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Introduction

Les poux (insecta: phthiraptera) sont des ectoparasites obligatoires des oiseaux et des
mammiferes (Allen et al., 2013). Connus depuis l'antiquité, les poux n'ont cessé de faire
partie de la vie quotidienne des Hommes, suscitant ainsi la curiosité des chercheurs. Les
démangeaisons qu'ils induisent, les soins qu'ils exigent et les redoutables maladies qu'ils
véhiculent, n'ont jamais pu faire oublier leur présence parmi nous au fil des siécles (Eric.,
2000). Une récente découverte de deux fossiles de poux le premier vieux de 44 millions
d’années parasitait les oiseaux et le second, vieux de 140 millions d’années a permis
d’estimer 1’age des poux a plusieurs millions d’années (Boutellis, 2014)

A ce jour, environ 4.900 espéces de poux ont été décrites chacune étant tres
spécifiqguement associée a un hote animal (Johnson et al., 2004). L’ordre des Phthiraptera
regroupe deux sous-ordres: les Anoploures (sucking lice en anglais) et les Mallophages
(chewing lice en anglais) (Boutellis et al., 2017). Les poux qui parasitent I’homme sont des
hématophages qui appartiennent a deux familles dans le sous-ordre des Anoploures. On
distingue ainsi, dans la famille des Pediculidae: le pou de téte (Pediculus humanus capitis) et
le pou de corps (Pediculus humanus corporis) et dans la famille Phthiridea le pou pubien
(Phtirius pubis) communément appelé morpion. (Li et al., 2010).

Le pou de téte vit et se multiplie sur les cheveux alors que le pou de corps occupe
une niche écologique différente, a savoir les plis et les coutures de vétements
(Drali, 2014). L’infestation du pou de corps est trés répandue parmi les populations
précaires telles que les sans abri, les prisonniers et les réfugiés de guerre (Badiaga et
Brouqui, 2012; Sangaré et al., 2014). Tandis que, les poux de téte affectent
principalement a travers le monde des millions d'écoliers en dehors des conditions
d'hygiéne et de pauvreté (Chosidow et al., 1994). Trois bacteries pathogéenes sont
transmises par le pou de corps: Rickettsia prowazekii, agent du typhus épidémique;
Borrelia recurrentis, agent de la fievre récurrente; Bartonella quintana, responsable
de la fievre des tranchées, de bactériémies chroniques, de 1’angiomatose bacillaire,
d’endocardites et de lymphadenopathies (Houhamdi et al., 2005). En plus de ces
pathogénes, Acinetobacter baumanii responsable des septicémies et des infections
nosocomiales multi-résistantes ont été retrouvés chez les poux humains: poux de téte

et poux de corps (Kempf et al., 2012).
Une étude phylogénétique basé sur les ADN mitochondriaux a permis de classer les

poux humains dans quatre grands Clades de poux humains (A, B, C et D), le Clade A et D
sont les seuls a regrouper aussi bien les poux de tete et les poux de corps (Drali et al., 2015).
Chacun de ces stades posséde une origine géographique spécifique (Raoult et al., 2008). Les

poux de téte retrouvés en Algérie sont classés dans le clade B. (Boutellis et al., 2015). Mais
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jusqu'a ce jour, aucune étude portée sur le réle épidémiologique des poux en Algérie n’a été
publiée.

Notre présente étude a pour objectif en premier lieu, de recenser le taux de parasitisme
par les poux de téte chez les éleves provenant de quelques établissements scolaires dans la
région de Bejaia. De plus, faire une identification morphologique de 1’espece Pediculus
humanus capitis, et une détection de 1’agent pathogene Acinetobacter sp. dans nos spécimens
de poux de téte par la méthode de PCR en temps réel.

Ce présent manuscrit s’articule autours de quatre chapitres:

- le premier chapitre sera consacré a la synthese bibliographique comprenant des généralités
sur les poux de téte et le principe de la technique de la détection moléculaire des
Acinetobacter sp.

- le deuxieme chapitre fera le point sur les détails des méthodes de travail sur le terrain, et les
expérimentations réalisés au sein de 1’Institut Pasteur d’Alger et les techniques utilisées pour
I’exploitation des résultats.

-le troisieme chapitre aura pour objectif de représenter les résultats obtenus.

- le quatriéme chapitre discutera les résultats représentés dans le chapitre I1I.

Enfin, ce mémoire sera conclu avec toutes les idées requises au cours de ce travail et les

perspectives qui en dérivent.
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Chapitre 1. - Rappels bibliographigue

Dans cette partie nous présentons des generalités sur les poux et le principe de la

technique de détection moléculaire de 1’agent pathogene.

I.1. - Généralités sur les poux
Cette partie représente les caractéristiques d’ordre biologique et écologique des poux en
général et des poux de téte en particulier, leur nuisance et les méthodes de lutte contre ces

parasites.

1.1.1. - Historique

L’histoire du pou est aussi ancienne que celle de I’humanité, nous pouvant la constituer
grace aux témoignages laissés au fil du temps par les chercheurs, les religieux et les artistes.
En effet, Le plus ancien document scientifique qui parle fortuitement des poux nous a été
laissé par Hyppocrate (460-377 avant J-C.). Ensuite, Aristote (384-322 avant J-C) donne la
premiere définition du parasite: "Animaux qui naissent spontanément dans d'autres animaux".
Parmi les parasites de I'Homme, il cite particuliérement les poux, les puces et les punaises.
Pline I'Ancien (23-79 apres J-C) rapporte que les poux naissent du sang des hommes, en
particulier, ceux qui mangent du basilic. Ensuite, Avicenne différencie avec justesse les poux
des paupiéres, ceux du corps et ceux de la téte; mais il estime qu’ils proviennent de la matiére
humide du cuir chevelu. Plus tard, Salicet déclare qu'ils sont capables de passer d'un individu
a l'autre (Eric, 2000).
Ce n'est qu'au XVIII siecle qu’on a démontré definitivement I'inconsistance des théories sur
la génération spontanée, et on a prouvé que le pou ne peut pas vivre dans des cavités closes
mettant donc fin au vieil adage de l'origine de I'insecte. Entre temps, Linné en 1758 lui donne
un nom: il s'agit du «Pediculus humanus qui habitat in capite et vestimentis humanis», le
séparant nettement du pou du pubis. vingt ans plus tard, De Geer en 1778 différencie le pou
de corps de celui de téte. En 1909, le directeur de I'Institut Pasteur de Tunis, Nicolle démontre
le role du pou dans la transmission du typhus, grace a quoi il recevra le prix Nobel de
médecine en 1928. Aprés des millénaires d'anonymat, le pou a enfin un état civil. Quant a son
arbre généalogique, des taxonomistes se lancent dans la systématique du pou dés 1818,
systématique qui ne cessera d'évoluer au rythme des découvertes des entomologistes (Eric,
2000).
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1.1.2. - Systématique

Les poux sont des insectes hématophages qui font partie de 1’ordre des Phthiraptera
(Johnson et al., 2004). A ce jour, environ 4.900 espéces de poux ont été répertoriées et
réparties dans quatre sous-ordres: d’une part les poux macheurs (chewing / biting lice)
comprenant les Rhynchophthirina, les Ischnocera et les Amblycera et d’autre part les
anoploures (Anoplura) suceurs de sang (Drali, 2014). Le sous-ordre des anoploures comprend
prét de 500 especes regroupées en une quinzaine de familles (Reed et al., 2004). Les
Anoploures sont des ectoparasites permanents et obligatoires des mammiferes, hématophages
a tous les stades (sauf le stade embryonnaire) et dans les deux sexes (Eric, 2000). On
distingue trois espéces de poux qui peuvent parasiter I’'Homme: le pou de téte (Pediculus
humanus capitis, De Gree, 1778) (Fig. 1 A) responsable de la pédiculose du cuire chevelu, le
pou de corps (Pediculus humanus corporis Linné, 1758) (Fig. 1 B) agent de la pédiculose
humaine corporelle, et le pou du pubis (Phtirius pubis Leach, 1815) (Fig. 1 C) responsable de
la phtiriase humaine transmise sexuellement (Izri & Guiguen, 2013). La figure 2 représente
la classification systématique des Anoploures comprenant ou s’intégrent les trois parasites de

I’homme est représentée par Verax et Raoult (2012).

Figure 1 - Représentation de quelques espéces d’Anoploures (A; B et C); A: Pediculus

humanus capitis (1zri, 2013); B: Pediculus humanus corporis (Boutellis et al., 2017)
C: Phtirius pubis (lzri, 2013)

1.1.3. - Morphologie générale
Les anoploures se distinguent facilement des mallophages par leur téte qui est plus
étroite que le thorax (Franc, 1994). Le pou est un petit insecte aptére de quelques millimétres.

Son corps ovoide, plus ou moins allongé, est aplati dorso-ventralernent, et présente une
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Embranchement Arthropoda

Sous-embranchement Antennates = Mandibulates

Classe Insectes = Hexapodes

Sous-classe Ptérygote

Ordre Phthiraptera

Sous-ordre Anoploure

Famille Pediculidae Phthiridae

Genre Pediculus Phtirius

Espéce Pediculus humanus Phtirius pubis ou inguinalis

Variéte corporis (Linné, 1758)  capitis (Gree, 1778) Phtirius pubis (Leach, 1815)

Nom usuel  Pou de corps Pou de téte Pou de pubiiou morpion

Figure 2 - Systématique simplifiée des poux d’apres Verax et Raoult (2012)

couleur gris brun a jeun, et rouge apres un repas sanguin. Comme tous les insectes, son corps
est divisé en trois régions, téte, thorax et abdomen, recouvertes d'un tégument chitineux, la
cuticule (Eric, 2000). Au sein des Pediculidae (Fig. 3), d’un point de vue morphologique, les
poux de téte (Pediculus humanus capitis) et les poux de corps (Pediculus humanus humanus)
sont trés similaires, mis a part quelques différences comme la taille qui est relativement plus
grande chez les poux de corps (Ferris, 1951), et la couleur plus foncée chez les poux de téte
(Ewing, 1926). Les poux de téte et les poux de corps, comme leurs noms 1’indiquent, vivent

dans deux écosystemes distincts (Veracx et Raoult, 2012).

1.1.3.1. - Description externe (Pediculus humanus capitis)
Les adultes males ont une longueur de 1,6 a 2,6 mm et les femelles de 2,7 a 3,3 mm
(Fig. 4 A). La téte porte deux yeux simples et deux antennes de 5 articles. Le thorax possede
une segmentation peu distincte. Les pattes sont fortes et trapues. Le tibia antérieur porte, pres
de I’apex, une forte dent sur son bord interne, formant ainsi avec la griffe trés puissante qui

arme le tarse unique une pince trés efficace (Boutellis et al., 2017).
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Figure 3 - Représentant male des Pediculidae (Eric, 2000).

L’abdomen représente les deux tiers du corps en longueur et comporte neuf segments aplatis
terminés par l'appareil génital méle ou femelle (Eric, 2000). Le dimorphisme sexuel est
discret: chez les femelles le dernier segment est échancré et I’avant-dernier porte une paire de
gonopodes latéraux et une plaque génitale médiane sclérifiée, chez le méle le dernier segment
n'est pas échancré et le pénis est proéminent en zone médiane (Franc, 1994).

Les lentes (ceufs) (Fig. 4 B) sont de petits corps ovales, brillants, mesurant de 0,3 a 0,8 mm
(Soto et al, 2012), elles éclosent au bout de 7 a 12 jours donnant naissance a une larve qui

ressemble a ’adulte en plus petit, elle mesure environ 1 mm (Ripert, 2007).

Figure 4 - Morphologie du pou de téte; A: Pediculus humanus capitis (femelle a gauche male
a droite); B: Lente de Pediculus humanus capitis (Boutellis et al., 2017).
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1.1.4. - Bio-écologie du pou de téte

1.1.4.1. - Habitat et alimentation
Les poux de téte sont des ectoparasites obligatoires (Veracx et Raoult, 2012). Leur
habitat exclusif est ’homme, a I’exclusion de tout autre mammifére. Pediculus humanus
capitis vit dans la chevelure de ’'Homme. Il se localise surtout dans la région occipitale:
derriére les oreilles et le haut de la nuque (Cavier, 1970). Toute la vie du pou se déroule sur la
téte (Eric, 2000). Males, femelles et larves sont hématophages stricts et se nourrissent
exclusivement de sang humain qu’ils prélévent en piquant le cuir chevelu 2 a 4 fois par jour.
Pour les poux, le cuir chevelu constitue une formidable niche écologique ou ils peuvent vivre

au chaud, se cacher, se nourrir et se reproduire (1zri et Guiguen, 2013).

1.1.4.2. - Cycle de développement

La durée de vie d’un pou est d’environ 6 a 8 semaines. Durant cette période, la
femelle est capable de pondre réguliérement jusqu’a 10 lentes par jour dont 1’éclosion survient
au bout de 6 a 10 jours. Apres éclosion, la larve mue trois fois pour devenir adulte, chaque
stade larvaire dure en moyenne 5 jours. Un a deux jours apres la derniere mue, la maturité
sexuelle de I’adulte est atteinte et les accouplements des males et des femelles peuvent
reprendre (Nicolas, 2013) (Fig. 5)
Ces poux ont un taux de reproduction élevé. Doté de 2 paires de testicules, un pou male peut
féconder 18 femelles a la suite, sans repos. Les poux adultes s’accouplent plusieurs fois car

les femelles sont dépourvues de spermathéques (Boutellis et al, 2015).

Larve L3

| N Larve L1
e/ WY
..Q-_gA_"’

- \'\

Lente

Larve L2

Adulte male

Figure 5 - Stades du cycle biologique de Pediculus humanus
(femelle, male, 3 stades immatures, lente) (Boutellis et al., 2017).
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1.1.5. - Génétique et origine des poux

L’origine des poux reste obscure, car leurs fossiles sont trés difficile a retrouver; les
études phylogénétiques ont montré que les Anoploures et les Mallophages sont
monophylétiques et ils dérivent tous d’un ancétre non hématophage qui a développé ses
picces buccales afin de s’adapter a un mode d’alimentation hématophage (Reed et al., 2007).
Les poux de corps et les poux de téte ont le plus petit génome des insectes a ce jour
(108 Méga bases pour les femelles et 109 Mb pour les males). Ils ont un organisme diploide
(2n chromosomes) comportant 11 mini chromosomes (5 chromosomes métacentriques et 6
télocentriques) (Veracx et Raoult, 2012). La différence la plus frappante entre poux de téte et
poux de corps reste leur écologie et leur couleur, cependant les caractéres morphologiques
ont été remis en question par des études génétiques. Quatre grands clades phylogénétiques (A,
B, C et D) de poux de téte sont décrits en analysant I’ADN mitochondrial, le gene
Cytochrome b « Cytb » et la premiére sous-unité «o» du géne codant pour le cytochrome
«oxydase Cox1». Parmi ces clades, le clade A et D sont les seuls & regrouper aussi bien les
poux de téte que les poux de corps (Drali et al., 2015). Ainsi, chaque clade posséde une

distribution géographique qui lui est spécifique (Fig. 6) (Boutellis et al., 2012).

ﬁ America A2
Sub Saharan
Africa

CLADE C

Europe Ethiopia

Australia

CLADE B

Figure 6 - Représentation schématique de 1’arbre phylogénique de différents clades des poux de téte
(Boutellis, 2014).

1.1.6. — Role pathologique des poux de téte
Les poux de téte affectent principalement a travers le monde des millions d'écoliers en

dehors des conditions d'hygiéne et de pauvreté (Chosidow et al., 1994). Pediculus humanus
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capitis détermine un prurit au niveau du cuir chevelu: la pédiculose (Golvan, 1983) (Fig. 7
A). Ce prurit, trés vif, entraine des lésions de grattage dont la surinfection provoque
I'impétiginisation. La multiplication des piqdres, lorsque le parasite pullule, provoque le
suintement d'un liquide au niveau des excoriations cutanées qui agglutine les cheveux. Les
lésions de grattage surinfectées peuvent s'accompagner d'adenopathies cervicales (Pajot,
2000). Un grattage trop vigoureux peut produire une plaie qui ouvre la porte aux agents
extérieurs, aux bactéries ce qui cause parfois une infection (Izri et Guiguen, 2013). D’autres
manifestations cliniques sont possibles, quoiqu’elles soient moins fréquentes, notamment une
conjonctivite ou un eczéma du cuir chevelu principalement localisé derriere les oreilles ou a
I’occiput (Soto et al., 2012). Le diagnostique d’une infestation active (Fig. 7 B) par les poux
réside dans la détection de poux vivants et mobiles et/ou de lentes vivantes (Gavinet, 2007).
En cas d’infestation discréte, chercher des lentes dans les cheveux situés derriére les oreilles
c’est 1a que ’on a le plus de chance d’en trouver (Ripert, 2007). Elles s’observent alors de
plus en plus loin de la racine des cheveux, pouvant persister plusieurs mois, sur les cheveux ;
elles sont plus faciles a repérer chez un sujet aux cheveux bruns. Les poux sont plus difficiles
a mettre en évidence. lls sont recherchés sur le cuir chevelu en écartant les cheveux, méche
par meche (Williams, 2001).

La transmission des poux est interhumaine. Elle s’effectue par contact direct ou indirect. Le
contact est direct quand le pou passe sur une nouvelle téte lors du rapprochement des
chevelures. Ou alors, le contact est indirect. Dans ce cas, le parasite qui ne sait ni voler ni
sauter attend impatiemment un nouvel hbte sur divers objets appartenant a un enfant
contaminé (Eric, 2000).

Figure 7 - Infestation par les poux de téte (A: cheveux lourdement infestés par Pediculus

humanus capitis; B: Pédiculose du cuir chevelu) (Li et al, 2010).
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1.1.7. - ROle infectieux des poux de téte
1.1.7.1. - Infection par Acinetobacter sp.

L'histoire du genre Acinetobacter commence au début du XXéme siecle avec la
description par un microbiologiste néerlandais Martinus Wiliem Beigerinck d'un
microorganisme dénommé Micrococcus calcoaceticus isolé a partir de prelevement de sol.
C'est en 1954 que Brisou et Prévost proposent la désignation du genre Acinetobacter (du grec
akinetos « Incapable de bouger ») (Boudia, 2014). Une avancée majeure dans I'histoire du
genre Acinetobacter a été realisee en 1986 grace aux techniques d’hybridation ADN/ADN de
Bouvet et Grimont qui sont parvenus a distinguer 12 especes genomiques. A ce jour, 35
espéces bactériennes d'Acineiobacter ont été décrites, dont 26 espéces nommees et neuf
espéce génomiques (Howard et al., 2012). Acinetobacter sp. (Fig. 8) appartient a la famille
des Moraxellaceae, et I'ordre Pseudomonadales. Les souches du genre Acinetobacter sont
constituées de coccobacilles, elle est de 0,9 a 1,6 um de diametre et de 1,5 a 2,5 ym de
longueur, & Gram négatif, immobiles (Bernards, 2004).

Acinetobacter croit rapidement sur des milieux usuels (gélose de sang de mouton) a
37°C. Les colonies d’Acinetobacter apparaissent lisses, opaques, de couleur jaune pale a
grisatre. Acinetobacter est sphérique et généralement par paires ou en amas (Taleb, 2013). La
plupart des especes du genre Acinetobacter sont ubiquitaires (sol, eau, végétaux, hommes).
Elle peut étre commensale ou a faible potentiel pathogene chez les individus sains et a
pouvoir pathogéne important chez les immunodépressifs (Kempf et al., 2012). Les espéces
d’Acinetobacter sont des bactéries marquées par leur extréme capacité a acquérir des
mécanismes de résistance vis-a-vis de la plupart des nouveaux antibiotiques (Boscher, 2014).
Cette bactérie est dernierement isolée a partir des poux de téte et des poux de corps humain en
Ethiopie et en Sénégal (Kempf et al., 2012), isolée aussi a partir des poux de téte au niveau

des écoles élémentaires parisiennes (Bouvresse et al.,2011).

Acc.V  Spot Magn Det WD Exp |J———] 1
250 kY30 26661x SE 165 3

Figure 8 - Représentation d’Acinetobacter baumanii avec grossissement 26661x (Swenson et al., 2004)
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1.1.7.2. - Infection par d’autres agents pathogénes

En plus des désagréments cutanés qu’ils occasionnent, les poux peuvent étre, dans
certaines circonstances, vecteurs de graves infections mortelles (Eric, 2000). A I’heure
actuelle, le pou de corps est le principal vecteur responsable d'épidémie de typhus (Rickettsia
prowazekii), de fievre récurrente (Borrelia recurrentis) et de la fiévre des tranchées
(Bartonella quintana) (Raoult et al., 2006). Un quatrieme agent pathogéne mortel, Yersinia
pestis, l'agent de la peste est suspecté dans la transmission a travers le pou de corps
(Houhamdi et al., 2006). Cependant, 'ADN de Bartonella quintana fut détecté chez les poux
de téte de Clade A (Boutellis et al., 2012) et de Clade C (Sasaki et al., 2006); 'ADN de
Bartonella recurrentis chez les poux de téte de Clade C (Boutellis et al., 2013). D’autres
bactéries comme Serratia marcescens ont été retrouvées chez les poux humains (Kampf et
al., 2012).

1.1.8. - Prévention et lutte anti-poux

La lutte contre la pédiculose est certainement une trés ancienne préoccupation de
I’homme (Sangaré, 2015). La lutte contre les poux existe depuis I’antiquité. On pratiquait
alors un épouillage manuel ou a 1’aide d’instruments et des peignes spéciaux (Gavinnet,
2007). La suppression des poux a la main ou avec un peigne a poux, le rasage du cuir chevelu
et du corps, et le blanchiment des vétements sont quelques-unes des plus anciennes méthodes
de contrble des poux humains avant I’avénement des pédiculicides (Mumcuoglu, 1996).
Pendant ces dernieres décennies, différents composés chimiques comprenant des
organochlorés (DDT, lindane), organophosphates (malathion), les carbamates (carbaryl), les
pyréthrines (pyrethre), et pyréthrinoides (perméthrine, la phénothrine, et bioalléthrine) ont été
développés pour lutter contre la pédiculose (Mumcuoglu, 1996). Malheureusement les poux
ont pu développer une résistance contre la plupart de ces molécules (Clark et al., 2013).
L’ivermectine semble donner de résultats encourageants dans le traitement des poux de téte
(Parisen et al., 2013), bien que dans des conditions de laboratoire une résistance potentielle a
cette molécule été demontrée (Yoon et al., 2013). Aujourd’hui, seul le développement de
nouvelles stratégies basées sur I’utilisation des antibiotiques, spécialement la doxycycline ou

en combinaisons pourra changer la donne (Sangaré et al., 2015).

n
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1.2. - Techniques de la détection moléculaire
Dans cette deuxieme partie du chapitre I, représente les informations de base d’une des
techniques de la détection moléculaire (la PCR), ses applications, son principe, ses avantages
et inconvénients.
1.2.1. - Polymérase Chaine Réaction « PCR »

Le développement de la réaction en chaine par polymérase (PCR) est ’'une des
innovations qui ont changé le cours de la science moléculaire avec son impact couvrant
d’innombrables sous-disciplines de la biologie. Le processus théorique a été décrit par Keppe
et ses collegues en 1971; cependant, la procédure PCR compléte a été décrite et appliquée
expérimentalement par Kary Mullis en 1985 (Todd, 2012). La technique de Polymérase
Chain Réaction (PCR) est un moyen rapide, peu colteux et simple pour copier des fragments
d’ADN spécifiques a partir de quantités minimes d’un matériel ADN source (Fig. 9). C’est un
procédé d’amplification moléculaire qui mime le processus naturel de synthése de ’ADN
(Tran, 2008). Il existe des variantes de la PCR : real-time PCR, PCR compétitive, PCR in
situ, RT-PC... (Nimes, 2007).

4th cyele

wanted gene

Exponential amplification

lst cyele

e ----------- = 35th cvele
template DNA

- EE e g
2 copics 4copies 8 copies 16 copies 2 =34 billion copics

{ndy Vierstracte 2001)

Figure 9 - Amplification exponentielle des genes en PCR (Andy Vierstracte, 2001)

1.2.1.1. - Applications de la PCR
Les applications de la PCR sont multiples. C’est une technique désormais
incontournable en biologie cellulaire et moléculaire. Elle permet notamment en quelques
heures le « clonage acellulaire » d’un fragment d’ADN grace a un systéme automatisé, alors
qu’il faut plusieurs jours avec les techniques standard de clonage moléculaire. D’autre part, la
PCR est largement utilisée a des fins de diagnostic pour détecter la présence d’une séquence
d’ADN spécifique de tel ou tel organisme dans un fluide biologique. Elle est aussi employée

pour réaliser des empreintes génétiques, qu’il s’agisse de I’identification génétique d’une
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personne dans le cadre d’une enquéte judiciaire, ou de 1’identification de variétés animales,
végetales ou microbiennes destinée a des tests de qualité alimentaire, de diagnostic ou de
sélection variétale. La PCR est encore indispensable a la réalisation d’un séquengage ou d’une
mutagénése dirigée (Nimes, 2007).

1.2.1.2. - La PCR en temps réel «<RT-PCR»

Russell Higuchi fut ’'un des premiers a faire 1’analyse des cinétiques de la PCR
(polymerase Chain Reaction) en élaborant un systéme qui détectait le produit de la PCR au fur
et a mesure qu’il s’accumulait. Ce systéme en « temps réel » utilisait le bromure d’éthidium
comme agent intercalant dans chacune des réactions d’amplification et un thermocycleur
modifié¢ pour stimuler I’émission des échantillons par rayonnements UV. L’émission de la
fluorescence était détectée a 1’aide d’une caméra CCD (charge-coupled device) (Fig. 10).
(Poitras et Houde, 2002). Les utilisations typiques de PCR en temps réel comprend la
détection des pathogenes, I'analyse de I'expression des genes, lI'analyse du polymorphisme
nucléotidique simple (SNP), I'analyse des aberrations chromosomiques et, plus récemment
également la détection des protéines par immuno-PCR en temps réel (Kubista et al., 2006).

Phase plateau

Phase exponentielle

| Zo———0—0—0——0—+———————— [ igne de base Ligne seuil
Phase d'initiation

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Ct (cycle seuil) Nombre de cycles PCR

Intensité du signal fluorescent émis

Figure 10 - Profil d’une courbe de PCR en temps réel.

1.2.1.2.1. - Le principe de le RT-PCR

La PCR en temps réel est basée sur la détection et la quantification d’un reporter
fluorescent dont 1’émission est directement proportionnelle a la quantité d’amplicons générés
pendant la réaction de PCR (Poitras et Houde, 2002). Cette technologie combine
I’amplification avec la détection et la quantification d’un signal fluorescent. En observant la
quantité de fluorescence émise a chaque cycle, il devient possible de suivre la réaction PCR
durant sa phase exponentielle. La premiére augmentation significative de la quantité

d’amplicons est en corrélation directe avec la quantité initiale de la matrice cible (template)
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(Elyse, 2002). L’intensit¢ de la fluorescence a chaque cycle est proportionnelle a la
concentration d’amplicons, le cycle seuil (Ct) représente le nombre de cycles requis ou le
signal d’émission de fluorescence est statistiquement et significativement plus élevé que la
ligne de base (Tran, 2008).

1.2.1.2.2. - Etapes de la réalisation de la PCR

La réalisation de la PCR dans son ensemble implique deux étapes : I’extraction de
I’ADN et I’amplification.

1.2.1.2.2.1. - Extraction de ’ADN

L’extarction de I’ADN est une technique qui consiste a isoler I’ADN a partir d’une
cellule pour permettre son analyse (Rasmussen & Morrisay, 2008). cependant, elle
comprend toujours trois étapes:
- La lyse: consiste a dissocier les cellules, les tissus, les enveloppes et de libérer les acides
nucléiques.
- L’élution: les ADN sont extraits du mélange protéique le plus souvent par la méthode
d’extraction phénol-chloroforme. Aprés centrifugation, I’ADN se retrouve dans une phase
aqueuse dépourvue de protéines.
- La purification et précipitation de ’ADN : I’ADN est précipité en présence d’alcool et de
sels de fagon a 1’obtenir pur et concentré. (Vassias, 2012).

1.2.1.2.2.2. - L’amplification

La technique de PCR est constituée d’une trentaine de cycles, chacun d’eux
comportant trois étapes (Fig. 11). Ces étapes sont réalisées dans un tube dans lequel tous les
protagonistes de la réaction ont été ajoutés Le tube est placé dans un thermocycleur qui
permet de monter le tube a la bonne température tres rapidement (Vassias, 2012).
> La dénaturation d’ADN: Elle permet de séparer par la chaleur les deux brins d’ADN.
Le mélange reactionnel est amené a 94 -C, température a laquelle les deux brins d’ADN se
séparent. (Vassias, 2012) (Fig. 11 A)
> L’hybridation des amorces: Deux amorces d’ADN d’environ 20 bases s’hybrident
de fagon spécifique grace a la complémentarit¢ des bases, sur un brin d’ADN ou son
complémentaire. Cette opération est réalisée a une température dépendante de la composition
en bases puriques et pyrimidiques de ces amorces, en général entre 45 °C et 65°C. Les
amorces encadrent la région a amplifier. Le choix des amorces est déterminant, il doit tenir
compte de nombreux parametres afin de permettre une hybridation spécifique (Vassias, 2012)
(Fig. 11 B)
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> L’¢élongation des amorces: Une ADN polymérase (la Taq polymérase est la plus
utilisée) allonge les amorces en y incorporant des bases complémentaires de la séquence
matrice. Cette opération est réalisée a 72 °C, température optimale pour I’action de la
polymérase. Elle synthétise I’ADN de I’extrémité 5° vers I’extrémité 3 (Vassias, 2012) (Fig.

11 C).
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Figure 11 - Etapes de la ’amplification en PCR-RT

1.2.1.3. - Avantages et inconvénient de la PCR
L’apparition de la PCR a représent¢ un progrés meéthodologique décisif. Ces
applications sont nombreuses en pathologie (recherche de parasites, bactéries, virus, oncogene

translocation, etc.), en diagnostic anténatal ou comme étape vers une autre technique comme
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le séquencage. C’est une technique rapide, sensible et spécifique. Elle comporte cependant

des inconvénients qui en font une méthodologie délicate a mettre en ceuvre :

* I’optimisation de la PCR en vue d’une meilleure spécificité et sensibilité est une étape
importante. Elle dépend de multiples facteurs comme la composition en bases des amorces, de
celle du tampon salin, de la température d’hybridation, du nombre de cycles, etc.

* la propreté de I’ADN cible est prépondérante, une bonne extraction éliminant les inhibiteurs
de PCR est donc indispensable ;

« enfin, le probléme majeur consiste & eliminer tout risque de contamination. En effet, si du
produit amplifié contamine un tube de PCR prét a étre amplifié, celui-ci sera
automatiquement positif. Le contrdle de ces contaminations nécessite la présence de contréles
négatifs lors de I’amplification, mais surtout une organisation rigoureuse au niveau des picces
et du matériel. En effet les étapes d’extraction, préparation de I’amplification et détection des
amplicons doivent se faire dans des piéces separées avec des matériels distincts (Vassias,
2012).
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Apres le choix des zones d’échantillonnages, les méthodes de travail sur le terrain et
les méthodes utilisées au laboratoire telles que [I’identification des poux, diagnostic
moléculaire par la PCR, et les techniques employées pour 1’exploitation des résultats sont

traités et développées dans ce chapitre.

I1.1. - Présentation de la région d’étude
11.1.1. - Situation géographique de la région de Bejaia

Bejaia se situe sur le Golfe de Bejaia dans le nord-est de 1I’Algérie, et s'étend sur
120,22 km2. L'altitude minimale est de 1 m, l'altitude maximale est de 660 m. qui s’ouvre sur
la mer méditerranée avec une facade maritime de plus de 100Kms, alternant crique rocheuses
et plages de sable fin d’est vers 1’ouest, elle partage ses frontieres avec la wilaya de Jijel du
coté Ouest, Sétif du Sud-ouest, Bordj Bou Arreridj du coté Sud, Bouira du sud-est et la wilaya
de Tizi-Ouzou de I’est (Fig. 12).

t Mer Méditerranée

Golfe de Béjaia
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Figure 12 - Situation géographique de la région de Bejaia
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11.1.2. - La zone d’échantillonnage
Notre région d’échantillonnage est représentée par quatre zones appartenant toutes
a la commune de Bejaia. Elle compte: Iheddaden ufela, Ighil ouzougue, Tizi, et Sidi-Ahmed.

Six écoles primaires appartenant a ces régions ont été visitees.

11.2. - Matériel
11.2.1. - Matériel biologique
Il s’agit de I’ensemble des poux de téte collectes a différents stades de
développement lentes, larves et adultes.

11.3. — Méthodologie de travail
11.3.1. - Méthode d’échantillonnage

Le travail réalisé sur le terrain, consiste un prélevement direct des poux de téte sur les
éleves des écoles primaires dont 1’dge est compris entre 5 et 11 ans (Fig. 13). Avec
I’autorisation de la direction de la santé de la wilaya de BEJAIA, et ’autorisation d’accés aux
différents UDS de I’EPSP de BEJAIA, et en collaboration avec le service de la médecine de
prévention et des médecins coordinateurs; la collecte a été menée sur une durée de quatre
semaines entre le mois de Février et le mois de Mars a raison de trois sorties par semaines.
Un examen attentif des cheveux de chaque patient a été réalisé a 1’ceil nu et avec des mains
gantées. Les cheveux des patients atteints de la pédiculose du cuir chevelu est confirmée si
des lentes, des larves ou des adultes ont été observes. Les ectoparasites sont collectés a la
main et sont directement introduits dans des tubes a sec codifiés ou ils seront conservés dans
de I’éthanol a 90°. Le nom, le prénom, 1’age, le sexe et le nombre de poux collectés de chaque
patient sont respectivement mentionnés en correspondance avec le code d’échantillonnage

inscrit sur chaque tube.

Figure 13 - Examen sur les cheveux d’un patient (Originale, 2017)
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11.3.2. - Méthodes de travail au laboratoire
11.3.2.1. - Identification morphologique des spécimens
Les poux de téte collectés sont observés sous la loupe binoculaire (Gr x40) et sont

affiliés au genre et a I’espéce en se basant sur la clé dichotomique de Pajot (2000).

11.3.2.2. - Diagnostique moléculaire d’Acinetobacter sp.
La détection moléculaire de ’ADN des Acinetobacter sp par la technique de la

RT-PCR (PCR en temps réel) en utilisant des amorces spécifiques au géne amplifié.

11.3.2.2.1. - Extraction de ’ADN génomique
Principe: Désorganiser les membranes cellulaires en émulsionnant leurs lipoprotéines a 1’aide
d’un détergent, puis faire précipiter I’ADN.
Cette technique est réalisée a 1’aide d’un Kit spécial : QIA amp (kit QIAGEN®, Hilden,
Germany) selon le protocole ci-dessous (Fig. 14).
> Etape 01: La lyse
Rincer a I’eau distillée stérile le matériel biologique a extraire son ADN afin d’éliminer toute
trace d’alcool.
Couper les échantillons en petit morceaux et les introduire dans des tubes Eppendorfs
préalablement numerotés et codeés.
Ajouter 180ul de Genomic Digestion Buffer (Broyage chimique).
Ajouter 20l de la protéinase K, puis agiter rapidement a 1’aide du vortex.
Incuber les échantillons dans un bain & sec a 55° C pendant une nuit.
Faite une centrifugation rapide a 8000 tr/min pendant 30 seconde.
Ajouter 200pl d’AL, puis agiter 15 secondes au vortex.
Mettre les échantillons au bain sec a 70° C pendant 10 minutes, et centrifuger rapidement.
Ajouter 200ul d’éthanol, et agiter pendant 15 secondes.
Verser le mix dans les tubes collecteurs a filtre.
Centrifuger les tubes pendant 1minute a 8.000 tr/min.
> Etape 02: Purification
Jeter I’¢luat et placer le filtre dans un nouveau tube collecteur.
Faire un premier lavage avec 500ul d”’AWL1.
Centrifuger Iminute a 8.000 tr/min.
Jeter 1’¢luat et placer le filtre dans un nouveau tube collecteur.
Faire un deuxiéme lavage avec 500ul d’AW?2.
Centrifuger 4 minutes a 10.000 tr/min.
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Jeter I’¢luat et placer le filtre dans un nouveau tube collecteur.

Centrifuger une nouvelle fois 1 minute @ 10.000 tr/min.

> Etape 03: Elution

Placer le filtre dans un nouveau tube Eppendorf

Ajouter 200ul de tampon AE

Incuber 1 & 5 minutes a température ambiante et centrifuger une derniere fois pendant
Iminute a 8.000 tr/min.

Récupérer I’éluat qui contient 1’échantillon d’ADN

Conserver le résultat a + 4°C




Chapitre 11. Matériel & méthodes

_:'I:'-'In'-'ln-'ln-'ln-\-$

\

) )

+

Rincer les poux avec de 1’eau distillée
puis on coupe 1’échantillon
longitudinalement et le mettre dans des
Eppendorf, et ajouter 180ul Du broyeur
chimique.

~-'-----’
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Ajouter 20ul de la protéinase K, puis :
mélanger au vortex et incubé les )
échantillons dans le bain a sec a 37°C I
une nuit. 3

e | \
== Centrifuger rapidement a 5000 tr/min ~ *

pendant 30secondes, et ajouter 180ul \
d’AL, puis mettre au vortex et incubé J
10 min au bain a sec. Ajouter 200pl .

d’¢éthanol et remettre au vortex. J

+ ¥ E 1. 1T E 1T E 1T E LT E L \
¢ ) .
*  Verser le mix dans les tubes collecteurs a \

§ filtre, centrifuger 1 min a 8000 tours. ‘l
“ Jeter I’éluat et placer le filtre dans un nouveau  *
tube collecteur.

\ N
N 4

\1-\-\-\-\-\-\-‘

/ *
Effectuer un 1° lavage avec 500 ul d’AW1, \"
. centrifuger 1 min a 8000 tr/min. Jeter I’éluat et placer |
< le filtre dans un nouveau tube collecteur, puis un :

2éme lavage avec 500 pul d’AW?2 et centrifuger
a14000 tr/3min récupérer 1’éluat contenant I’ADN. /'

Figure 14 - Principales étapes d’extraction d’ADN (Originale 2017).
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11.3.2.2.2. - La PCR en temps reel
11.3.2.2.2.1. - Préparation du mix :
Elle est réalisée sous conditions aseptiques pour éviter toute contamination (sous une
hote-biocap). Le volume et le réle de chacun des composants du Mix de la PCR sont
représentes dans le tableau suivant:

Tableau 1. : Composants du Mix de laPCR :

Produit Role Volume pour un | Concentration
échantillon totale
Master mix Remplace le Kit 10 pl 1X
Primer 1 Le reverse et le 0,5 ul 0,5 uM
Primer 2 foward 0,5 ul 0,5 UM
Sonde Spécificité et la 2 ul 0,2 uM
lecture
Eau distillée Pour 1’équilibre 2 ul
sterile
total mix - 15 pl
total avec 20 pl
ADN

Chaque constituant du mix est multiplié par le nombre d’échantillons étudiés, puis 20ul de ce
mélange est distribué dans chaque tube avec 5 ul de 1’échantillon d’ADN a tester (issu de
I’extraction) alors que :

. Témoin négatif : 5ul d’eau distillé stérile plus 20ul du mix

. Témoin positif : 5ul d’ADN positif avec 20ul du mix

11.3.2.2.2.2. - Amplification par Smart Cycler
La RT-PCR utilisée est basée sur la technologie TagMan mise en ceuvre sur des
prélévements biologiques, elle utilise les sondes et amorces citées dans le Tableau 2.
Tableau 2. Sonde et amorces utilisées en PCR en temps réel.

Organisme ciblé Amorces et sonde Séquence (5°-3)
Acinetobacter sp. Forword: F 5-TAC-TAC-TAT-ACC-GAA-AAG-AAA-
CGG-3°
Forword: R 5-GGY-TTA-CCA-AGR-CTA-TAC-TCA-A-3°
Sonde: S 6FAM-CGC-GAA-GAT-ATC-GGT-CTS-CAA-
GC-TAMRA

L’amplification est réalisée sur [’automate Smart Cycler qui est couplé a un

spéctrofluorimetre piloté par un ordinateur qui permet 1’acquisition et le suivi en temps réel

»
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des données ainsi que leur traitement (Fig. 15). Cet appareil présente ’avantage d’avoir 32
puis fonctionnant indépendamment les uns des autres et permet de lancer différentes PCR en
méme temps. L’amplification comprend deux étapes: activation de la Taq
polymérase (chauffage a 95° pendant 2 minutes puis activation pendant 15 minutes). Suivie
de 40 cycles d’amplification de 75 secondes chacun:

- Dénaturation de I’ADN : 15 secondes & 95°C

- Hybridation : 30 secondes a 60°C

- Extension : 30 secondes a 72°C.

Figure 15 - Protocole expérimental de la PCR en temps réel (Originale, 2017).

11.3.2.2.3. - Vérification du produit par la PCR standard
11.3.2.2.3.1. - Préparation du gel d’agarose 1,5%
. Peser 6 g d’agarose dans une bouteille en verre

o Ajouter 400 ml de Tampon TBE 0,5X

E
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. Faire fondre la préparation aux micro-ondes

. Ajouter 15 pl de Sybr safe

. Verser 50 ml du mélange dans un grand support

. Verser 30 ml du mélange dans un support moyen

La polymérisation se fait entre 10 a 15 min & température ambiante.

Le gel polymerisé peut se conserver 24h au réfrigerateur, enveloppé dans du parafilm.

11.3.2.2.3.2. - L’électrophorése
. Oter le peigne et immerger le gel et son support dans la cuve de migration contenant
du tampon TBE 0,5X (Fig. 16).
. Mélanger 6 ul de produit de PCR et 2 pl de bleu de charge (Blue juice loading buffer).
o Déposer 6 pl de ce mélange dans un puits. Procéder ainsi pour chaque échantillon.
. Proceder a la migration a 135 volts pendant 20 min.

La lecture se fait sous un transilluminateur UV.

. , EEERRN
Déposer 6 pl de mélange dans un puits -
pour chaque échantillon, et la lecture se
fait sous un transilluminateur UV.

_/' Mélanger 6 ul de produitdela
\ PCRavec 2 pl de bleu de charge

S -

Figure 16 - Protocole expérimental de la PCR standard avec le gel agarose (Originale 2017).
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11.3.3. - Exploitation des résultats
11.3.3.1. - Les indices parasitaires
La prévalence ainsi que 1’abondance et I’intensit¢ moyenne des poux collectés ont
été calculés avec les indices parasitaires proposés par (Marjoli et al., 1982) par les formules
suivantes:
La prévalence (P) : c’est le rapport en pourcentage du nombre d’éléves infestés par les poux

de téte (N) par le nombre d’¢éléves examinés (H).

P (%) = N/Hx100

L’Abondance (A) : elle comprend le rapport du nombre total des especes parasites (p) par le

nombre total d’¢éléves examinés (H)

A =p/H

L’intensité (I) : elle correspond au rapport du nombre total des espéces parasites (p) par le

nombre d’¢éléves infestés (N)

I =p/N

11.3.3.2. — analyse statistique des résultats de I’infestation
L’analyse statistique des résultats de I’infestation par les poux de téte est réalisée
par I’application de deux tests statistiques : test de Wilcoxon (test paramétrique) et le test de
Kruskal-Wallis (test non paramétrique).
L’emploi de ce test dans notre présente étude a pour but de comparer les prévalences

d’infestation et d’infection selon plusieurs catégories.

2
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Dans cette partie, nous traitons les différents résultats obtenus lors de notre étude
concernant 1’identification morphologique, I’exploitation par les indices parasitaires et

I’analyse statistique ainsi que les résultats de la PCR.

I11.1. - Identification morphologique des poux de téte

Les échantillons ont été prélevés des tétes des écoliers, cet emplacement nous indique
qu’il s’agit des poux de téte.
Suivant la clé de Pajot (2000), des criteres morphologiques bien déterminés observés chez
nos spécimens sous la loupe binoculaire confirment I’espéce Pediculus humanus capitis :
- Les proportions des segments antennaires
- Les proportions du fémur de la deuxiéme paire de patte
- Le nombre et la forme des soies des sternites abdominaux
La détermination du sexe telle qu’elle est décrite par Pajot (2000) se fait sur la base de:
- La taille des individus
- La forme de I’extrémité abdominale
La présence d’une griffe au niveau du tibia droit chez le méale qui lui sert a accrocher la
femelle lors de 1I’accouplement.
Les poux de téte sont donc de petits insectes au corps allongé deux fois plus long que large ne
dépasse pas 4 mm de long, la femelle (fig. 17.A) est souvent plus grande que le male (fig.
17.B), la couleur d’un pou est varié entre brune et grise, la téte (fig. 17.C) porte une paire
d’antenne courtes formées de 5 segments et une paire de lentilles distinctes, abdomen allongg,
plus large que le thorax, avec des paratergites en forme de lobes ou de cupules sclérifiées, les
pattes sont toute subégales en taille et en forme avec une griffe sur le tibia droit chez le male
qui lui permet d’accrocher le femelle lors de I’accouplement (figure 17.D).
L’extrémité abdominale est formée d’un pénis rétractile triangulaire couvert de petites soies
chez le male (figure 17.E), et d’une échancrure chez la femelle (figure 17.F). Cette
échancrure est formée d’une paire de gonopodes pointus couverts de soies qui servent a

déposer et fixer les ceufs lors de la ponte.

]
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Figure 17 — étude morphologique d’un pou de téte (Originale, 2017).

A : pou de téte femelle ; B : pou de téte male ; C : la téte ; D : griffe du tibia droit chez le

male ; E : extrémité abdominale chez le male ; F : extrémité abdominale chez la femelle.

111.2. - Exploitation des résultats par les indices parasitaires

regroupeés et exploités par le calcule des différents indices parasitaires représentés dans le

tableau ci-dessous. (Tableau 3).

Les résultats de 1’échantillonnage des poux de téte de la région de Bejaia sont

Tableau 3 - Résultats des indices parasitaires des régions étudiées.

H N p P A [
Régions Nombre total | Nombre de Nombre Prévalence | Abondance | Intensité
des patients patients d’espéces %
infestés parasite
Iheddaden | Ecole 1 242 2 1 0,8 0,004 0,5
oufela
Sidi Ecole 2 307 4 1 1,3 0,003 0,25
Ahmed | Ecole 3 278 1 1 0,3 0,003 1
Tizi Ecole 4 554 8 1 1,4 0,001 0,125
Ighil Ecole 5 250 5 1 2 0,004 0,2
ouzougue | Ecole 6 269 0 1 0 0 0
Total 1892 20 1 1,05 0,0005 0,05

E
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Sur un total de 1892 éleves (994 filles et 898 gargcons) examinés dans 6 écoles primaires de la
région de Bejaia, 20 patients ont été porteurs de poux sur leurs tétes. Cela nous donne une
prévalence d’infestation de 1,05%.

Le taux d’infestation le plus important est marqué au niveau de 1’école 5 avec une prévalence
de 2%, suivi par I’école 4 et I’école 2 avec un petit écart de prévalence : respectivement 1,4%
et 1,3%. La prévalence est moins importante dans les écoles 1 et 3 et atteint 0% au niveau de
I’école 6.

I1 est a noter que les deux écoles qui ont marqué le plus haut taux d’infestation (école 5) et le

plus bas taux d’infestation (école 6) appartiennent a la méme zone d’étude (Ighil ouzougue).

111.3. - Résultats de I’analyse statistique de I’infestation
Dans le but de comparer la prévalence d’infestation entre nos 4 zones d’étude et aussi

la prévalence d’infestation par sexe, différents tests statistiques ont été appliqués.

111.3.1. - Infestation par régions
Pour exploiter les résultats de 1’infestation par région on a prit en considération la
prévalence de I’infestation par région qui sont regroupés dans le tableau 4. Et les résultats de

’analyse statistique par le test de Kruskal-Wallis sont représentés dans le tableau 5.

Tableau 4 — Prévalence d’infestation par région.

Région Prévalence (%) Total (%)
Iheddaden ufella Ecole 1 0,8 0,8
Sidi Ahmed Ecole 2 1,3 0,8
Ecole 3 0,3
Tizi Ecole 4 1,4 1.4
Ighil ouzougue Ecole 5 2 1
Ecole 6 0

L’infestation la plus importante est marquée dans la région de Tizi avec un taux de 1,4%,
suivie par la région de Ighil ouzougue avec un taux de 1%, et 0,8% pour les deux autres
régions (Iheddaden ufella et Sidi Ahmed).

Pour I’étude de la différence d’infestation par régions la normalité a été vérifié par le test de
Shapiro-Wilk qui a révélé que : p (0,8819) > 0,05. Donc un test non paramétrique est appliqué

(test de Kruskal-Wallis) et nous a donné les resultats présentés dans le tableau ci-dessous :




Chapitre 111. - Résultats

Tableau 5 — Résultats du test de Kruskal-Wallis pour I’infestation par région

Parametres

DDL

SC

CM

P-value

Totaux

30,27333

0,09111

0,0729

0,9691

L’analyse statistique révele que p > 0.05 et cela signifie que la différence d’infestation entre

les 4 zones d’étude est non significative.

111.3.2. - Infestation selon le sexe

Pour exploiter les résultats de 1’infestation par sexe on a prit en considération la

prévalence de I’infestation par sexe qui sont représentés dans le tableau 6 et la figure 18. Et

les résultats de 1’analyse statistique par le test Wilcoxon sont représentes dans le tableau 7.

Tableau 6 : Prévalence d’infestation par sexe.

Régions Gargons Filles

Iheddaden Ecole 1 0 2
oufela

Sidi Ahmed Ecole 2 0 4
Ecole 3 0 1
Tizi Ecole 4 1 7
Ighil Ecole 5 1 4
ouzougue Ecole 6 0 0

Un deuxiéme paramétre de comparaison de I’infestation des écoliers par les poux de
téte dans cette étude est le sexe; sur les 1892 éléves examinés on a trouvé 18 fille sur 994 qui
sont infestées par les poux de téte soit un pourcentage de 1.81%, et seulement 2 gargons sur
les 898 examinés sont infestés soit un taux de 0.22%. Cela dit que la pédiculose capillaire est
présente beaucoup plus chez les filles que chez les garcons. La figure 18 montre ce résultat

en histogramme.
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Figure 18. Prévalence d’infestation par les poux de téte en fonction du sexe.
Le test student (Wilcoxon) a été appliqué apres la vérification de la normalité par le
test de Shapiro-Wilk afin de définir la différence d’infestation entre les filles et les gargons, et

les résultats du test sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 7: Résultats du test de Wilcoxon.

Parametres w P-value

Totaux 31,00 0,03615

Le test de Wilcoxon montre que P-value < 0,05; cela signifie que la différence
d’infestation entre les deux sexes est statistiquement significative cela confirme 1’hypothése

que I'infestation par les poux de téte touche beaucoup plus les filles que les garcons.

I11.4. - Résultats de la PCR en temps réel
La technique de la PCR en temps réel a été appliquée afin de détecter les
Acinetobacter sur les échantillons de poux de téte. Sur un total de 81 poux collectés 1’analyse

par la RT-PCR a été meneée sur 20 spécimens choisit aléatoirement.

o
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Un résultat dit positif signifie que I’ADN bactérien est présent dans les spécimens, cet
ADN est directement détecté grace a des amorces spécifiques et une sonde d’hybridation pour
le genre bactérien Acinetobacter ( rpoBF et rpoBR).

Les résultats de cette analyse sont représentés dans le graphe (Fig. 19) légendés en

annexes (Annexe I11) et sont détaillés dans le tableau 8.

Optics Graph
3532 ——
110+ 3490-3494— [ *
36,12 >

o 39,51 >
o 707
c
Q
g y
o : Témoin + "’
= 30t Bruit de fond
g 4.6 Cycle seuil———, ///
E —

01 Témoin -

50 : : : : : .

10 20 30 40
Cycles

Figure 19 : Résultats de la RT-PCR donnés par SmartCycler. (Originale, 2017)

La figure 19 représente la quantité de ’ADN des poux de téte amplifiée qui est
exprimée par le taux de fluorescence au bout de 40 cycles de la PCR.
La concentration des spécimens en Acinetobacter est contrairement liée aux nombres de
cycles d’amplification : plus la concentration est élevé moins il faudra de cycles pour
atteindre le cycle seuil. L’ADN bactérien est amplifié et dupliqué a chaque cycle jusqu’a
atteindre une concentration seuil au bout du cycle n°32 sur le graphe qui marque le début de
la phase exponentielle. A ce niveau, un marqueur chimique fluorescent se fixe sur les
séquences de I’ADN bactérien pour indiquer la présence des Acinetobacter dans les

échantillons.

suojjnueysy
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Sur le graphe on remarque 3 phases bien distinctes de 1’évolution de la fluorescence au cours

du temps :

La phase du bruit du fond qui va de 0 au cycle n°32 : dans cette phase la quantité de

I’ADN amplifié n’est pas assez importante pour marquer un signal fluorescent.

La phase exponentielle (cycle n°32-cycle n° 40) : la concentration de I’ADN bactérien

dépasse le seuil de détection fluorescente du thermocycleur.

La phase de plateau : marquée au niveau du cycle n® 40 ou I’amplification de ’ADN

bactérien est limitée par le nombre de molécules de Tagman.

Tableau 8 : résultats de I’infestation de poux par Acinetobacter sp. Par la RT-PCR.

Régions Nombre de Nombre total Nombre de Résultat de la PCR-RT
patients infestés des poux poux examinés | (Nombre de poux infestés)%
Iheddadhen | Ecole 01 2 14 2 0=(0%)
oufela

Ecole 02 4 12 4 2 = (50%)

Sidi Ahmed | Ecole 03 1 1 1 0 =(0%)
Tizi Ecole 04 8 34 8 1= (12,5%)
Ighil Ecole 05 5 20 5 1= (20%)
ouzougue | Ecole 06 0 0 0 0 = (0%)
Total 20 81 20 4= (20%)

L’examen de la PCR en temps réel nous a révélé un pourcentage de 20% de poux

infectés par Acinobacter. Soit un nombre total de 4 poux infectés sur les 20 poux examinés.
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Taux d'infection par Acinetobacter sp.
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Figure 20 : prévalence d’infection des poux par Acinetobacter sp. selon les régions.

Le pourcentage le plus élevé d’infection est indiqué au niveau de la région de « sidi
Ahmed » avec une prévalence d’infection de 25% (50% pour I’école 2 et 0% pour école 3),
suivit par la région de « Tizi » avec une prévalence de 12,5%, puis la région de « Ighil
ouzougue » avec prévalence d’infection de 10%. Les poux provenant de la région

de « Ihedadhen oufela » n’ont marqués aucune infection par Acintobacter sp.
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Les différents résultats obtenus concernant 1’identification morphologique, les indices
parasitaires et 1’analyse statistique ainsi que les résultats de la RT-PCR sont comparés aux

résultats d’autres travaux similaires et discutés dans cette partie.

IV.1. - Discussion sur I’identification morphologique

Les 81 poux collectés ont été observés soigneusement sous la loupe binoculaire pour
identification morphologique. L’affiliation au genre et a I’espéce de Pediculus humanus
capitis a été réalisée en mettant en évidences des caracteres morphologiques observés sur le
corps des poux et définis par Pajot (2000): les proportions du fémur et de la deuxiéme paire
de pattes, le nombre et la forme des sternites abdominales ainsi que les proportions des
segments antennaires en revanche Guezi (2015) s’est basé dans son étude sur le séquencgage
du géne Cytb afin de confirmer I’espéce Pediculus humanus capitis.
La détermination du sexe suivant la clé de Pajot (2000) est basée sur la comparaison de la
taille des individus adultes, la forme de 1’extrémité abdominale et la présence d’une griffe sur

le tibia droit du male lui permettant d’accrocher la femelle lors de 1’accouplement.

IV.2. - Discussion des résultats des indices parasitaires et de ’analyse statistique

Sur un total de 1892 éléves (994 filles et 898 garcons) qui ont été examines,
seulement 20 éleves sont porteurs de poux sur leurs tétes. Les résultats ont révélé un taux
d’infestation général de 1,05% des patients positifs a la pédiculose du cuir chevelu. L’analyse
statistique par test de Kruskal-Wallis a révélé que la différence d’infestation est
statistiquement non significative entre les quatre régions ou s’est déroulée la collecte. Par
contre, le test de student (Wilcoxon) a démontré le taux d’infestation qui est significativement
plus élevé chez les filles (1,81%) que chez les garcons (0.22%). Nos résultats confirment ceux
des travaux réaliseés par Boutellis et ses collaborateurs en 2011 qui ont collecté 26 poux des
tétes de filles uniquement dans la région Ouest d’Alger (Boutellis et al., 2015). Certaines
études réalisées dans différentes régions en Algérie ont prouvé également par le calcul du
Khi-2 que la différence d’infestation est significative selon le sexe et non significative selon
les différentes zones d’études; en effet, une étude menée sur 1096 éleves (592 filles et 504
gargons) provenant de quatre régions de 1I’Est d’Alger a révélé que le taux d’infestation chez
les filles était de 23,08% largement plus élevé que le taux des garcons (5,85%) (Guezi, 2015).
Une autre étude réalisé dans quatre région de 1’Ouest de Tlemcen a révélé que sur 252 filles

examinées 26,96% ont été infestées par contre sur 204 garcons 7,69% seulement ont été
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infestés (Ouis, 2016). A Tizi-ouzou, une autre étude menée dans quatre régions du centre-
ouest affirme que sur un total de 1532 patients examinés, le taux d’infestation était nettement
plus élevé en faveur des filles (2,77%) comparé a celui des garcons (0,30%) (Houchi et
Kara, 2016). Une récente étude menée sur 1477 éleves (669 filles et 808 garcons) dans
quelques établissements scolaires de wilaya de Sétif a révelé que la pédiculose est trés
marquée chez le sexe féminin que chez le sexe masculin une prévalence de 4,87% chez les
filles et 1,90% chez les gar¢ons ce qui traduit une différence d’infestation statistiquement
significative (Ameyri et Choudar, 2017).

En outre, beaucoup d’auteurs a travers le monde ont déclaré que la pédiculose capillaire
atteint plus souvent les filles que les garcons. En effet, Doroodger et ses collaborateurs en
2014 ont trouvé que la prévalence d’infestation par les poux de téte dans les milieux urbain
d’Aran et Bidgol (Iran) était de 47%, dont 42% était des filles et 5% seulement des garcons
(Doroodger et al., 2014). Aussi Eric en 2000 dans son travail sur les pédiculoses humaines
souligne que les filles sont plus infestées que les garcons: 60% contre 40%. Cela est dd au fait
que les filles laissent pousser leurs cheveux ce qui facilite le déplacement des poux et rend
difficile le repérage de lentes et la procédure d’épouillage (Badiaga et Brouqui, 2012). Mis a
part ce role controversé, la femelle pou produirait plus de vitamines du genre B lorsqu’elle

prend son repas sur un hdte féminin ce qui favorise sa fécondité. (Eric, 2000).

IV.3. - Discussion des résultats de la PCR en temps réel

Les 20 poux qui ont été sélectionnés pour 1’identification morphologique sont ensuite
traités par une chaine de réactions afin d’extraire leurs ADN génomique qui a été testé par la
RT-PCR avec des amorces et une sonde spécifique afin de détecter la présence de bactérie du
genre Acinetobacter.
Effectivement, nos résultats révelent que 20% des poux testes sont positifs. Cette prévalence
est bien moins importante que celles retrouvées dans d’autres études réalisées précédemment
dans différentes régions d’Algérie; notamment le taux d’infection a Alger-Est était de 64.44%
(Guezi, 2015), a Tizi-ouzou 75% d’apres 1’étude de Houchi et kara (2016), 75% également
a ’ouest de Tlemcen d’aprés Ouis (2016), et 45% a Sétif d’aprés 1’étude de Ameyri et
Choudar (2017). Cette bactérie a été également trouvée dans des poux de téte collectés a
partir des écoliers de Paris (France) avec une prévalence de 47% (Bouveresse et al., 2012) et
dans des poux de téte (7,1%) et des pou de corps (69%) collectés en Ethiopie (Kempt et al.,
2012).
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Dans notre étude nous avons ciblé le genre Acinetobacter, mais dans d’autres travaux des
chercheurs ont détecté 1’espece Acinetobacter baumanii et ont révélé que le taux d’infection
des poux de téte par cette bactérie varie d’un pays a I’autre: 45,4% au Sénégal, 4,34% au
Mali, et 21,4% a la Républiqgue Démocratique du Congo (Sangaré et al., 2014). Elle a
également été identifiée dans des poux de téte en Thailand avec un taux d’infection de 20%
(Sunantarapom, 2015).

La présence de Acinetobacter baumanii dans un large spectre d’arthropodes laisse supposer
que c’est une bactérie endosymbionte (Bouveresse et al., 2012). En effet, ces derniéres
années, I’ADN de Acinetobacter baumanii a été trouvé dans différentes especes de mouches
(Melophagus ovinus) collectés sur des animaux domestiques en Ethiopie (Kumsa et al.,
2012), dans le phlébotome (Luizomyian longipalpis) au Brésil (Gouveia et al., 2008), et le
psylle de la pomme de terre (Bacteracera cockerelii) aux Etats-Unis (Nechappa et al., 2011).
Cependant, malgré plusieurs investigations de transmission de nombreux agents infectieux,
aucune preuve concluante n’a démontré que les poux de téte peuvent contribuer a la
transmission de maladies comme le pou de corps (Bouveresse et al., 2011) et cela a été
traduit par des chercheurs par le fait que I’activité phagocytaire du systéme immunitaire chez
les poux de téte est plus élevé par rapport aux poux de corps, ce qui explique la compétence

vectorielle tres éleve chez ces derniers comparé aux poux de téte (Kim et al., 2011).
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Au terme de ce travail mené sur la détection moléculaire par RT-PCR des Acinetobacter
sp. sur les poux de téte dans la région de Bejaia plusieurs observations pertinentes dans le
cadre entomologique et épidémiologique ont été mises en avant.

L’étude est initiée par un échantillonnage de poux de téte prélevés directement a partir
des cheveux des éléves dans les établissements visités entre février et mars 2017. Un total de
81 poux est collecté puis identifié comme Pediculus humanus capitis en se basant sur la clé de
Pajot (2000).

Parmi les 1892 eleves examinés, 20 ont été infestés par les poux marquant une
prévalence de 1,05% avec un taux d’infestation nettement plus élevé chez les filles (1,81%)
que chez les garcons (0,22%), I’analyse statistique par le test de student révéle que la
différence d’infestation selon les quatre zones d’étude n’est pas significative alors qu’il existe

une différence statistiquement significative entre les deux sexes.

L’analyse des ADN extraits des poux collecteés a confirmé la présence d’Acinetobacter
sp. dans 4 poux (adultes) sur les 20 poux testés soit une prévalence d’infection de 20% ce qui

traduit un risque probable de la transmission de cet agent pathogene a I’héte (I’'Homme).

Les poux de téte affectent chaque année des centaines de millions d’enfants a travers
le monde indépendamment des conditions d’hygiéne et des classes sociales auxquelles ils
appartiennent, cependant la transmission et la pullulation du parasite est favorisée chez les
enfants d’age scolaire qui vivent en collectivités. Jusque la, aucun role vecteur des agents
pathogenes par les poux de téte n’a été prouvé, mais 1’émergence préjudiciable des bactéries
pathogénes montre que le risque de transmission par les poux de téte est loin d’étre absent ce
qui représente un défi mondial de sécurité sanitaire qui peu étre minimisé en établissant des
mesures de préventions et de lutte anti-poux puis en développant des méthodes plus efficaces

de détection des pathogenes dans les poux.

Enfin, ce travail représente une premiére étude sur les poux de téte dans la région de
Bejaia et leur rble épidémiologique, cependant plusieurs axes de travail peuvent étre
envisagés afin de faire suite a cette étude en établissant les perspectives suivantes:
- Dans un premier temps, élargir 1’étude vers d’autres sites de la région de Bejaia et les
régions avoisinantes pour que I’étude soit plus représentative de la région en question et pour

approfondir nos connaissances sur la relation héte-parasite-environnement.
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- Il serait favorable de maintenir une étude durant toute I’année afin de préciser les
périodes ou I’infestation est plus importante et en définir les causes.

- Dans un second temps, il serait plus intéressant de faire une détection des différentes
especes d’Acinetobacter notamment la confirmation de 1’espéce Acinetobacter baumanii
dans les poux de téte par sequencage direct des génes spécifiques ou par culture en milieu

spécifique.
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Annexe I11. - Légende des résultats de la PCR en temps réel

Site ID |Sample ID FAM Ct Protocol

A3 JIME1 0.00 Quantitec-FAM
A4 IMF2 0.00 Quantitec-FAM
A5 MF3 0.00 Quantitec-FAM
A6 [JJ|MF4 0.00 Quantitec-FAM
AT MI5 0.00 Quantitec-FAM
A [|MF6 0.00 Quantitec-FAM
A9 |MET 34.96 Quantitec-FAM
A10 [|MF8 34.90 Quantitec-FAM
A1l [|MF9 0.00 Quantitec-FAM
A12 J|MF10 0.00 Quantitec-FAM
A13 [IMF11 0.00 Quantitec-FAM
Al4 J|MF12 0.00 Quantitec-FAM
A15 [B|MF13 39.51 Quantitec-FAM
B3 [J|MF14 36.12 Quantitec-FAM
B4 [J|MF15 0.00 Quantitec-FAM
Bs [|MF16 0.00 Quantitec-FAM
B6  PIMF17 0.00 Quantitec-FAM
B7 [|MFI18 0.00 Quantitec-FAM
B& MF19 0.00 Quantitec-FAM
B9 [P|MF20 0.00 Quantitec-FAM
B10 T+ 32.35 Quantitec-FAM
B1l |T- 0.00 Quantitec-FAM
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Résumé :

Les poux de téte, pediculus humanus capitis est un parasite exclusif de la chevelure,
hématophage strict de I’homme, ces parasites touche principalement des centaines de millions
d’enfants dans le monde.

Un total de 81 poux de téte a été collecté a partir de 6 écoles appartiennent a quatre régions de
Bejaia (Iheddaden Oufella, Ighil Auazoug, Tizi et Sidi Ahmed).

Nos résultats montre une prévalence d’infestation dans la plus part des écoles visités avec un
taux plus élevé chez les filles (1,81%) que chez les gargons (0,22%).

L’ADN d’Acinetobacter sp a été détecté dans 20% des poux analysés par la technique chaine
polymérase quantitative « RT-PCR ».

Des études plus claires seront essentielles afin de démontrer la transmission transovarienne de
cette bactérie chez les poux de téte ainsi que le risque de transmission des agents pathogénes a
I’homme.

Mots clés : poux de téte ; pediculus humanus ; PCR en temps réel ; ADN ; Acinetobacter sp.

Abstract:

Head lice, pediculus humanus capitis is an exclusive parasite of the hairs, strict
haematophagous of man, these parasites mainly affects hundreds of millions of children in the
world.A total of 81 head lice were collected from 6 schools belonging to four regions of
Bejaia (Iheddaden Oufella, Ighil Auazoug, Tizi and Sidi Ahmed).

Our results show a prevalence of infestation in most schools visited with a higher rate among
girls (1.81%) followed by boys (0.22%).

Acinetobacter sp DNA was detected in 25% of the lice analyzed by the quantitative
polymerase chain "RT-PCR" technique.

Clearer studies will be essential to demonstrate the transovarial transmission of this bacterium
in head lice as well as the risk of transmission of pathogens to humans.

Keywords: head lice; Pediculus humanus; Real-time PCR; DNA; Acinetobacter sp.



