Depistage  [Pasaft =]
Fartie laboratoire
Code labo | DDR  [ZE062000 Lieu - DDE  [Z505-2010
Localisation  [— Aspect [T o1 Mbredslésion [ 1
Résultat  [absence - I Prasens Canfirnation INH [
precoed Esaminateur  [iafas Elalami =] Observation  [Ras
2476 New Record
o e e s Repeat Last

Figure 23: Grille de saisie de données.

II. ETUDE PROSPECTIVE
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Le matériel biologique sur lequel le diagnostictbi®gique et moléculaire
se fait provient du suc dermique prélevé a pargs diésions.

Pour notre étude moléculaire nous avons confectéopaur le prélévement
biologique trois échantillons :

*Un frottis mince sur lame ;

*Un prélevement sur tube éppendorf ;

*Et un prélevement sur le milieu de culture NNN.

Technique de prélevement

Le préelevement est effectué a la périphérie deéidn cutanée, en évitant
les zones ulcéreuses ou surinfectées par des lhasté&elon la technique
suivante:

% L'ulcération cutanée est soigneusement désinfectdmc de I|'eau
physiologique stérile apres avoir enlevé la crogte la recouvre.

« La lésion est séchée a I’aide d’un coton.

% Le revétement cutané est raclé a I'aide d'un vaesiple en allant de
plus en plus profondément jusqu’a la sérosité pdusmoins teinté du sang,

« Le produit de raclage est déposé dans des tubesngmf qui seront
congelés a -20°C.

% Une légere pression est effectuée a I'aide de vwaxstiyle, pour récolter
la sérosité dans :

*Une boite de pétri stérile contenant 1 ml de I'epluysiologique stérile et
0,5 a 1 ml des antibiotiques (pénicilline et str@picine). Ce mélange est
ensemencé dans le milieu de culture NNN;

*Sur des lames, le produit du raclage est étalé fieement a I'aide d’une
autre lame est un frottis mince est confectionnés llames sont numeérotées
a l’aide d’'un graveur

Le frottis fera I'objet de I'examen histologique fe€tué au laboratoire
puis contrélées par le laboratoire de référencdadkeishmaniose a I'INH de
Rabat. Ces lames sont mensuellement envoyées aeecs |fiches de
renseignement (annexe 1).

La plaie est de nouveau nettoyée en mettant unenpaade, et couverte
avec une compresse stérile fixée par du sparadrap.

1. Description clinique



DEDICACES

La description clinique fait partie du diagnostie da leishmaniose. Elle
est réalisée grace a un interrogatoire précis @islhgnalétique annexe 2) et
donne en plus de la description de la Iésion cutardes informations
supplémentaires sur :

« Le Nombre de Iésion, unique ou multiple ;

« L’aspect de Iésion, seche ou humide ;

% La localisation de |ésion, partie couverte ou déocee ;

% Les informations clinigues concernant la périodeinf¥station, la

période d’incubation, lieu d’infestation et la péde d’état de la

maladie ;

2.Diagnostic histologique

L’examen histologique est réalisé pour les frottistanés étalés sur les
lames en utilisant un microscope optique.

Ces frottis sont tout d’abord fixés sur les laméscelorés par le colorant

May-Grunwald-Giemsa.

2.1. Technique de coloration
Les frottis cutanés ainsi réalisés sont colorég aalorants MGG par

la procédure suivante :

3 L’étalement est fixé par I'alcool méthyligue (méthd absolu)
pendant 2 a 5min ;

> Le frottis fixé est coloré pendant 30 a 60 minutesr la solution de
Giemsa diluée a 3 ou 10 % dans de I'eau distillae dans une solution
physiologique tamponnée a pH = 6,8. A noter queflaxon de la solution
meére de Giemsa doit étre fermé hermétiquement etderaa I'abri de la
lumiére et le Giemsa dilué est utilisable pendamvieon 8 heures, par
conséquent, nous préparerons la dilution le joummaéu elle sera utilisée ;

3 le frottis coloré est Lavée délicatement a lI'eau dabinet (débit
faible) pour enlever I’excées du colorant ;

3¢ Les frottis sont séchés a l'air libre en les posuatticalement sur un

portoir ;
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X L’examen des frottis se fait au microscope opticauec un objectif de
100.

2.2. Conservation des lames colorées
La conservation des lames est effectuée en utitisdl) KIT dilué par le
toluéne ou le xyléne selon la procédure suivante :
3¢ Deux gouttes du conservateur dilué sont déposéedesfrottis,
3¢ La lame est couverte avec une lamelle en évitantfdrmation des

bulles d’air puis séchée.

3. Culture des leishmanies

Les cultures des leishmanies dans le milieu NNN tsaontrélées et
repiquées chaque semaine pendant une période dam@ises. L’'incubation
de la culture se fait dans une étuve réfrigéréena température avoisinante
les 23°C. Une culture est considérée négativelle eeste négative jusqu’a

la 6°™¢semaine.

3.1. Controle
Le contrble des cultures a pour but de vérifier §ia une contamination

par des bactéries ou des champignons.

Ce contrble est réalisé chaque semaine en mettaatgoutte de la culture
entre lame et lamelle et son observation a I'aidendmicroscope (objectif
40).

3.2. Repiquage
Le repiquage est réalisé hebdomadairement en padélieune goutte de la
culture a I'aide d’une pipette pasteur stérile gurus avons déposé dans un

nouveau milieu de culture NNN.
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4. Diagnostic moléculaire
L'identification moléculaire est basée sur I’ex¢teon de I’ADN suivie de
I'amplification du géne de I'’ARN par PCR (Polymeem€&€hain Reaction) en

utilisant les amorces suivantes : Almlts 1F, AImliR (tableau 2).

Tableau 2: Séquences nucléotidiques des amorces ;

Amorces Séquence nucléotidique
Almlits 1F 5 -TGATACCACTTATCGCACTT-3’
Almlts 1R 5" -CTGGATCATTTTCCGATG-3’

Les produits de la PCR sont ensuite séquencés. lende l'identification
taxonomique, les séquences ainsi obtenues sont apéeg avec une base de

données existante dans le programme BLASTN.

4.1. Extraction de ’'ADN génomique
L'ADN génomique est recherchée dans les prélevememdirects sur les
frottis cutanés fixés et colorés et sur les prélaeats cutanés directs
déposés dans les tubes éppendorf conservés a -@08Gr la culture
L'optimisation du protocole d’extraction d’ADN géndque des

leishmanies est réalisée par deux méthodes diffi@en

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

L’extraction d’ADN par phénol chloroforme est unméthode de
purification minutieuse qui inclut des étapes desdy de digestion et de
séparation d'ADN; elle se réalise selon la techeiguivante :

«<sur le matériel tissulaire adhérant sur la lameQ L0 du tampon de lyse
(annexe 3) sont ajoutés. Avec un cbne stérile lettfs est gratté et la
suspension est aspirée puis transférée dans un éplpendorf marqué. Ce
processus est répété une deuxiéme fois.

<A ce mélange, 3ul de protéinase K (20mg/ml) sonduag¢ puis il est
incubé toute la nuit a 60°C.

«<2 Aprés incubation, 200ul de phénol sont ajoutés deisnélange vortexé

pendant 2-3 minutes est centrifugé a 14 000rpnplus pendant 3 minutes.
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< Trois parties se forment la phase organique, I'ifdee et la phase
aqueuse.

< La phase aqueuse contenant I'ADN est transférégnsaisement par
pipetage en mettant le cdne contre le bord du tub®iné et sans toucher
I'interface dans un tube stérile contenant 200pulctiéoroforme.

< \Vortex et centrifugation comme auparavant.

< lLa phase aqueuse est transférée a nouveau dansube s&térile
contenant le 1/10éme du volume d’acétate de sod3Mnou NaCl 5M et on
ajoute 2,5 du volume d’éthanol 96% (500pl).

< |ncubation pendant 30 minutes (le mieux toute latha -20°C pour
permettre au précipité d’ADN de se former.

< Apres Centrifugation a 4500 rpm pendant 10 a 30 utes, le
surnageant est aspiré en faisant attention a rsetpacher le culot d’ADN,
qui peut étre invisible.

< |L’'éthanol a 70% (300ul) est rajouté au culot puentrifugé pendant 5
minutes et le culot obtenu est laissé ouvert pemndare heure dans I'étuve a
37°C jusqu’a ce que les dernieres traces d’éthawooént évaporées.

<2 Dissolution du culot d’ADN dans 50ul dans d’eau distillée ou dans
du tampon TE (annexe 3).

< Les échantillons d’ADN dilués sont stockés a -20¥Squ’a utilisation.

4.1.2 Extraction d’ADN par choc thermique
Technique alternative a la lyse chimique, utiliggeur I’extraction d’ADN
des bactéries et des champignons; elle se baseiseirsérie de passage des

échantillons du froid au chaud.

La procédure utilisée est la suivante :

< Les prélevements directs dans les tubes éppendatf les frottis
colorés sont mis en suspension en ajoutant 100eullehau distillée stérile a
chaque un.

< Les mélanges sont incubés une heure a -20°C paisstérés dans un
bain marie a 80°C pendant 5 minutes. Aprés ils siocubés une autre fois
a -20°C pendant 30 minutes ensuite transférés aC8@e processus est

repété deux fois puis une centrifugation penda@tnminutes a 7000 rpm
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donne un surnagent contenant normalement de I’ARN4I du surnageant

est utilisé pour la réaction d’amplification (PCR).

4.2. Amplification par PCR
La PCR (Polymerase Chain Reaction) fut inventée paMullis et
brevetée en 1985. Son principe repose sur [l'utiiea de I’ADN
polymérase, il s'agit d’'une réplicatiomn vitro de séquences spécifiques
d’ADN.

Cette meéthode permet de générer a des dizaines ddiamds
d’exemplaires un fragment d’ADN particulier (la sésnce d’intérét, ADN
d’'intérét ou ADN cible) a partir d’'un extrait d’ADNADN matriciel).

4.2.1. Amorces spécifiques
Les amorces utilisées sont des amorces universdteplifiant la région

ITS de I'unité ribosomique.

Cette région est une zone assez bien conservémt&rieur d’'une méme
espece, mais elle est variable d’'une espece a whes a&t constitue un bon
indicateur taxonomique a I’échelle de I'espéce.

Pour cette raison, cette zone a été amplifiée poanfirmer le diagnostic

précédent.

Tableau 1: Séquences nucléotidigues des amorces

Amorces Séquence nucléotidique
Almlts 1F 5" -TGATACCACTTATCGCACTT-3’
Almlts 1R 5 -CTGGATCATTTTCCGATG-3’

4.2.2. Reéactifs de la PCR

La réaction de PCR a été réalisée dans des tubgengorf dans un
thermocycleur.

Le mélange réactionnel est effectué tel que préseatdns le tableau ci-

dessous :
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Tableau 3 Mélange réactionnel de la réaction du PCR pouréghantillon ;

Composants Volume Concentration finale
Tampon Taqg (10X) 5 1X
MgCl, (25mM) 2,5 1,25 mM
dNTPs (1mM) 1 0,02 mM
Almlts 1F (20pmol/ul) 1 0,4 pmol/ul
Almlts 1R (20pmol/pul) 1 0,4 pmol/ul
Taq polymérase (5U/ul) 0,5 0,05 U/ul
Eau 34 -
ADN 5 -
Volume final 50 -

4.2.3 Amplification

L'amplification de I’extrait d’ADN a été réaliséeaths un thermocycleur
Applied Biosystems 2720.

Le programme est donné par le tableau suivant :

Tableau 4: Programme d’amplification des leishmanies.

Nombre de Dénaturation Hybridation Elongation
cycle
Cycle initial 2 min. 95° C 0 0
32 cycles 20 sec. 95°C 30 sec. 53°C 1 min. 72°(
Cycle final 0 0 6 min. 72°C

Les produits amplifiés sont ensuite analysés pac@&bphorese sur gel

d’agarose a 1,2 %.

4.3. Electrophorése sur gel d’agarose

Le but de I'électrophorése sur gel horizontal est $éparation des

fragments d’ADN,

leur détection

par intercalationvea

d’éthidium et leur visualisation sous de faibles UV

le bromure
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* L’électrophorése sur gel d’agarose précede la RgoRr les échantillons
d’ADN extraits par phénol- chloroforme- alcool dales but est de s’assurer

gue I’'ADN a été bien extrait.

4.3.1.Préparation du gel

Une solution d’agarose a 1,2% est préparée dansTAR 1 X a partir
d’une solution TAE 50 X (annexe 3).

Ce tampon est le méme utiliser pour la migratioma kolution a été
chauffée avec agitation jusqu’a dissolution compléde |'agarose, puis
refroidie pour ajouter 2ul de BET (Bromure d’éthudi) (annexe 3), Le gel a
été ensuite coulé dans une moule avec peigne a apules. Apres
solidification, le gel a été placé dans une cuvéldttrophorése contenant du

tampon TAE 1fois.

4.3.2.Dépodt des produits d’amplification
10 pl du produit d’amplification a été mélangé aveaoe solution de
charge (annexe 3), puis déposé dans les puis dulgelsolution de charge
contient :
< Un marqueur de mobilité qui est le bleu de bromaopdiéet qui permet
de suivre la migration,
< Un alourdisseur « glycérol » qui permet d’entraih@&DN au fond des

puits.

4.3.3.Migration
La migration a été réalisée au moyen d'un générateée@ courant pour
I’électrophorese. Le courant a éeté réglé premiéretma 70 volets pour
permettre la sortie de I’ADN des puits, ensuite @ Wlts pour la migration.
Celle-ci a été arrétée lorsque le produit atteinewistance considérable.

4.3.4.Visualisation
La visualisation de I'ADN a été permise grace a amlorant fluorescent
BET déja ajouter a la solution d’'agarose. Ce conmgppessede la propriété
de s’intercaler entre les paires de bases des acideléiques.
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On peut aussi plonger le gel d’agarose apres mignatlans une solution

de BET 0.5pg/ml pendant 15mn puis le laver aved’dau distillée.

4.4. Séquencage d’ADN
Le séquencage deAIDN, consiste a déterminer I'ordre d'enchainement des
nucléotides d’un fragment d’ADN donné il est ré&@lipar les responsables

au centre de recherche CURI de Fes selon le prdeosoivant.

Les produits de PCR sont purifiés a I'aide de dllmagnétiques est utilisé
pour la réaction de séquencage. Celle-ci est réealiselon la technique
automatisée de Sanger. Cette méthode consiste lasseéaune amplification
spécifique (PCR) dans laquelle on utilise des da@sucléosides
monophosphate (ddNMP) généralement marqués parfldesochromes. Ces

dérivés ne possedent pas une fonction OH en pasidiodu désoxyribose.

L’'incorporation de I'un des didésoxynucleotides plABADN polymérase
blogue I'allongement de la molécule d’ADN en couws copie. On aura donc
toute une famille de fragment d’ADN synthétisés aveées longueurs
différents selon qu'un désoxynucléotide ou un di@ésucléotides a été au
hasard incorporé. Dans tout les cas, toutes lesénmudks se terminent

obligatoirement par un ddNMP.

Ces fragments sont séparés par électrophorése slelon longueur, les
petits migrent en premier. Le pouvoir discriminahi gel de polyacrylamide
est tel qu’il permet de différencier des brins d’ADnhe différent en longueur
gue par un seul nucléotide. Le gel est alors lu pae base A, T, C, G.

L'utilisation d’'un logiciel informatique permet deournir un traceé
eélectrophorétique avec des couleurs différentes rpochaque base

élémentaire.

4.5. Analyse bioinformatique des séquences
Les séquences d’ADN ribosomiaux ITS1 obtenues salgnées avec les

séquences nucléotidigues du méme ADN de la baselamées du Centre



DEDICACES

National de I'Information pour la Biotechnologie (¥BI) disponible en ligne

via le programme BLASTNn.
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CHAPITRE .. ETUDE RETROSPECTIVE ET PROSPECTIVE

[ll. ETUDE RETROSPECTIVE

L'étude rétrospective concerne les cas de la lemshimse cutanée
enregistrés dans le Laboratoire Régional de Diatigog Epidémiologique

et d’'Hygiéne du Milieu de la préfecture de Fes durban 20009.

Elle comporte des précisions sur le type de démistala date de

recrutement, la provenance le sexe et I'age.

Au total, le LRDEHM a enregistré 194 prélevementsndant I'an 2009;
parmi eux 77 cas, représentés par 44 femmes etod@ntes, sont positifs en
diagnostic histologique (soit 39,70% des prélevetsgritableau 5).

Tableau 5 : Recensement des lames de frottis cutanés examip&e ke
LRDEHM durant I’'an 2009 en fonction du sexe.

Résultats
i Positif Négatif el
Effectif 77 117 194
Total
Pourcentage 39,70% 60,30% 100%

En se comparant a une étude rétrospective antégiedg 2000 a 2008
réealisée au LRDEHM de Fes (Bendriss et al., 200®ufe24).

Nous avons constaté que ce taux de positivité eagmostic histologique

ne dépasse guerre celui de 40,2% enregistré en.2001
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Figure 24 : Taux de positivité des lames de la LC examinéeslpar
LRDEHM entre 2000 et 2009
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Figure 25 : Répartition des lames de la LC examinées parROEHM
entre 2000 et 2009.

Cette faible proportion des cas positifs par ragp@u nombre des
préléevements a tester (figures 24 et 25) peut awairsieurs explications
dont :
< La difficulté de I'’examen clinique posé par les médecins; en effet les
lésions données par les leishmanies peuvent seoommé avec d'autres
dermatoses de type mycose ou tuberculose d'ou drétt d'effectuer un
examen différentiel;
< La qualité du prélevement qui demande un soin et une pratique

rigoureuse ;
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< La qualité de la coloration; qui est liee a la qualité du colorant et au
pH de Il'eau distillée utilisée pour la préparatiothe la solution de
coloration ;

«< La lecture microscopique qui nécessite une grande expérience. Mais

cette derniere hypothése peut étre éliminé pardabde lecture des lames.

1. Répartition des cas de la LC selon le type de dépistage

Dépistage
aclif; 1.30%

. Non précis:
3.90%

FIgUI’e 26 : Dépistage

passif;
Répartition 94.80% des cas
de la LC en

fonction de type de dépistage durant I'année 2009.

D’aprés la figure 26, nous constatons qu’il y’a urdominance de
dépistage passif avec 73 cas, soit 94,80% par retppo dépistage actif qui
est enregistré uniguement pour un cas. Ceci pengt €pliqué par le fait que
la préfecture de Fés et la province de Moulay ydcowe représentaient pas

des zones d’épidémie pour réaliser un dépistagéd.act

2. Répartition des cas de la LC par mois

14

12

Nombre des cas positifs

—
o ke WO

Figure 27 : Répartition mensuelle des cas de la LC durant |&n2009.
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En générale, les cas de la leishmaniose sont enregistrés toute l'année
(figure 27). Cependant, durant la saison pluvieuse (septembre-février) 54
cas ont été enregistré soit 70,13% du total de I’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 positifs avec respectivement 12 et
13 cas; par contre durant les mois de mai, février et d’ao(it, nous avons
observé les chiffres les plus faibles, avec respectivement 0, 1 et 1 cas
(figure 27).

Ces résultats peuvent étre en rapport avec l'activité du vecteur et le
délai d'incubation de I’hote. En effet le vecteur ne s'active qu'en période
chaude de mars a avril (OMS, 1997) d’autant plus il a été démontré qu’a Fes
le phlébotome n'apparait qu'a partir du mois de mai (EI-Miri, 2009), donc
c’est aprés une incubation de 1 a 4 mois selon les individus et leur
immunité (OMS, 1997) que la LC se manifeste d’ou le nombre élevé des cas

positifs durant les mois de septembre a 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 'anné®20
La figure 28 montre que, la majorité des cas pdsitiexaminés

proviennent de la préfecture de Fés avec 50 cape@a@ant, sur ces 50 cas,
45 sont des cas importés, cela veut dire que lesgees ont séjourné en
dehors de Fes et que l'infestation s'est produileewrs et cing cas sont
autochtones autrement dit les malades n'ont patéies.

Ce dernier résultat montre que Fes est aussi ugeonéendémique et il se
peut que des cas asymptomatique réservoir existent.

Les cas provenant de la ville Boulemane et les estprovinces sont
uniguement des cas référés par leurs médecinsatraivers le LRDEDM et
par conséquent ils ne refletent pas la réalité alesituation épidémiologique

de ces provinces.

Nous avons enregistrés également d’autres cas guiipnnent d’autres
villes en hors de la région Fes-Boulemane, a 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

Rural;
37,66%0

Urbain;
62.,34%
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Figure 29 : Répartition des cas de la LC selon le mileu durant la I'année
20009.
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 &égine urbain plus

que d’origine rural, avec une différence de 24,6@%ure 29).

4. Répartition des cas de la LC selon le genre

4.1. Répartition des cas de la LC selon le sexe

Masculin
. 42.86%

Figure 30 :
Répartition I;e_n;lgil; des
cas de la LC selon

le sexe durant I'année 2009.

Sur les 77 cas positifs de leishmaniose cutanéesddt représentés par
des femmes (soit 57,14 %), ce qui montre une prédamce de leishmaniose
feminine (figure 30).

Ce résultat est semblable a celui rapporté par :

3¢ Chiheb et al. Au nord du Maroc en 1999, qui ontebdé que 56 % des

patients ont été de sexe féminin.

3 Traore et al. en 2001 a Ouagadougou, qui ont trob9é% de sujets

de sexe féminin.

4.2. Répartition des cas de la LC selon les tranches d’age

W
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Figure 31 :Reépartition des cas de la LC selon les tranchege’durant
I'année 2009.

Toutes les tranches d'ages peuvent étre touch@sirdi 31); néanmoins ce
sont les jeunes enfants de [0-10] ans qui sontplks représentés avec 24
cas soit 31,17% de I'’ensemble des cas, viennentiémdes autres tranches
d’ages de [11 a 20], [21 a 30], [31 a 40] et6p] alors qu'une baisse
s'observe chez les personnes de [41-50] ans.

Ce résultat peut étre expliqué par le fait que déass tranches d’age [O-
10] et [>60] les enfants et les personnes &agées possedent faible
immunité; alors que dans les autres tranches d'dgd11 a 20], [21 a 30],
[31 a 40] se trouvent les personnes actifs qui pauvaciliter I’'exposition a

la piqure par les phlébotomes.

5. Contrble de la non-conformité des lames examinggar le

LRDEHM

Sur 194 lames examinées par le LRDEHM et contrblgas le laboratoire
de référence de I'INH de Rabat durant I'an 2009,yia 24 lames non
conformes soit un pourcentage de non-conformitéldg37%. Concernant les
années 2007 et 2008, ce pourcentage était de 0,65¥,2% respectivement
(Bendriss, 2009).

Ainsi, lI’examen microscopique en plus du fait dqu'se limite a
I'identification du genre, il se heurte au probleme fiabilité ce qui montre

I'intérét de développer d’autres techniques de diasjic.

V. ETUDE PROSPECTIVE

Cette étude couvre la période de stage allant damper Janvier jusqu’a
fin Mai 2010. Les donnés rentrent aussi dans lereadfun dépistage passif

de la LC dans la préfecture de Fes.

Nous avons recensé durant 5 mois :
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107 personnes ayant des lésions leishmaniennesestes®, parmi eux, 74,
sont recus au laboratoire d’épidémiologie et 33 tsemaminés dans des
centres de santé; le laboratoire ne recoit que fledtis cutanés de ces
derniers pour diagnostic.

Sur les 107 personnes signalées, 39 cas se songlé®vpositifs par
I’examen histologique (soit un taux de positivité 86,45%) et prouve que
la Iésion est bien une leishmaniose cutanée.

21 cas de LC sont de sexe féminin (soit 53,85%)L@&tcas sont de sexe
masculin (soit 46,15%).

Les ages des malades a LC varient de 1 a 74 ande@da 6) mais ce sont
les enfants de moins de onze ans qui sont les attesints.

Tableau 6: Répartition des cas de la LC selon les tranchege.'a

Tranches d’'age Fréquence
[0,10] 12
[11,20]
[21,30]
[31,40]
[41,50]
[51,60]
[>60]

N oW o w o w AN

La plupart des cas positifs examinés relevent derafecture de Fes (35
cas) cependant se sont tous des cas importés quiéotd infestés dans
d’autres régions (Taounate, Errachidia) (tableau 7)

Tableau 7: Répartition des cas de la LC selon la provenancev(pce et milieu).

Provenance ;
: _ Fréquence
Province Milieu
Fes Urbain 35
Errachidia 2
Rural
Taounate 2

Les résultats de I'étude prospective rejoignentenfirment ceux donnés

par I’étude rétrospective en montrant que :
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« Le diagnostic histologique donne environ 35% de ipfgge des
prélévements a testés;

% Les enfants sont les plus touchés;

% La majorité des cas sont des cas importés.

CHAPITRE.Il. DESCRIPTION CLINIQUE ET DIAGNOSTIC

DE LA LC.

Durant la période du stage, nous nous sommes iBt@&® a un troisiéme
volet, c’est celui de rapprocher et de comparerdkscription clinique au

diagnostic moléculaire de la LC.

|. DESCRIPTION CLINIQUE DES LESIONS

L'examen clinique basé sur la forme de la Iésiognsie 107 personnes
suspectes d'infestation; cependant I'examen higighoe ne retient que 39
cas réellement porteurs de leishmanies ce qui doone incertitude de

63,55%de I'’examen clinique par rapport au diagnostic bliegique.

Sur les 39 personnes atteintes de leishmaniose, p8tsonnes sont
réellement recues au laboratoire. Un questionnaéeele des informations
sur la date d’apparition de la maladie et |'exandé@rrit la forme des Iésions,

leurs aspects, leurs nombres et leurs localisations

5. Délai de consultation
Les délais de consultation (tableau8) vont de tmoisis a 1 an, la majorité

des personnes ne consultent qu'aprés 8 mois.

Tableau 8 : Répartition des cas de la LC selon le délai d’apipan de

lésion/consultation.

Délai d’apparition de Fréquence

|[ésion/consultation

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 dubation qui peut étre
long mais aussi par l'ignorance de la maladie cleemalade.

6. Siege des lésions
Le siége des lésions se localise sur les partiesodéertes du corps a

savoir les mains, le visage et les pieds (tablepu 9

Tableau 9: Répartition des cas positifs de la LC selon ladlksation de la

lésion.
Localisation de la Iésion Fréquence
Pied 8
Main 15
visage 13

7. Aspect des lésions

La forme séche est rencontrée chez 9 cas dont saieat une lésion
unique (tableaul0).

La forme humide est rencontrée chez 22 cas dontc&$S avaient des
lésions multiples (tableaulO).

Ce résultat rejoint celui de la littérature (Rioex al., 1986 ; Chiheb et
al., 1999 ; Rhajaoui et al., 2007 ; Rhajaoui, 2009)

Tableau 10 :Répartition des cas de la LC selon le nombre espgect de

[ésion.

Nombre de Iésion| Aspect de Iésion

Humide Seéche
1 7 6
2 9 1
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8. Origine de l'infestation

Le tableau 11 montre que la forme humide est retmn chez 22 cas
originaires tous d'Errachidia (tableaull).

La forme seche est rencontrée chez neuf cas domg cas d'origine
Taounate et quatre d'origine d'Errachidia (tableBul

Ce résultat est en concordance avec celui de leérature (Rhajaoui,
2009) qui montre que la région d’'Errachidia repnétee un foyer de la
leishmaniose cutané & major donnant des lésions multiples et humides;
alors que le nord du Maroc comme le pourtour méderéen représente un

foyer aL infantumdont la Iésion est seche.

Tableau 11: Répartition des cas de la LC selon la provenanckasipect.

Provenance Aspect
Province Origine Humide | Seéeche
Errachidia 20 4
Fes
Taounate 0 3
Errachidia | Errachidia 2 0
Taounante| Taounate 0 2

II. DIAGNOSTIC HISTOLOGIQUE

Le diagnostic histologique sur frottis cutanés e&alisé pour 74 cas sur
107 cas a tester; pour les 33 cas restants, leuvosti$ cutanés ont été
effectués dans les centres de santé de la préfecder Fés et ceux de My

yacoub.

Sur les 74 frottis cutanés effectués dans le LRDEHnous avons
enregistré 31 lames positives et 43 lames négativedrement dit, un taux
de positivité de 41,89%.
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La lecture microscopique des 33 lames effectuéessdas C/S a montré
25 lames négatives et 8 lames positives cela indumittaux de positivité de
24,24%.

Ceci peut étre expliqué par la qualité du prélevamet la réalisation des
frottis dans les centres de sante.

I1l. CULTURE DES LEISHMANIES

Nous avons réalisé une culture des leishmanies p&@r cas mais
malheureusement nous avons eu des contaminatiomsdpa champignons
(figure 32) pour les 5 premiers cas des la premiguénzaine et pour les 7
cas restants nous avons obtenus des contaminafiansles bactéries a partir

de la troisieme semaine.

Ceci peut étre expliqué par le fait que nous n'avgas travaillé dans des
conditions aseptiques lors de la réalisation decldture pour les 5 cas
premiers ou bien lors de repiquage pour les 7 casieérs. Cela induit que le
travail sous une héte dans des conditions aseptgast nécessaire pour la
réalisation de la culture.

- a- -b-
Figure 32: Culture de la LC réalisées
au LRDEHM
-a- . Contamination par les

champignons



DEDICACES

-b- : Contamination par les bactéries

VIl. DIAGNOSTIC MOLECULAIRE DE LA LC PARPCR

Le diagnostic moléculaire est effectué sur deux etyge prélevement;
direct recueillit sur des tubes éppendorf et coggeh -20°C et indirect

recueillit sur lames confectionnées pour le diagnohistologique.

1.Mise au point de la technique PCR dans le diagnostide la
LC

L'optimisation de ce diagnostic commence par I'extion d’ADN

génomique des leishmanies.

1.1. Extraction d’ADN par phénol-chloroforme-alcool
Cette extraction chimique est réalisée selon letpcole précédemment
décrit et testé sur six échantillons positifs, damqg sont des frottis cutanés
réealisés au LRDEHM et une culture positive des hesinies provenant de
I'INH de Rabat que nous avons utilisé comme un témmositif.

Dans le but de s’assurer de la qualité de cetteragtion, nous avons
réalisé une électrophorése sur gel d’agarose. Apméggation aucune bande

n'a été visualisée.

Ceci peut étre expliqué soit:

Par le faible nombre des amastigotes dans les ifottitanés, en effet
Schonian et al (2003) ont montré qu’en passant @d®02 parasites par
eéchantillon a 2 parasites par échantillon, la piwsié de la PCR passe

respectivement de 100% a 20%.

Par la faible concentration des enzymes de redtrinct
Nous nous sommes orienté vers l'essai d’'une auwehnhique qui est

I’extraction d’ADN par choc thermique.
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1.2. Extraction d’ADN par choc thermique et amplification par
PCR

Nous avons appliqué cette technique qui est couramtmutilisé dans le

laboratoire de biotechnologie pour les bactéries mwodifiant certains

parametres.

1.2.1. Extraction d’ADN par 3 chocs thermiques et mplification
par PCR
Quatre échantillons positifs sont testés, dont deart des frottis cutanés

et

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

deux sont des prélévements directs (tableau 12).

Tableau 12 :Résultat de la PCR de I'extraction de I'ADN en igdnt 3

chocs thermiques.

L'électrophorése sur gel d’agarose de ces prodaitgplifiés a montré la
présence de deux bandes (lame 157 et lame 37)dmibht intenses pour les

echantillons des frottis cutanés (figure 33).
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Figure 33: Résultat de la PCR de I'extraction de I’ADN etilisant 3
chocs thermiques.

Ceci peut étre expliqué par :

- une dégradation de I’'ADN de nos échantillons vu deetemps de choc
thermique est long,
- une dilution de I’'ADN dans le mélange réactionnel ld PCR.

**Ceci nous a conduit a changer le nombre du chbermique et de la
concentration de I’ADN et faire une comparaison rent'extraction d’ADN
d’'une part en utilisant deux et trois chocs theroggq et d’autre part en
utilisant 2pl et 5pul de ’ADN pour I'amplificatiopar PCR.

1.2.2. Comparaison de |I'extraction d’ADN par 3 et 2chocs
thermique et amplification par PCR
En utilisant 2 chocs thermiques et 5ul du prodwtltextraction de I’ADN

(tableau 13) nous avons visualisé 3 bandes donixdsnt intenses et une
faiblement intense (figure 34) alors qu’en utilisghchocs thermiques et 2ul
d’ADN pour les mémes échantillons nous n'avons aigsfé que deux bandes
faiblement intenses (figure 34). Concernant le dernéchantillon (tube
éppendorf 37), nous n'avons pas obtenu de bande peat étre expliqué par
le manque d’expérience et le manque du matérieqadé (burette).

Tableau 13: Résultats de la comparaison de I'extraction d’ADN fenction
du nombre du choc thermique etdu volume de I’AD&hd le mélange

réactionnel de la PCR.
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Lame 45 (1)

Bande faiblement intense

Lame 45 (2)

Bande intense

Tube éppendorf 59 (3)

Bande faiblement intens

Tube éppendorf 59 (4)

Bande intense

Lame 37 (5)

Pas de bande

Lame 37 (6)

Bande faiblement intens

Tube éppendorf 37 (7)

) ) N )
PEREEEE

Pas de bande

Tube éppendorf 37 (8)

N W N W N w N w

Pas de bande

Figure 34 : Résultat de la comparaison de la PCR pour les étthans

d’ADN extraits par 2 et 3 chocs thermiques.

1.2.3. Comparaison de I’extraction d’ADN par 1 et 2chocs

thermiques et amplification par PCR

Les résultats de cette comparaison sont résumés btableau suivant :

Tableau 14 : Résultats de la comparaison de I'extraction d’ADN e

fonction du nombre du choc thermique.

Lame 59

Bande faiblement intense

Pas de bande

e

e
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La

me 61

Bande intense

Pas de bande

Tube épendorff 59

Bande intense

Pas de bande

Tube épendorff 61

Bande tres intense

R IN R IN RN

Bande faiblement intense

En utilisant un choc thermique nous avons visuauséguement une seule

bande par contre en utilisant deux chocs thermigness avons obtenus 4

bandes. Ce résultat est confirmé dans les testaréig dans le tableau ci-

dessous.

Compte tenus de ces résultats et en vu des proshi@ists effectués pour

evaluer le diagnostic de la leishmaniose par PCRusnavons retenu le

protocole d’extraction d’ADN par choc thermique emilisant deux chocs

thermiques et 5ul du produit de I’extraction potarhplification.

Tableau 15: Résultats de la PCR de I'extraction d’ADN par dezhocs

[¢2)

[¢2)

thermiques.
Echantillons Extraction d’ADN (2 chocs thermiques) PCR
Lame 59 - Bande intense
Lame 37 - Bande intense
Tube épendorff 37 - Bande faiblement intens
Lame 27 - Bande faiblement intens
Tube épendorff 27 - Bande faiblement intens

2.Evaluation de la technique PCR dans le diagnosticealla

leishmaniose cutanée

L'évaluation est réalisée pour 53 échantillons doB88 sont des

prélevements

directs et 20 sont des frottis cutanés

Tableau 16: Résultats de I'extraction d’ADN des échantillons en

fonction des résultats de diagnostic histologiquale PCR.

Type
d’échantillon

Référence Résultat Extraction
d’échantillon | diagnostic | ADN par 2

PCR
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histologique | chocs
thermiques
Frottis cutanég A 38 Négatif - Pas de bande
sur lames A4l Negatif - Pas de bande
A 46 Négatif - Pas de bande
A 28 Positif - Bande faiblement intensg
A 34 - e
A 35 e
A 43 e
A 45 e
A 61 Positif - Bande faiblement intensg
A 62 e
AT72 e
A73 e
AT74 Positif - Bande faiblement intensg
AT77 e
A 79
A 79
A 80
A 83
A 86
A9l Positif - Bande intense
Prélevements | F 168 Négatif - Pas de bande
directs sur F173 Neégatif - Pas de bande
tube éppendorf 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
A4l 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
A7l Négatif - Pas de bande

D

D

Négatif

Pas de bande

D

I
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 intensg
A 64 Positif - Bande intense
A 66 Positif - Bande faiblement intensg
A 69 Positif - Bande faiblement intensg

DD
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A 69 Positif - Bande faiblement intense
AT72 Positif - Bande faiblement intense
AT79 Positif - Bande faiblement intense
A79 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 treés intense

2.1. Résultats de la PCR sur les prélévements direc

Les 33 prélevements directs sur tubes éppendodoetgelés a -20°C sont
subdivisés comme suit : 15 échantillons testés fpfsspar I'histologie et 18
echantillons testés négatifs par I'histologie.

Sur les 15 échantillons positifs, 14 ont montré desxdes par la PCR ce
qui représente un pourcentage de 93,33% de réusisitdiagnostic de la LC
par PCR. Au sein de cet examen moléculaire cinqaétihions montrent des
bandes intenses a fortement intenses alors quaudées bien que positifs en
PCR mais les bandes sont faiblement intenses. CGalt& ainsi que la
négativité de I'échantillon A86 peut étre expligugar la qualité du
prélevement et les moyens mis pour le faire. Enegffde part qu’il faut
prélever dans la sérosité du derme le matériel délgvement est spéciale
(burette) alors que nous n’avons utilisé qu’un sienpaccinostyle.

Sur les 18 échantillons négatifs, un a été révéddipf avec une bande
intense ce qui montre que la PCR peut étre plablg que le diagnostique

histologique.

2.2. Résultats de la PCR sur les Prélevements indicts sur lames :

Les 20 frottis cutanés sont répartis comme suif7:lames positives par
I’'histologie et 3 lames négatives.

Sur les 17 lames positives, nous avons détectél@a®CR uniquement 4
bandes. Ceci peut étre expliqué par la dégradattBADN par choc
mécanique lors de déplacement des lames du LRDEHMIaboratoire de
biotechnologie microbienne de la FST ou bien le nprélevement des
leishmanies lors de grattage des frottis surtoudrgile nombre des parasites

est trés faible dans la lame (Schonian et al., 3003
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VII. SEQUENCAGE D’ADN DES LEISHMANIES
Le séquencage a été réalisé uniquement pour ledut® amplifiés dont
nous avons obtenu une bande intense soit 13 éclhamgi

Nous n’'avons obtenus que les résultats de deux réchans:

3¢ Lame 59 (Almlts 1R)

GCCGATCGACGTTATAACGCACCGCCTATACAAAAGCAAAAATGTCCGTTATA
CAAAAAATATACGGCGTTTCGGTTTTTGGCGGGGTGGGTGCGTGTGTGGANAC
GGCTCACATAACGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAA
CGCAGTAAAGTGCGATAAGTGGTATGA

3¢ Lame 37 : Amorce Almits 1R

AAATCCGCAGTAAAAAAGGCCGATCGACGTCGTAGAACGCACCGCCTATAGRC
AAAAGCAAAAATGTCCGCCCAWACAAAAAAATAGACGGCGTCTCGGCCTCTGG
CGGGAGGGAGAGAGAGGGGGGTGCGCGCGCGTGGATAACGGCTCACATART
GTCGCGATGGATGACTTGGCCCCCTACTTCTTTGAAAAACGCAGTAAAGTGGA
TAAGTG

VIII. ANALYSE BIOINFORMATIQUE DES SEQUENCES

Pour classer un microorganisme dans un genre olaeh qu'une espece
donnée il y’a des criteres d’'identification a resper. Ainsi, la définition
moléculaire du genre stipule que les identités déguences d’ARNr 5,8S
doivent étre supérieures ou égales a 97%. Une sanitéd supérieure ou égale
a 99% traduit I'appartenance a une méme especersAtm’'un pourcentage
d’'identité inférieur a 97% ne permet pas l'identidtion (Drancourt et al.,
2000).

Ainsi, les séquences obtenues sont comparées aguxeses de la banque
des données grace au logiciel Blast les résultdt®mus sont donnés dans le

tableau suivant.
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Tableau 17 :Especes leishmaniennes dont le gene ARNr 5,8S neounie

identité avec celles de nos échantillons.

Echantillon % d’identité avec la Espéce leishmanienne
séquence Almlts 1R identifiée

Lame 37 100% Leishmania major

Lame 59 99% Leishmania infantumou

Leishmania chagasi ou bien

Leishmania donovani

D’aprés les résultats mentionnés dans ce tableawsntrouvons que le
gene de I'’ARN 5,8S de I'espedeecishmania majorprésente un pourcentage
de 100% avec celui de [|’échantillon (lame 37). Seldes critéres
d’'identification moléculaire, nous pouvons attribueet échantillon a cette
espece. Ainsi, l'origine de ce patient (lame 37)t €rrachidia ce qui
concorde avec la littérature (Rhajaoui, 2009 ; Riwaji et al. 2007)

D’autre part, le pourcentage d’identité du géne HARN 5,8S de
I’échantillon (lame 59) avec celui des parasitesghnreLeishmaniaest de
I'ordre de 99% aprées séquencage avec |'amorce AdmlIiR. Son
identification au niveau de I'espece nécessite goafirmation avec d’autre
amorce. Mais, puisque cette personne est d’origide Taounate et
I'infestation est cutanée nous pouvons s’orientéuspvers laLeishmania
infantum (Rioux, et al, 1996 ; Rhajaoui, 2009).
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Conclusion et perspectives

0

et recommandations
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Le Maroc fait partie des pays du pourtour méditegan touchés par la
leishmaniose; surtout la forme cutanée qui ne cedses'élargir avec de
nouveaux foyers d'infestation, de nouveaux maladeguérir et des hotes
réservoirs a combattre.

La préfecture de Fés n'est pas indemne; nous apansactualiser durant
notre travail la base des données sur les casad&ishmaniose cutanée
enregistrés dans cette région par le LRDEHM.

En effet, le LRDEHM de Fés a recu en I'an 2009, @4 suspects dont 77
(soit 39,7%) se sont révelés des cas de LC parndgnbstic histologique.

L'analyse des données de |'étude rétrospectiverespective a montré les
informations suivantes :

s Les mois de forte incidence sont ceux d’octobre n@vembre ils
enregistrent le plus de cas de LC.

% Ce sont les enfants de moins de onze ans et lesopees agées qui
sont les plus touchés.

« La majorité des cas examinés relevent de la préfrectie Fes avec 50
cas sur 77. Cependant, sur les 50 cas, 45 sostcds importés, surtout de
la région d'Errachidia ou sévit la leishmaniose @énajor.

« Nous avons montré qu'effectivement, ce sont lesiolés d'aspect
humide caractéristiques de cette espece qui sanples fréequentes.

% Les cas autochtones existent mais ils ne repré&dgnque cinq cas
sur 50; la possibilité de I'existence d'un réservibans la région de Fés est
probable.

« Nous avons montré que les Iésions ne sont pas noigss®s mais
gu'elles sont confinées au lieu de la piqlre duépbtome qui pigque au
niveau des zones accessibles, non couvertes a sée®imains, le visage et
les pieds.

Nous avons constaté qu'en plus du diagnostic ohogtique le seul
pratigué par LRDEHM et qui signale uniquement laéégence ou l'absence
des leishmanies dans les frottis cutanés sans &péci'espéce, nous
pourrons aussi diagnostiquer la LC par PCR toutpeacisant |'espéce en

cause par séquencage.
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Cette identification moléculaire mise au point awbbratoire de
biotechnologie microbienne s'est basée sur le p&teent, ['extraction
['amplification et le séquencgage.

L'extraction par action thermique est effectuée glgs prélévements
directs congelés et sur des frottis colorés.

Les résultas obtenus montrent que la PCR faite dipdes prélévements
directs et congelés soumis a une extraction parcdh@ermique a deux cycles
est meilleure que l'extraction faite sur les fratticolorés. En effet la
reussite du diagnostic moléculaire de la LC par PSR les prélevements
directs congelés a -20°C est de 93,33%.

De plus nous avons pu montrer que le diagnostic éoolaire par PCR
peut étre plus fiable que le diagnostic histologgqwu qu'un examen
histologique négatif s'est avéré positif par cagehnique.

Le diagnostic moléculaire par PCR nous a conduitsaguencage de deux
souches, une appartenant la major originaire d'Errachidia et l'autre
appartenant & infantumoriginaire de Taounate.

En perspective

Le sujet de la leishmaniose est un large chantiexplorer dans tous les
domaines épidémiologique, immunologique et génégiqu

A cours terme, il serait intéressant de continuefans ce domaine de
diagnostic moléculaire afin:

*De réduire a zéro le taux de non-conformité paaghostic moléculaire ;

*De pouvoir réussir la culture des leishmaniasvitro ;

*De calculer la sensibilité de la PCR en dosant pdus faible
concentration de la culture des leishmanies capatdedonner un résultat
positif ;

*De séquencer les souches autochtones et déternméuwerappartenance ;

*De raliser le diagnostic moléculaire dans la régide Fes avec des

amorces spécifiques de |'espece.

Diagnostiquer c'est bien, mais lutter contre le paasite c'est mieux
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Sensibilisation des responsables sur I'importanedalsurveillance
epidémiologique et les avantages du dépistage actif

Formation continue des techniciens pour amélioeeciblage des
lésions ;

Réalisation du diagnostic moléculaire ;

Sensibilisation des personnels de santé ;

Mener d’autres recherches.
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Annexe 1 : Fiche des renseignements

MINISTERE DE LA SANTE Code:
INSTITUT NATIONAL D'HYGIENE

DEPARTEMENT DE PARASITOLOGIE

UNITE DE LEISHMANIOSE

FICHE DE RENSEIGNEMENTS Origine: LRDEHM-Fés

Nom: [ - Prénom: i
Age: Sexe: ]
Province: ) ) Secteur: .

Localité: [

TYPE DE LEISHMANIOSE:

1-LEISHMANIOSE CUTANNEE: | v

Nombre de Iésions: |

Localisation: ) - |
Aspect:
2-LEISHMANIOSE VISCERALE: | ]
SIGNES CLINIQUES: [ i |
EXAMENS BIOLOGIQUES: Parasitologie: |
Sérologie: |
Nombre de lames envoyées: [ i - |
Date d'envoi: |
ﬁumé[o de lame |Date d’examen Résultat ) Observations °
|
Nom de technicien(ne):

Cachet du chef de service

INH-Rabat 2009
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Annexe 2 : Fiche signalétique

M\ -BJ\IJJ MP- ].
Ministére de la Santé

Lutte contre les Maladies Parasitaires

Bon d’Examen Individuel N° 062494 /»

& I
Nom Sexe ;
3 Y |
el w: h .f-::lr-lf“
Age Nom du chef de foyer
. s II -
J f-40 N® Code ad
Maison N°
i |
Localité
I |
Secteur
Luaall 3550410
Circons.Sanitaire
ﬁl_hjl
Province/Préfecture
Dépistage Actif [:l Passif D Autre D
Nature de I'examen Date Date Résultat
Progs il ou du prélévement | du prélévement| d’examen
Paludisme Goutte épaisse
Bilharziose Prélévement d’urine
Sérologie

Leishmaniose | Frottis de moelle

Frottis cutané

Biopsie

N° du laboratoire :

B TR A 1 ) o NVNORUON. WO e SOOI o SRR S I

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 a 500 ml avec I'eau distillée adiquote

dans des tubes de 50 ml ;

< Rajouter dans le tube a utiliser 10 SDS (45ml pam de lyse +
5ml SDS a 10) ;

< Stérilisez par autoclavage pendant 15 min danstbalavage a

vapeur. Solution stérile & 4°C température ambiante

TE (pH= 8.0)
-2 ml 1M Tris-HCL, pH = 8.0
-400ul 0.5 M EDTA, pH = 8.0

< Ajouter 170 ml d’eau ;

< Vérifier le pH et ajuster le a 8.0 avec 1n HCI ;
«< Complétez alors le volume a 200 ml.
Stérilisez par autoclavage pendant 20 minutes danshase liquide. Stocker

le tampon a 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 a 1 litre avec kD

TAE est d’habitude préparé et stocké a une conedidn 10x ou 50x
(solutions de stockage). Le pH du tampon de stgekaoncentré devrait étre
approximativement 8,3.

Diluer le tampon de stockage (concentré) justendveon utilisation. Sa
concentration dans le gel et dans la cuve doit &rméme.

Bromure d’éthidium BET (10mg /ml)
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Il est généralement commercialisé prét a I'empl@i, non on peut le
préparer. Solution de stockage est la solutientravail 0,ug /ml
<2 Ajouter 100 mg de bromure d’éthidium a 10 ml deCH
< Agiter avec un barreau magnétique jusqu’a plusieurgares pour
s’assurer de sa dissolution complete
< Envelopper le mélange obtenu par du papier alummiou
transférer la solution de 10 mg /ml dans un flagarir. Et gardé a

température ambiante.

Solution de charge

Il est généralement commercialisé prét a I'empl&i. non on peut le
préparer :
- 0,1g bleu de Bromophénole
- 15 ml Glycérol
- Ajouter de I'eau distillée jusqu'a obtenir 50 nHtocker a 4°C.

Remarques :

- L'EDTA est un agent chélateur des cations (cat#Mg++) qui sont des
cofacteurs d’ADNase donc il inhibe I'action de c=#nzyme sur ’TADN ;

- Le NaCl crée une pression osmotique et favores@iécipitation ;

- Le SDS (Sodium Dodécyl Sulfate) est un détergeiit,permet la
désorganisation de la double couche des phosphibdgpimembranaires des
cellules pour libérer les acides nucléiques ;

-La protéinase K est une protéase permettant laatsation des protéines.

-Le phénol est un déprotéinisant trés puissant ;

-Le chloroforme élimine les traces de phénol,

-L’éthanol permet la précipitation de I’ADN.
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