REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

MINISTERE DE L'ENSEIGNEMENT SUPERIEURE ET DE LA REHERCHE
SCIENTIFIQUE

UNIVERSITE MOULOUD MAMMERI DE TIZI OUZOU
FACULTE DES SCIENCES BIOLOGIQUES ET SCIENCES AGROMUES
DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE-MICROBIOLOGIE

-~y
% 4 - = y £
% Mémoire de fin d’étude
En vue de I'obtention de master Il en biologie
Spécialité : Microbiologie

Option: Microbiologie appliquée

Réaliser par :

Mlle HALIL Nadjat et Mlle YAHMI Hamida

Theme

Recherche de I'effet d’'une culture mixte
(fongique-parasitaire) sur la croissance de
Leishmania.

Soutenu le 20 juillet 2017

Devant le jury composé de :

Mme AICHE IRATNI Ghenima MCB UMMTO Présidente
Mr MOUALEK Idir MA UMMTO Examinateur
Mr HOUALI Karim Professeur UMMTO Promoteur

<Promotion : 2016/20D




Remerciements

Nous tenons a exprimer notre gratitude ainsi que rce profond respect et

remerciements les plus sinceres a :

Notre promoteur, Mr HOUALI Karim, Professeur a liversit¢ MOULOUD
MAMMERI de Tizi-Ouzou pour son aide, ses orientasipses conseils précieux et surtout sa

disponibilité a tout moment.
Notre Co-promoteur, Mr MOULOUA Abdelkamel.
Notre seconde Co-promotrice, Dr AFFROUN Rekia mmur aide et sa générosité.

Nous remercions vivement, Mme AICHE IRATNI Gheninvaitre de Conférences B a
'universit¢ MOULOUD MAMMERI de Tizi-Ouzou pour nauavoir honoré d’examiner

notre travail et d’avoir accepté de présider njptre.

Nous remercions, Mr MOUALEK Idir, Maitre Assista@ I'universitt MOULOUD
MAMMERI de Tizi-Ouzou pour avoir participé a I'éuation et I'analyse de notre mémoire




Dédicaces

Avant tout, je remercie lbon Dieu de m’avoir toujours accompagné durant mes étutles

de m’avoir accordé la chance de découvrir et depcentdre un monde autre que le notre.
El Hamdoulillah.
Je dédie ce modeste travail a :

A mes trés chers Parentsqui m’'ont toujours accompagné, encouragé et souterant mon
parcoure d’études, merci infiniment pour votre camée.Je ferai de mon mieux pour rester

votre fierté et ne jamais vous décevaoir.
A mes trois freres adoré&Sherif, Said et Ahmed
A mes chéres sceuFerroudja, Naima, Yamina, Rachida, Nassima et Lilia
A mesiecesetneveuxque jadore.
A mon cousiBillel.
A mon cher binbmaladjat.

A tout meamis(es)etcamaradesde la promo microbiologie appliquée.

HAMIDA

Merei pour vothe souticn



Dédicaces

Avant tout, je remercie bon Dieu de m’avoir toujours accompagné durant medestet de

m’avoir accordé la chance de découvrir et de congyeeun monde autre que le notre.
El Hamdoulillah.
Je dédie ce modeste travail a :

A mes tres chers Parent®JAMEL et Malika, aucune dédicace ne saurait &sez
éloquente pour exprimer ce que vous méritez paws les sacrifices que vous n'avez cessés

de me donner depuis ma naissance, jusqu'a aujaoiwrd’h
C’est grace a vous que je suis arrivé a cetteétap

Je saurai vous rendre fiers inchallah !

A mon frere adorée MOUHEND AREZKI.
A mes chéres sceurSEMHANE et RADIA.
A mon beau frereIDRIS.

A mon cher bindbme HAMIDA.

A tout mesamis(es)et camaradesde la promo microbiologie appliquée.

NADJAT

Merei pour vothe soutien



ADN Acide désoxyribonucléique.

ARN Acide ribonucléique.

ATB Antibiotique.

BHI Brain Heart Infusion.

BHIA Brain Heart Infusion Agar.

CCS Coeur-cerveau-sang.

CHU Centre hospitalo-universitaire.
CMP Chloramphénicol.

DDT Dichlorodiphényl-tricholoéthane.
ELIZA Enzyme-linked immunosorbent assay.
LC Leishmaniose cutanée.

LCL Leishmaniose cutanée localisée.
LCD Leishmaniose cutanée diffuse.
LCM Leishmaniose cutanéo-muqueuse.
LCZ Leishmaniose cutanée zoonotique.
LV Leishmaniose viscérale.

NNN Novy Nicole Mc Neal.

OMS Organisation mondiale de la santé.
PCR Polymerase chain reaction.

PCR RFLP  PCR Restraction Fragment Length Polymorphism.

PSA Promastigotes surface antigen.
SPM Systeme des phagocytes mononuclées

SIDA Syndrome d'immunodéficience acquise.

Abréviations



Listedes Figures

Figure 01 : Représentation schématique de la cellule de Leiskanndiquant les principaux
(o]0 T a1 (=TT R 5
Figure 02 : Leishmanies en culture, forme promastigote (MGG, TO0O).........ceveerieeeeeennnnn. 6
Figure 03 : Formes amastigotes deishmania sur un frottis de moelle osseuse aprés fixation
au méthanol et coloration au Giemsa (GX 1 000).cccc...uuurreriiiiiiiieeeeeeeeeeeeeiseeeeeeeneeeeeeeeens 6
Figure 04 : Phlébotomes deutzomya(a gauche) ePhlebotomus (& droite) ............cccccvvvvnnnnee. 8
Figure 05 : Phlébotome femelle gorgé de Sang .......ccccceeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiireee e 9
Figure 06 : Cycle évolutif de Leishmania ...............ceemmmeeeeeieeeiiieiiiieiiiceene e eeeee e 12
Figure 07 : Répartition mondiale des zones d’endémies ddsngaioses cutanées,
CUutan€o-MUQUEUSE €1 VISCEIAIES ...........cccceeeeereeeiiiiieee e e e e e e e e e e e e e eee et eenans e as 14
Figure 08 : Cas de leishmanioses viscérales en Algérie anfi#¥s22004 ................ovvvvenees 14
Figure 09 : Cas de leishmanioses cutanées en Algérie de 2R004.............cccccvvvvvveieeennnn. 15
Figure 10 : Lésions de leishmaniose CUtANEE ..........coeeeeemrieiiriiiiiiiiiiiieee e eeeeeeeeeeeeeeeeee 16

Figure1l:

.......................................................................................................................................... 17
Figure 12 : Aspect clinique d’'un enfant atteint de 12 LV ..o, 18
Figure 13 : schéma récapitulatif des champignoNSs reQUS e oeveeeeecivriiiiiiiiiiiieieeeeen. .34
Figure 14 : Contention du 1aPiN .......... e e e ee e eenaneeeennnee 38
Figure 15 : préparation et rasage de l'oreille du 1apiN e ..vvveeiiiiiiiieeeeeeeeeeeeees 38
Figure 16 : désinfection de l'oreille du [apin — .......ccoooiririiiiiic e, 39
Figure 17 : Anesthésie de la peau de l'oreille du lapin...ccee..eeeeeciiiiiiiei e 39
Figure 18 : PONCLION dU IaPIN ......ccooiiiiiiiiiiiiiiit e e e e e e et e e e e e e e e e e aaaeaaeaeeeeeees 40
Figure 19 : A. flavus sous microscope coloré au bleu coton ......cccceeevvviiiciiiiiiiiiieeeeeeeee, 43
Figure 20 : A. neiger sous microscope coloré au bleu coton ......ccccccvvvvviiiiiiiiiiiiineeeeee, 43



Listedes Figures

Figure 21 : Rhizopus sp sous microscope coloré au bleu coton ........cccooovvvvvviiiiiiciinnnennn. 43
Figure 22: Trichophyton mentagrophites sous microscope coloré au bleu coton............ 43

Figure 23 : Cladosporium sp au bleu coton SOUS MICIOSCOPE ...........cammmmmmseeeeeeeeeereeeeennnnns 43
Figure 24 : Candida albicans au bleu coton SOUS MICIOSCOPE.............ceeemmmmerrieieeeeeeeeeeeennn. 43

Figure 25 : Deux photos microscopiques représentent leldgpement du parasite en

présence de champignon et I'apparition des filgmmycéliens sur milieu NNN................. 45

Figure 26 : Contamination a la fois par des bactéries etupar autre espece fongique qui

estFusariumsulanis (eN fOrME INCUINVEER) .........cocoeeiiiiii et a e 46

Figure 27 : Résultats de variation de nombre de promastiget®s) en présence ou en

absence de filaments mycéliens (lecture 1 de FE9Sa..........uuvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee, 48

Figure 28 : Résultats de variation de nombre de promastiget®) en présence ou en

absence de filaments mycéliens (lecture 2 de FE9Sa...........ueeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 48

Figure 29 : Résultats de variation de nombre de promastiget®) en présence ou en

absence de filaments mycéliens (lecture 3 de FE9Sa..........uuvveeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee, 49

Figure 30 : Résultats de variation de nombre de promastiget®) en présence ou en

absence de filaments mycéliens (lecture 1 de F&JSa............vvvviiiiiiiiiieeeeiiiiieieee e, 50

Figure 31 : Résultats de variation de nombre de promastiget®s) en présence ou en

absence de filaments mycéliens (lecture 2 de R&JSa............evvciiiiiiiiiieieiiiiiieieeee e, 51

Figure 32 : Résultats de variation de nombre de promastiget®s) en présence ou en

absence de filaments mycéliens (lecture 3 de FEJSa.............vveeiiiiiiiiieiiiiiiiiiieee e, 51

Figure 33 : Résultats de variation de nombre de promastiget®s) en présence ou en

absence de filaments mycéliens (lecture 1 de FESa.........uuvvvviiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiieeeeeeeeeee 53

Figure 34 : Résultats de variation de nombre de promastiget®s) en présence ou en

absence de filaments mycéliens (lecture 2 de FESa..........uvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 53

Figure 35 : Résultats de variation de nombre de promastiget®) en présence ou en

absence de filaments mycéliens (lecture 3 de FE)Sa.........uuvvveiiiiiiiiiiiiiieiiiiieeeeeeeeeee, 54



Liste des Tableaux

Tableau | : Distribution géographique des différentes espeedsetshmania............cccccee.... 13
Tableau Il : Les milieux de cultures utiliSés en MYCOIOQI€ caueu.vvvvvveiiiiiiieiiieeeeeeeeeeeeeeiiiia 4.2

Tableau |11 : Résultats de la lere lecture : le 16.03.20f7e€bai) ........ccceevveveeecieeieenee, 47
Tableau IV : Résultats de la 2eme lecture : le 20.03.2057e€Bai) .........cccoevvveecereceecieenee, 47
Tableau V : Résultats de la 3eme lecture : le 23.03.20%7€6ai) ........ccoecevveeeeceeeeeee e 47
Tableau VI : Résultats de la lere lecture : le 23.03.2017 (2Z838@I1) ........cceeeeeeeeeeeerreeennnnnnnns 49
Tableau VII : Résultats de la 2eme lecture : le 27.03.2017 (238@1)...........cccccvvvvvrvvneennnn. 49
Tableau VIII : Résultats de la 3eme lecture : le 30.03.2017 (BIB@1) ........cceeveeeeeeeeiiiiinnns 50
Tableau I X : Résultats de la lere lecture : le 23.03.2017 (3838@I1)...........cceevvvvvvrrrrrrrnnnnn. 52
Tableau X : Résultats de la 2eme lecture : le 27.03.2017 (3B&1)...........ccoevvnvvvrrrnrnnnnnn. 52

Tableau XI : Résultats de la 3eme lecture : le 30.03.2017 (JEWB@I) ...ocovvvvveeeeeeeeeeeeeiiiiiinnns 52



Sommaire

Liste des abréviations

Liste des figures

Liste des tableaux

Sommaire

Ta) (Yo [UTe3 1 [0] o IPUTUTT TR 1

Chapitre | : Rappel bibliographique

. Leishmanies et [eiIShManIiOSe............ooi e 3
R o 1] (0 T[T 3
P2 = Lo =T 0 1o (o o [ 4
N I C o = 1 - ] | (= PP 4
2.1.1. ClasSIfICALION .....coiiiieeiee e et e e s e e s e e e e 4
2.1.2. Morphologie deeiSMANIA..........uuuiiiiiiie e e e e e e e e e eaes 5
2.1.2.1. La cellule dBEISNMBNIA. ........cooiiiiiiiiee e 5
2.1.2.2. La forme parasitaire Heishmania.............ccccceeeiiiiieeeeeeeeecieeeeceeeeeeeeceneeees 5
2.1.3. GENOME et reProdUCTION .......uiiiieeeieeee e e e e e e e e e e e e e e e e aaes 7
2.1.3.1. GENOME NUCICAIIE........coiiiiiiiiee et 7
2.1.3.2. GENOME KINELOPIASHIQUE .....uvvereieiieei i ee e en e 7
A N Y =T 1 (T | U PPPPPPPPPPIN 8
P20 W |V (o o o] [T | = PRSPPI 8
2.2.2. TAXONOIMUE .....utiiiiieiiiitte et e e e e et e e e e s e e e e e e s e e e e e s s mneeessansnrnneeeeeaans 9
0 T = o] (o o 1= PO 10

R T o (0] (STl (= 1oT=] Y/ 0 1| ST 10



Sommaire

2.4. Cycle du parasite et traNSMISSION ... e crrrrnnnarieeaeeeeaaeeeeeeeeernnennnnnnnnnreennn 11
2.4. 0, TIANSIMUSSION ...uiiiiiie e et eeeeeee e e e e et ettt ettt s e e e e e e e e e e e e aaeeeaeaeaeeeeeessnnes 11
2.4.2. CYCIE BVOIULIT ...ceiieeeeee e e e e e e e e 11
3. Répartition géographiQUe ............. .. e eeeeeniniiiiiiiieeeereeee e e e e e e e e e eeessseneeeeeees 12
4. Expression clinique de la [eiShmManioSe. ... 15

4.1. Leishmaniose CUtan€e (LC).......uuuuriiiiiiiiieeeeeeeieeeeiscciiiitieeee e e e e e e e e 15
4.1.1. Leishmaniose cutan€e 10CaliISEE (LCL) mmmmmamrrrrriiriiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeseinnens 16

4.1.2. Leishmaniose cutanée diffuse (LCD).......ccoooviiiiiiiiiiiiiiiiiiieceeeeee e 16

4.2. Leishmaniose cutanéo-muqueuse (LCM) ...coooeeeiiiiiiiiieeiieee 16

4.3. Leishmaniose VISCErale (LV).......uuuviiiiiieiiieiicciiiiieeeeeet e 17

R = o ] [0 1S3 1o PP 18
6. Traitements des 1eiShMAaNIOSES ........c.uuuiieiiiiee e 19
6.1. LeS MEAICAMENTS ....oeiiiiieieie et e e e e e e e e e e eeeess e e reeeeees 19
6.2. LA VACCINALION ....eeiiiiiiiiiiiiiiie s e ettt s e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeneeeeeeeesssnnnnns 20
7. Prévention et prophylaxi............ooiiceeeiiiiiee e e 20
7.1. Action au niveau de FHOMME ... 21

7.2. ACtion @u NIVEAU AU FESEIVOIN .......cieccceeee e e e re e e e e e e e e seennnnes 21

7.3. La lutte CONLIe 1€ VECIEUN ........ceeiieeeeeee et e e 21
O g F- T4 01 o] To | [0 1S 23
I = {1 01 1o o RPN 23
2. MIlIEUX @ CUIUIE ... e e eeeeees 23
T O 1= 1] o= [0 [ O 26
4. LeS gENIES ELUMIES .....ccoiiiiiiiiiiteeeeeees ittt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s s s s mnnnnreeaeeaeaeaeaeas 26
A1 ASPENGIHTUSTIAVUS ... 62

4.2 ASPENHTUS NEIGEN ...t e e e e e e 7.2



Sommaire

72 RC RO =0 (01 oo 11 0 0 H TP 28
0170 o1 SR 28
4.5 PeNICHTTUM S ettt e e e e e e e e e e 29
4.6. Candida albiCans............ooo i 30
A. 7. MICIOSPOI UM CANIS...ceeeeeieitttnitiaaaaeaeeeeeeeeeeeeeeesssnnanneeessssssssnnaaaaaaaeaeaaeeaeeeeessssnnes 30
4.8. Trichophyton mentagropiyte ..........coooiiiiiiiiiii e 31
5. Interaction champignONS-NOLES ..........ooiiiiiiiiiiiiiiir e 31

Chapitre Il : Matériels et méthodes

I Y/ o L= 0 L= = (U o = SRR 33
A o 1= oo (o3 =] a 1=TU I = (o = R PPURUSRS 33
I Y = 1= 1] U U T PPPPPRPT 33
3.1. MatérielS DIOIOQIQUES .....cceviiieeei s cceeeeiiiiiteee ettt e e e e e e e e e e e e e ee e e e e e e e e e e e e s e e s e nnnnnes 33
3.1.1. La souche du parasite ULIISEE..... . eeeeerrrrmmmniiiiieeeeeeeeeeeseeeesereeenneeeesnrnnnnnans 33
3.1.2. Les especes foNgiquES ULIISEES ....cceeeeeeriiiiiei e e e e e e e 33
3.2. Matériels NON DIOIOGIQUES .......cooeiiiiiiee ettt e e e e e e e e e e e e 35
3.2.1. Réactifs et produits ChIMIQUES ... 35
3.2.2. Appareillage €1 VEITEIIE ... ... i ieeeeee ettt e e e e e e e e e e e ae e e e e e e e e e e eeeeeaeeannnes 35
3.2.3. Consommable et autreS ProduItS .........eeceeiieeeeeeeiriieeeee e errree s e e e e e e 35
4. DEroulement de ELUAE .........ooeuiiii et 36
5. IMEBLNOAES ...ttt e e e e et e e e e e ann e e e e e e 36
5.1. Examen parasitologique AIF€CT.........ccueeeeuiiiii i e e e e e 36
5.2, LA CUIUIE ...ttt e e e e e e e e e e e e e s e e e s 37
5.2.1. CUUIE A€ PAr@SITE ......uuuueueunimmmmmmm e e e e e e ettt eeea e e e e e e e e e e e e e aeeeeeeesssennnnas 37
5.2.1.1. PONCHON AU T8PIN ..ottt e e e e e e e e 37

5.2.1.2. Préparation du MilieU CCS...... ..o e e e e e e e e 40



Sommaire

5.2.1.3. Préparation de [a géloSe NNN ... e e ee e e eee e 41
5.2.1.4. Préparation des milieuUX NNN ... 41
5.2.1.5. Préparation de M'UriNg STEIIlE .....cceeeeiriiiiiiiiiiieiee e 41
5.2.2. Culture des ChamPigNONS .........uuummmmmme e eeeeeeeeeeeeeieeata s s e e e e e e eeeeaaeeaaeaaaeeeeeennnnnes 42
5.2.2.1. Préparation du milieu SabOUraud ... ..eeeeeiiiniiieeeeeeeeieeeeceeeeeeeee s 42
5.2.2.2. Coloration au DIEU COLON ...........commmmeeeeeeeiiiiiiiieeeee e e 42
5.2.3. ENSEMENCEMENTS .....uiiiiiiiiii ittt e e ea e e e e e e e e e e e e e e e e e e enenrannees 44
5.2.3.1. ENsemencemMent AU PArASILE .......cccccceeeeerrerrrrrmmmnnniiaaaeeeeeeeesseeeeeeeennreeeeeennnnnnnnnns 44
5.2.3.2. Culture des ChamPIgNONS .......... oo eeeeeeeeeeereeeeeeemnrnnnnn e aaeeeaaaaeeaaeaaeaseeeees 44
5.2.3.3. Ensemencements de la culture mixte fomgmIasitaire ............cccceeeeeeevvviiininnnns 44
S S =T o (U =PRSS PPPPPPRPPTPPPPT 45

Chapitre Il : Résultats et discussion

1. Résultats de I'effet de la culture mixte sur laigsance de parasiteishmania sur milieu

NN N Lo 47
1.1. Résultats du 1er essai : 1€ 13.03. 200 7. oo 47
1.2. Résultats du 2eme essai : 1€ 20.03.20L7 . eceneneeeeee e 49
1.3. Résultats du 3eme €ssai : 1€ 20.03.2007 .. cee e 52
2 B LYol U 13T o] o O PRTT 54
CONCIUSION BT PEISPECTIIVES ...ttt e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e et e beennneesessbbnn e e e eeeas 56

Références bibliographiques

Annexes



| ntr oduction



I ntroduction

Les leishmanioses sont des parasitoses du sys&tinela-endothélial dont I'agent
pathogéne est un protozoaire flagellé du géershmania. Il s’agit d’'une antroponose ou une
antropzoonose transmise par un moucheron hématephagst le phlébotome. Ces maladies
incluent des formes viscérales (LV), des formesunées localisées (LCL), cutanées diffuses
(LCD) et des formes cutanéo-muqueuses (LCM). Ceittétiplication de tableau clinique
résulte a la fois d’'un large éventail d’espécedecta variation de la réponse immunitaire de
I'héte infecté (ANOFEL, 2014).

Les leishmanioses sont endémiques dans les zapesales et subtropicales de 98
pays et quatre continents : Afrique du nord et |'@snérique centrale et du sud, Asie du sud
et Europe du sud. Au total, 350 millions de pergsnsont exposées au risque de la maladie
dont 12 millions sont atteints et 1.5 a 2 milliatesnouveaux cas sont déclarés chaque année
(Aubry et Gauzere, 2016).

Les leishmanioses se révélent aujourd’hui beauqoup répondues qu’on ne le
croyait. L'Algérie compte parmi les pays les plaadhés dans le monde (Moumni, 2015).

Les micromyceétes sont des champignons microsaepiqui regroupent les levures et
les champignons filamenteux (moisissures). Ce e microorganismes eucaryotes
caractérisés par la présence d'une membrane mecléhi de mitochondries. Ils sont
ubiquitaires et tres répandus dans la nature, nmo@m au niveau des végétaux en

décomposition (Lecellier, 2013).

La liste des nouveaux champignons émergeant €ecite ne cesse de s’augmenter.
Beaucoup d’especes, en particulier les moisississges du sol, de I'air ou des plantes et
jadis inconnues de biologiste, ou qualifiés de rt@minants de laboratoire », sont réellement

impliquées dans un processus pathologique (Chaleéalse2002).

Ces champignons sont hétérotrophes, incapablssuier la photosynthese. Une
source de carbone organique est donc nécessaigr adveloppement. Par conséquent, ils
sont totalement dépendants d'autres étres vivaptsur leur fourniture en nutriments
(glucides et hydrates de carbone) (Oliviealet1991).

Cette incomplétude a poussé ces microorganisraeabér des interactions avec leurs

hotes allant du saprophyte au parasitisme, papsaitis par le commensalisme.



I ntroduction

A ce jour, la contamination fongique dans destatoires de recherche est considérée

comme un échec ; mais par curiosité scientifiquea opté a prendre cet échec pour un début
d’'une nouvelle étude.

L'objectif de la présente étude est la recherckel'dffet d’'une culture mixte :

champignon-parasiteeishmania sur la croissance de ce dernier.

Est-ce que le champignon a un effet inhibiteur, par contre favorise le
développement deeishmania ? C’est ce qu’on va voir dans nos résultats.
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Chapitre | Rappel bibliographia

|. Leishmania et leishmaniose
1. Historique

Les leishmanioses font partie des premiéeres fasas a avoir été décrites, du moins
dans leur forme cutanée. Déja des la plus hautquétét au troisieme millénaire avant J.C
des statuettes présentaient des lésions caractéeistde la face. Al Bokhari, médecin
Ouzbek, décrivit au X" siécle, cette affection cutanée et Avicenne ittt & une piglre
de moustique. La premiére description clinique noeest celle de Mc Naught en 1982 puis
en 1985 Cunningham découvrit le parasite dans aleyement du bouton d’Orient (Jarry,
1999).

Le parasite fut nommiéeishmania donovarpar Sir Ronald Ross en leur honneur et la
forme amastigote du parasite est communément appadéps de Leishman-Donovan
(Forget, 2004).

La premiére culture fut obtenue par Nicolle en 19D8ompare les organismes de la
peau décrits par Wright avec ceux de la rate démtaren 1903 par Leishman et Donovan et
conclue qu’ils sont presque identiques du pointuEemorphologique (Forget, 2004).

En 1921, les frere Sergent et leurs collaboratétablissent le réle de vecteurs des
phlébotomes en réussissant la transmission du tetallOrient » par application de broyats
de ces insectes sur les scarifications cutanéess Matransmission par la piqure ne fut
prouvée qu’'en 1941 par Adler et Ber. Knowles, eB4l¥établit pour le kala-azar, Parrot et
Donatien le font pour la leishmaniose canine erD1®&azlet, 2004).

En Algérie, le premier cas de leishmaniose cutaplé « clou de Biskra » a été
décrit par Hamel en 1860 a Biskra, alors que lenmecas de leishmaniose viscérale a été
décrit en 1911 par Lemaire en Kabylie.

En 1990, Rioux eal, présentent une nouvelle classification desshmaniabasée sur
les caractéeres biochimiques et le profil iso-enzymui@ des souches des différents complexes.

En 2002, Papierok eal ainsi que Hugnet eal, démontrent que I'administration
d’antigenes d’excrétion-sécrétion de promastigdieeVet Institut de recherche pour le
développement et laboratoire Bio Véto Test) induié réaction immunitaire de type Thl a
'encontre des Leishmanies amastigotes intramaagpgbes. En 2011, le groupe VIBRAC
commercialise en France ce méme vaccin sous ledeo@anileish (Mouloua ei., 2014).
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2. Epidémiologie

Les leishmanioses sont des parasitoses dues a atozgaire flagellé du genre
Leishmaniatransmis par la piqdre infectante d’'un petit maroh : le phlébotome femelle
(Samba eal., 2013).

Il existe pas moins d’'une vingtaine d’espéeces mghes pour ’lHomme, chez lequel
elles déterminent des tableaux cliniques variéermé cutanée, cutanéo-muqueuse et
viscérale (Dedet, 1998). Cette derniere, est Ia ghave puisqu’elle peut étre mortelle sans

prise en charge adéquate (OMS, 2010).

2.1. Le parasite

Les Leishmaniasont des protozoaires flagellés, parasites dibéddres a deux hotes
obligatoires : le diptere hématophage et un mammifelandman, 2001). lls présentent au
cours de leur cycle évolutif deux stades succeskifincts : le stade promastigote dans le
tube digestif du phlébotome et le stade amastigutacellulaire chez I'héte vertébré dont
’lhomme (Dedet, 2009).

2.1.1. Classification

La classification du gendeeishmaniad’apres LEVINE etl. (1980), est la suivante :

Régne Protista (Haeckel, 1866).

Sous-regne Protozoa (Golfuss, 1817 et enend Sieba8).

Phylum Sarcomastigophora (Honigberg et Balariiib3).
Sous-phylum Mastigophora (Diesting, 1866).

Classe Zoomastigophora (Calkins, 1999).

Ordre Kinetoplastida (Honigberg, 1963 et enendgiiman, 1976).
Sous-ordre Trypanosomatina (Kent, 1880).

Famille Trypanosomatidae (Dofleinenend ; Grobd&95).

Genre LeishmaniaRoss, 1903).

4
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Bien qu’il n’y ait qu'un genre appelé Leishmanday, différencie deux sous-genres;
Leishmania et Viannia selon que le parasite se développe dans la pegitrale ou

postérieure de I'intestin du vecteur respectiveni®amake, 2006).

2.1.2. Morphologie deLeishmania
2.1.2.1. La cellule d&_eishmania

Les Leishmaniasont des eucaryotes unicellulaires pourvus d'ugamite spécifiqgue
aux Kinétoplastidés, le kinétoplaste, situé en tpsiantérieure. Il contient deux types de
molécules d’ADN, les maxi-cercles et les mini-cescl La composition cellulaire des
Leishmaniainclue des organites plus classiques tels queolauw le flagelle et sa poche
flagellaire ou encore l'appareil de Golgi. La memi® plasmique est composée
principalement de glycolipides de haut poids mdeios, de glycoinisitol-phospholipides de

faible poids moléculaire et de protéines membrasgicConville et Blackwell, 1991).

flagelle

>oche du flagelle

kinétoplaste

=—H—mitochondrie

noyau

Figure 01: Représentation schématique de la celluleelshmaniandiquant les principaux

organites (Mallorie, 2004).

2.1.2.2. La forme parasitaire dd_eishmania

Les Leishmaniaont un cycle de vie dimorphique qui se manifesiessdeux formes :
non flagellée, intracellulaire dite amastigote cHeg hoétes vertébrés dont 'homme et
flagellée dite promastigote libre dans le tube slijedu phlébotome et dans le milieu de
culture (ANOFEL, 2005).
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* Les promastigotes

lIs sont des parasites extracellulaires, mobiles,treuvent dans le tube digestif du
phlébotome. lls sont fusiformes, mesurent envirbmfcrometres de longueur et de 1 a 4
micromeétres de largeur prolongés par un flageligpgut atteindre jusqu'a 20 micrométres de
longueur et qui émerge dans leur poéle antérieuruid,02009). Leurs noyaux sont

approximativement centraux, les Kinétoplastes siaréposition antérieure (Dedet, 2009).

F s j[.,"s . f, : ’
» * - - o' W

.. oyau g B
D % g, |
% ‘y inetoplaste

Figure 02: Leishmanies en culture, forme promastigote (MGG 1 000) (Anofel, 2014).

* Les amastigotes
Etymologiquement signifie sans flagelles.

lIs sont des parasites immobiles et intracelluiim@chent a l'intérieur du systeme des
phagocytes mononuclées des mammiferes. A ce demdeishmanies deviennent ovoides ou
sphériques, mesurent 2 a 3 micromeétres de diam@&agsake, 2006). Leurs noyaux occupent

un tiers du cytoplasme, les kinétoplastes son¢sitaut prés du noyau (Guillaume, 2009).

Figure 03: Formes amastigotes tleishmaniasur un frottis de moelle osseuse apres fixation
au méthanol et coloration au Giemsa (Gx 1 000) {&ln@005).

6



Chapitre | Rappel bibliographia

2.1.3. Génome et reproduction

Les Leishmaniase multiplient par division binaire dans les deludu systeme des
phagocytes mononuclées (SPM) ou elles inhibentotection phagocytaire du complexe

lysosomes-phagosomes ainsi que I'activité péroxgdaset cytokinique (Moulinier, 2003).

Leishmania comme tous les kinétoplastidés posséde deux g&ndian nucléaire et

I'autre kinétoplastique (Dedet, 2009).

2.1.3.1. Génome nucléaire

Sa taille est d’environ 35 méga bases. Il est lidplet composé de 36 chromosomes
(Wincker etal., 1996). Il est caractérisé par sa grande dedsgé&énes qui est de 1 géne pour
3,5 kilo bases. Il ne possede pas d’introns etgeses s’organisent en grandes unités
polycistroniques. Il est riche en G/C avec une priopn de 60 % (Alvarez l., 1994) et

contient peu de séquences répétées (Ouelledte 2003).

Grace aux travaux de séquencage, le génome ddsriaig@ est de mieux en mieux
connu. Le projet de séquencage ldgshmaniaa pris forme lors d’'une réunion a Rio de
Janeiro en 1994. De cette réunion est néeishmaniaGénome Network, un consortium de
laboratoires impliqués dans la cartographie, leusggage et I'annotation des géenomes
(Ouellette etl., 2003).

2.1.3.2. Génome kinétoplastique

Il est constitué de deux types d’ADN circulairdes maxi-cercles et les mini-cercles

entrelacés dans un réseau compact (Simpsain é087).

Les maxi-cercles, équivalent de ’'ADN mitochondrikds eucaryotes supérieurs, sont
en nombre de 10 a 30 identiques, d’une taille da 20 kilo bases, codent pour les protéines
de la chaine de transport des électrons, 'TARNstmoal et '’ARN guide qui intervient dans
un processus de modification post transcriptioneliginal de 'ARN messager appelé :
ARN-editing (Ravel eal., 1998).
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Les mini-cercles sont en nombre de 1000 a 10 O@btetine taille inférieure a 1 kilo
base. lls codent pour 'ARN guide qui intervienhdde processus de modification de 'ARN
transcrit des génes des maxi-cercles par inseotiiodélétion d’'uridine (Ravel etl., 1998).
Ces mini-cercles contrairement aux maxi-cercleg gariables d’'une espece a une autre et a

I'intérieur méme d’'une méme espéece (Stuart, 1991).

2.2. Le vecteur

Le phlébotome est un insecte, diptére, nématoceta thmille des Psychodidae et de
la sous famille des Phlebotominae qui regrouperen\800 especes largement réparties dans
les régions tropicales et tempérées. Deux genresiswligués dans la transmission des
leishmanioses : le gentehlebotomusdans I'’Ancien Monde et le genteutzomyadans le
Nouveau Monde (lzri &dl., 2006).

Figure 04 : Phlébotomes deutzomyaa gauche) éPhlebotomuga droite) (Wilson et Ray,
2010).

2.2.1 Morphologie

Le phlébotome est un moucheron appelé encore maleshsables. Il mesure de 1,5 a
3 mm. Sa téte fait avec I'axe de son corps un aagld5° lui donnant un aspect trapu. Il est
velu, de couleur jaunatre. Il possede de longudsgdaSes ailes sont lancéolées, dressées en
V au repos (Dolmatova et Demina, 1971). Seule taefle est hématophage et assure la
transmission de la leishmaniose (Dedet, 2001).
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Ses ceufs sont fusiformes de 0,35 a 0,40 mm de éomgde couleur blanchéatre a
jaunatre puis deviennent brunatre quelques heyess da ponte (Dolmatova et Demina,
1971).

Figure 05 Phlébotome femelle gorgé de sang (Dedet, 2001).

Ses larves sont vermiformes, longues de 0,5 a 4etnamt un corps a 12 segments

dont le dernier porte deux paires de soies cautlatgsies (Dolmatova et Demina, 1971).

2.2.2. Taxonomie

Position systématique selon Dolmatova et Demin@X)1L9

Regne Animalia
Embranchement Arthropoda
Sous-embranchement Hexapoda

Classe Insecta

Sous-Classe Pterygota

Super-Ordre Endopterygota

Ordre Diptera

Famille Psychodidae
Sous-Famille Phlebotominae

Genre PhlebotomugLoew, 1845)

9
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Selon Bitam (2010) plus de 24 espéces de phlémst@ont répertoriées en Algérie,
quatre d’entre elles sont impliguées dans la trisgon de cette parasitosBhlebotomus
perniciosus, Phlébotomus perfiliewi, Phlebotomungylouspiset Phlebotomus papatasi

2.2.3. Biologie
Les phlébotomes présentent un cycle de vie hokmé& qui comprend

obligatoirement I'ceuf, quatre stades larvaires, nymaphe et I'imago. Les phlébotomes ont
une activité essentiellement nocturne et crépuseulaais trés sensibles aux courants d’air,
ils ne sortent que lorsque la soirée est calmeamula journée, ils se cachent dans les
endroits obscurs et abrités. Dans les régionsdatgs ils sont actifs toute 'année, alors que
dans les régions tempérées, ils disparaissenefhia pérennité de I'espéce étant assurée par
les larves hibernantes de stade IV. Leur dengitg,période et leur disparition varient suivant
l'altitude, la saison et I'espéce (Abonnenc, 1972).

Seules les femelles sont hématophages. Apres uas repnguin suffisant, elles
déposent des ceufs isolément ou par petits grogreslés gites ou se développent les larves.
Le nombre d'ceufs pondus est assez variable et ¢iepaisser la centaine. La piglre est
douloureuse car ces insectes dilacérent les tégeragac leurs piéces buccales pour aspirer
le sang (Ripert, 1996).

2.3. Hotes réservoirs
Les réservoirs naturels ddsishmaniasont des mammiferes domestiques ou
sauvages, chez lesquels le parasite colonise l#alese du systéme des phagocytes
mononuclées. Les mammiféres réservoirs appartiermelivers ordres, selon les espéces de
Leishmania: carnivores, rongeurs, marsupiaux, édentés, pegnau périssodactyles. Dans
certains cas, 'homme est I'unique réservoir dwapiae (Dedet, 2009).
On peut qualifier les leishmanioses d’anthroponosede zoonoses selon que
’lhumain soit I'hote direct ou I'hdte accidentel gharasite. En effet, certains vecteurs sont

attirés par I’humain alors que la majorité a pluéstdance a infecter d’autres mammiféres.

Ceux-ci varient selon I'habitat. Les réservoirégants dans le Nouveau Monde sont
entre autres les paresseux, les lapins, les pnatées chauves-souris (Pintoagt 2001).
Dans I’Ancien Monde, ce sont surtout les petitgyeans et les chiens (Handman, 2001).

En Algérie les leishmanioses sont zoonotiquesi &8 réservoirs sont présentés par

les rongeurs et les chiens (Bachi, 2006).

10
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2.4. Cycle du parasite et transmission
2.4.1. Transmission

La piqdre infectante du phlébotome représenté ddarhabituel de contamination.
Des cas exceptionnels de transmission transplacemtapar la transfusion sanguine ont été
rapportés dans la littérature. La transmissionéaliange de seringue usagee est responsable
de l'atteinte élevée des toxicomanes intraveinauxaurs de la co-infection leishmaniose/

Sida dans le sud de I'Europe (Alvar et Jimenez4199

2.4.2. Cycle évolutif

Le parasitd_eishmaniaa un cycle de vie dimorphique qui nécessite deited; le
diptere hématophage et un mammifere (Handman, 2001)

Lors de son repas sanguin, une femelle phléboinfeetée peut injecter entre 10 a
100 parasites dans le derme de I'héte vertébrééSetcKamhawi, 2001a). Les promastigotes
de Leishmaniasont introduits dans les capillaires sanguins lpapiqlre du vecteur. A
l'intérieur, ils pénétrent le macrophage par phatuse. Les parasites sont enfermés dans une
vacuole parasitophore et soumis a une série digtage la part du systeme de défense du
macrophage pour I'éliminer, ceci inclut la libéaati d’oxyde nitrique et des hydrolases
lysosomales. Le parasite se protege de ces attatjussus la forme d’amastigote, se produit
a l'intérieur du macrophage jusqu'a la mort de iegluce qui libére les parasites qui vont
pouvoir infecter d’autres macrophages (Alvar, 2001)

Cependant, la femelle phlébotome peut aussi ingiee parasites présents dans le
derme du vertébré en aspirant des macrophagestésfat ainsi se contaminer. Ces
macrophages vont étre lysés dans le tractus digkestiecteur et les amastigotes libérés vont
ainsi pouvoir se transformer en promastigotes disidn. Ces derniers vont se multiplier par
scissiparité et sous l'influence du pH qui s’adaipeu a peu lorsque le parasite remonte le
tractus digestif, les formes de division vont ariva maturation et réaliser leur

métacyclogenése, c'est-a-dire devenir infectieBaeks et Kamhawi, 2001).

11
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Figure 06 : Cycle évolutif dd_eishmaniaAlvar, 2001).

3. Répartition géographique

* Les leishmanioses dans le monde

Les leishmanioses sont présentes dans les zomesates et subtropicales de 98 pays,
dont 72 pays en développement exposant 350 milldmgersonnes (Aubry et Gauzere,
2016). Les deux grandes situations géographiques|'#ocien Monde (Sud de I'Europe,
Afrique, Proche-Orient et Asie) et le Nouveau Mon@enérique de Nord, du Sud et
Centrale). Les différentes manifestations clinigsest observées dans les deux mondes mais
elles ne sont pas causées par les mémes espetessidmania Par contre, le sous genre

Vianniane se retrouve qu’en Amérique (Handman, 2001).

12



Chapitre | Rappel bibliographia

Tableau | : Distribution géographique des différentes espéeedseishmania (Handman,

2001).
Espece Distribution géographique
Leishmaniose cutanée
L. aethiopica Ethiopie, Kenya.
L. major Afrique, Moyen-Orient, Asie soviétique.
L. Mexicana Ameérique centrale et du sud.
L. tropica Europe, Asie et Afrique du Nord.
Leishmaniose cutaneo-muqueuse
L. braziliensis Ameérique centrale et du sud.
L. peruviana Ameérique du sud.
Leishmaniose viscérale
L. chagasi Amérique du sud.
L. donovani Afrique et Asie.
L. infantum Bassin méditerranéen.

La prévalence mondiale est estimée a 12 millionsa$e L'incidence des leishmanioses
est en augmentation dans le monde. On enregidite B et 2 millions de nouveaux cas de
leishmaniose chaque année dans le monde et enddd@00 déces, ceux-ci dus a la
leishmaniose viscérale. Six pays recensent 90 %cdssle leishmaniose viscérale : Inde,
Bangladesh, Népal, Soudan, Soudan du sud et Bégsile situation alarmante résulte de
laugmentation de la transmission vectorielle eturpda leishmaniose viscérale de
'augmentation du réservoir humain lié a I'infectia VIH/Sida (Aubry et Gauzere, 2016).

Dans le bassin méditerranéen occidental, le noadiEas humains, autrefois relativement
faible, s’est accru au cours de la derniere déeer@ette augmentation est essentiellement
liée a deux facteurs :

- L'immunodépression acquise a la suite de linfectmar le VIH ou induite par des
thérapeutiques diverses dans les cas de trangpantiorganes ou de traitements
corticoides au long cours ;

— L’accroissement récent de la population canine,sslaudépendance de facteurs

socioculturels (Mouloua, 2014).

13
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Figure 07 : Répartition mondiale des zones d’endémies ddsneigioses cutanées,

Cutanéo-muqueuse et viscérales (Benyahia, 2009).

* Les leishmanioses en Algérie
L’Algérie compte parmi les pays les plus touchéssda monde, selon le Ministere de

la santé, un totale de 7784 cas de leishmaniosé déélaré en 2008 (Ramli, 2013). A cété
des anciens foyers, Tizi-Ouzou, Boumerdés, Médeastantine, Jijel, de nouveaux foyers
sont apparus ; a I'Est, Annaba et Collo ; au cetdrdlitidja, la Chiffa et Chlef et a I'Ouest,

Tlemcen et Oran. L'existence de leishmaniose cadares la région de Tlemcen rend cette

ville de I'Ouest un territoire potentiel pour cetbeme viscérale (Moumni, 2015).

Cas de Leishmaniose viscérale de 2000 a 2004 (Total= 715 )
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Figure 08 : Cas de leishmanioses viscérales en Algérie anr#¥x22004 (Rezalleh, 2008).
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Cas de Leishmaniose Cutanée de 2000 a 2004 (Total = 45521)
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Figure 09 : Cas de leishmanioses cutanées en Algérie de 22004 (Rezalleh, 2008).

4. Expression clinique de la leishmaniose

Les leishmanioses représentent un groupe de realdtixpression cliniques variées
ayant des caractéristiques symptomatologiques carasufievre, abdomen volumineux,
apathie généralisée, maux de téte et vertigese mkrtpoids, transpiration abondantes et
diarrhée (Jebbour, 2013).

4.1. La leishmaniose cutanée (LC)

Selon l'origine géographique on distingue dansnti®n Monde la leishmaniose
cutanée zoonotique dud_aishmania majoavec des rongeurs sauvages comme réservoirs et
la leishmaniose cutanée anthroponotique dueishmania tropicaDans le Nouveau Monde,
les LC sont principalement dues a des especes g& ldistribution sud-américainlL.(
amazonensigt L. guyanensisou a des espéces limitées a ’Amérique centtalengxicana

etL. panamensjs(Marty et Rosenthal, 2002).
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Figure 10 : Lésions de leishmaniose cutanée (David et Cra@9p

4.1.1. La leishmaniose cutanée localisée (LCL)

C’est le classique bouton d’orient, clou de Bisktabouton de Gafsa causé par
major, a pour réservoir de parasites des rageurs sas\gtgévolue spontanément vers la
guérison en 2 a 4 mois, alors duetropica donne des formes uniquement anthroponotiques
(réservoir humain) évoluant lentement (Aubry et Zaa, 2016).

Toutes les espéces anthropophilegeishmanigpeuvent étre responsables de LC, y
compris les espéces habituellement viscérotropesnad.. infantum qui peut provoquer un
grand nombre d’ulcérations dermiques jusqu'a 20 dartains cas sur les parties exposées
du corps (visage et bras), ce qui entraine un gnanelicap et laisse au malade des cicatrices
indélébiles (Mallorie, 2004).

4.1.2. La leishmaniose cutanée diffuse (LCD)

Cette forme produit des lésions cutanées étendwehilaires, non ulcérées,
anergiques, pseudolépromateuses et particulierediffitiles a traiter. Cette forme de la
maladie est attribuée aux espékceaethiopicaetL. amazoneusi@Bachi, 2006).

4.2. Leishmaniose cutanéo-muqueuse (LCM)
Limitée geéographiguement au continent Sud-Améridmé.CM, appelée Espundia,
est due aux espéces appartenant au complexazilieusis(Mihoubi etal., 2006). C’est une

atteinte cutanée initiale classique, puis 1 a 49 pins tard, apparaissent des métastases
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muqueuses de la sphére ORL (nez, bouche), enttaimanperforation de la cloison nasale
(Sacks et Kamhaoui, 2001).

Un a trois pour cent des patients ayant contractell feront une LCM (Aubry et Gauzere,
2016).

Figure 11 : Cas clinique de laleishmaniose, a gauche : LCDtéllas, 2007), a droite : LCM
(Dedet, 2009).

4.3. Leishmaniose viscérale (LV)

Appelée également Kala-azar, pour la forme indetest la forme la plus grave de
la maladie, avec une mortalité de presque 100 ¥alesence de traitement.

La LV se caractérise par des poussées de fieweguiiere, une perte de pois
importante, une hépato-splénomégalie (gonflementadate et du foie) et de I'anémie. Il
existe deux formes cliniques de leishmaniose vadeérla LV infantile et la LV de l'adulte,
I'agent causal étart. infantum(Ramli, 2013).

Il existe d’autres agents causals de la LV, d’ésit immunodépressif, en particulier
la corticothérapie au long cours et les transptamta d’organes (foie, rein) favorisent le
développement de la LV (Aubry, 2012).
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Figure 12 : Aspect clinique d’un enfant atteint de la LV (Aabf2014).

5. Diagnostic

Le vaste spectre clinique de la leishmaniose aestdamené les chercheurs a trouver
plusieurs facons de l'identifier et de la différaarcdes symptdémes provoqués par d’autres
maladies communes dans les zones endémiques disHananiose (la lépre, les cancers de
peau, la tuberculose et les mycoses cutanéesmédwdes utilisées pour le diagnostic de la
leishmaniose sont divisées en méthodes d’isoleneénen méthodes immunologiques
(Piscopo et Azzopardi, 2007).

La détection au microscope est la méthode haletaeht utilisée pour le diagnostic
des deux types de leishmaniose (LC et LV) ; le qiggatant sous la forme amastigotes dans
des prélévements des macrophages sur frottis (@nos#leuse, rate et |ésions cutanées). Les
frottis fixés au méthanol, sont colorés au Giemd@d@ubi etal., 2006). Une autre option
consiste en la culture de tissus dans un milieicighb€NNN) suivie d’'une inoculation
d’animaux comme les hamsters (Cabanillas, 2001).

L’ADN de Leishmaniapeut étre aussi détecté par PCR au sein de I'éitbara
analyser, cette technique permet I'amplificatiorvitito des séquences d’ADN définies. En
qguelques heures, on peut obtenir jusqu'a un miltlen copies d'une séquence d’ADN
spécifiqgue (Frahtia-Bentamane, 2015). D’autresrigghes immunologiques (IFI, ELISA et
test d’agglutination) sont utilisées dans le diagicode la LV ; elles font appel a des
antigénes qui sont couramment préparés a partiiodegs promastigotes de culture d’espéce
deLeishmanigMihoubi etal., 2006).
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6. Traitement des leishmanioses
6.1. Les médicaments
* Antimonies pentavalents

Les dérivés pentavalents de I'antimoine (Glucaation antimoniate de meglumine
et Pentostam ou Stibogluconate de sodium) sorisadilen premiere intention contre la
leishmaniose, et ce depuis les années 1920. ilergea traiter la majorité des leishmanioses
humaines excepté la LCD. Il est a noter que lacttéxide ces dérivés est bien connue ainsi
gue les nombreux effets secondaires et la résestpacasitaire croissante a ces composeés.
Cette résistance développée paishmaniaenvers ces médicaments est de plus en plus
préoccupante (Sundar, 2001).

Le traitement aux antimoniés (par voie intramuaicel intraveineuse ou par voie
sous-cutanée) dure 20 jours pour une LC et un mois une LV. Dans les cas de non
réponse au traitement par antimoniés, la pentamieii’amphotéricine B prennent le relais
(Anofel, 2014).

* La pentamidine
Pour une leishmaniose cutanéo-muqueuse, la peatitemiest préférentiellemnt
utilisée, il s’agit d'une diamine aromatique comnialisée sous le nom de Pentacafinat
(Sundar etl., 1997a). Elle s’administre par voie parentéraleae I'injection. La pentamidine
peut induire des effets secondaires immédiatsyge @llergique ou local, surtout en cas de

perfusion rapide (Anofel, 2014).

* Amphotéricine B
Connue sous le nom de FungizBnest un antibiotique utilisé depuis les années
1950. De nos jours, elle est utilisée sous formestmiale (Ambisonf§beaucoup moins
toxiques, et en particulier dans le cas d’infetioésistantes aux antimoniés (Sundaalet
1997a).
Cependant, la pentamidine et 'amphotéricine Buwonto(t élevé et ne peuvent pas

étre utilisées en routine dans les pays pauvresfeAr2014).
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« La Miltéfosine®
Outre les dérivés classiques des antimoines, wveam meédicament est venu
redonner espoir aux malades (et aux chercheurgoe : la Miltéfosin& (Fischer, 2001 ;
Bhattacharya adl., 2004).
Ce médicament oral est commercialisé par Zen&BiBA Medica AG (Allemagne).
Son efficacité est estimée a 97 % de guérison wpatients indiens atteints de la LV
(Bhattacharya «l., 2004).

* Autres anti-Leishmania
D’autres molécules peuvent étre utilisées en cémeht telles : I'allopurinol, le
kétoconazole, I'itraconazol (Kuyucu at., 2001), la paromycine (Thakur at., 2000) et

l'imukin® (Falcoff etal., 1994).

6.2. La vaccination

La voie de la leishmanisation, inoculation de p#es vivants, est actuellement tres
etudiée. En effet les personnes atteintes d’'urghr@niose dans le passé, se retrouvent
immunisées contre de nouvelles infections. De amttesstatation est née I'idée que l'injection
de parasite vivants pouvait conduire au méme g@#s{@radoni, 2001).

Difféerentes formes d’inoculations ont donc étédétes : des parasites atténués, des
fractions purifiées de lysats parasitaires, destépres recombinantes et des peptides
synthétiques (Spitzer, 1999 ; Rafati, 2000) ou leilecore des vaccins d’ADN (Melby, 2000).

Mais a ce jour, aucun vaccin n’est commercialdg@tons que la recherche vaccinale
avance plus vite du c6té de la leishmaniose caritneeffet I'équipe de docteur Lemesre
(laboratoire pathogénie des Trypanosomatidae) teDI'de Montpellier aidentifié des
antigénes candidats (PSA : Promastigote Surfaceyéme) qui ont révelé une protection de
90 % contre la leishmaniose canine en région nréditéenne. Ce vaccin est au cour de

commercialisation et de publication (Holzmulleaét 2003 ; Lemesre, 2003).

7. Prévention et prophylaxie

Les leishmanioses sont considérées come l'unemddadies tropicales négligées.
Elles constituent I'une des maladies tropicalesligégs. Elles constituent l'une des
préoccupations majeure de 'OMS, au méme titre tpeSIDA, le paludisme et la
tuberculose ; c’est d’'ailleurs un des six programme lutte prioritaire pour 'OMS (Carré et
al., 2010).
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En 2010, 'OMS estime qu'il est possible de meétigchec les leishmanioses grace
a l'amélioration des moyens diagnostiques et thertigues ainsi que la lutte contre le
vecteur et les réservoirs (OMS, 2010).

La lutte contre les leishmanioses consiste a sgirles différents maillons de la

chaine de transmission afin de rompre le cyclewéfalu parasite (Rezkallah, 2009).

7.1. Action au niveau de 'Homme

Le renforcement du dépistage actif permet de ohéber les sujets atteints qui
doivent étre suivis et traités, de mieux ciblefutte dans les foyers humains et prévenir les
flambées épidémiologiques. L’amélioration des mayediagnostiques ainsi que la
disponibilité des médicaments est un axe de lluideprophylaxie individuelle repose sur
I'utilisation de moustiquaires imprégnées de pynéatiides de synthése, le port de vétements
recouvrant le maximum de la surface corporelléutilisation des produits répulsifs sur les
zones de peau découvertes. Chez les patients int@primés traités pour une LV, une
prophylaxie secondaire est recommandée pour degerechutes (Dedet, 2001 ; Carréakt
2010).

7.2. Action au niveau du réservoir

Le réservoir principal est le chien. Le traitemeéattous les chiens atteints ne semble
pas étre une stratégie efficace du fait des reshuéguentes et du risque de développement
de résistance de parasite par l'utilisation répélée molécules anti-leishmaniennes. Leur
abattage semble étre la seul solution. La préverd I'infection canine est lutte contre le
réservoir ; elle consiste a faire porter des Soalifzolliers imprégnés d’insecticides) aux

chiens vivant en zone d’endémie (Afroune, 2016).

7.3. La lutte contre le vecteur

Parmi les outils utilisés dans la lutte antiveleite, on trouve la pulvérisation a
l'intérieur et autour des habitations d’insectiddggyréthrinoides a effet rémanent (persistant)
et l'utilisation des moustiquaires imprégnés d'tigedes. Cette méthode est la plus efficace
contre le vecteur endophile. La pulvérisation &gdaechelle de DDT (Dichlorodiphényl-
Tricholoéthane), donne également de bons résultatitte contre les larves est plus difficile
en raison de leur caractéere terricole (Cariel.e2010).

L’éducation pour la santé en vue d’encouragerddigpation active du public a

mesures vivantes a 'éradication des phlébotomes & secteurs urbains (Safjanova, 1971).
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Les pays doivent étre incités a collaborer sur hese régionale ou sous-régionale,
aux études épidémiologiques et aux mesures de IDde protocoles types permettraient
'analyse comparative des données, I'échange @iffizsion des renseignements doivent étre
encouragés. Dans ce contexte, 'TOMS peut jouerd@ important en tant qu'organe de
coordination (Zahar, 1979).
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Il .Champignons
1. Définition

Les champignons appelés aussi mycétes, sont gasiemes eucaryotes uni ou
pluricellulaires, incluant des especes macrosc@simacromycetes) et d’autres
microscopiques (micromycetes) d’aspect filamentauievuriforme. Cosmopolites, ils sont

retrouvés partout dans la nature (Chabasak, &2002).

Les champignons ont un matériel génétique confamés din noyau au méme titre que
les plantes et les animaux. lls possedent touseuivicertains nombre de caractéristiques qui
en font un groupe a part : parois contenant dellalose et de la chitine, absence de
chlorophylle et de mobilité (Marie-Alix &t., 2002).

Une autre de leur caractéristique remarquablesastréproduction. Ils produisent en
effet un grand nombre de spore, ce qui leur assupuvoir de diffusion et de contamination
considérable. Ces spores sont issues de plusiadtslités de reproduction sexuée ou asexuée

qui seront la base de leur classification (Chabatale, 2002).

Leur principal approvisionnement en carbone essititué par de la matiére organique
préformée. lls sont donc totalement dépendantyé@gstaux ou animaux, vivants ou morts

pour leur fourniture en glucides ou hydrates deéaae (Olivier efl., 1991).
2. Milieux de culture

De tres nombreux milieux sont utilisables pourddwe des champignons, certains
sont trés spécifiques d'un groupe d'especes dsquarenettent la culture de trés nombreuses
especes.

L'aspect cultural des moisissures peut considéradiechanger d'un milieu a l'autre (ESIAB,
2017).
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Tableau Il : Les milieux de cultures utilisés en mycologigidigte Veron, 2016).

U

Milieux Principaux Intéréts
constituants
Milieu de Sabouraud (liquide) -peptone -Etude
Milieux -glucose morphologique de
d’enrichissement levures.
-Controles de
stérilité.
Gélose Sabouraud -peptone -Isolement des
pH=5-5.6 -glucose champignons
Milieu -agar pathogenes a partir
d’'isolement non de produits non
sélectif souillés par des
bactéries ou
champignons
saprophytes.
-Controles de
stérilité (produits
pharmaceutiques).
Gélose -Sabouraud Inhibition de la
Sabouraud+chloramphénicol(CMPICMP : ATB a plupart des
large spectre contaminants
bactériens.
Gélose Sabouraud +gentamicine -Sabouraud +| Inhibition des
Milieux gentamicine : bacilles a Gram-
d’isolement inhibition des résistants au CMP|
sélectifs bacilles & Gram -

résistants au
CMP.

Gélose Sabouraud+cycloheximi

(=actidione)

deSabouraud
Cycloheximide :

inhibe les

Isolement sélectif

des dermatophytes

(et
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champignons
saprophytes.

autres.champignon

pathogenes).

Milieu DTM (Dermatophytes Test-Peptone

Medium) de Taplin

-Glucose
-Cycloheximide
-Chloramphénicol

-Rouge de phénol

Tous les
dermatophytes fonti
virer au rouge

violacé le milieu

Taplin (mais aussi

-Agar d’autres
moisissures).
chromID Candida/SGC Substrat Isolement des
chromogene levures et

d’hexosaminidase
Gentamicine e

chloramphénicol

/ moisissure et
[ identification de
C.albicans.

Milieux

d’identification

PCB (Pomme de terre, Carot

Bile)

tePomme de terre

-Carotte

-Bile (agent
tensio-actif :
favorise la
formation de

pseudo-mycélium

Milieu pauvre pout
la mise en évidenc
de:
-pseudomycélium
-blastospores
-chlamydospores
(identification  de
C.albicans).

Milieux

d’identification

RAT (Riz, Agar, Tween)

-Riz
-Tween (agen
tensio-actif)

-Agar

I[dem PCB.

Milieu pour blastése

Identification de
C.albicans

Milieu PDA (Pomme de terre

Dextrose, Agar)

2 -Pomme de terre
-Dextrose

-Agar

Culture et
numération des
levures et

moisissures.
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Milieu de Czapek -saccharose Identification des
-Sels Aspergillus.
-Agar
Milieu peptoné a 3% (Sabouraud Différencier
conservation) M.persicolor
(colonies

Rose-lilas), de
T.mentagrophytes
(colonies
Blanc-créme).

3. Classification

La classification de Hawksworth, Sutton et Ainstio(1970) modifiée par Kwon

Chung et Bennett (1992), puis par de Hoog (19%)leeplus utilisée actuellement.

On différencie quatre divisions selon les modslitle la reproduction sexuée : les
Mastigomycotina, les Zygomycotina, les Ascomycotetales Basidiomycotina. En outre,
lorsque la reproduction sexuée n’est pas connudiyision est appelée Deuteromycotina ou
Fungi imperfecti (Chabasse el., 2002).

4.Les genres étudiés
4.1. Aspergillusflavus
» Caracteres culturaux

-Recto : colonies duveteusesudpeuses, d’abord blanches, puis jaunes, puis vert

jaune.
-Verso : incolore, rosé ou brunge foncé.
-Croissance rapide (2 a 3 jours).

-Optimum thermique : 37C° (Chaleastal.,2002).

26



Chapitre | Rappel bibliographia

* Morphologie microscopique

-Conidiophore : long, 1 mm et pa&fjusqu’a 2.5 mm, hyalin, verruqueux avec des

aspérités.

-Vésicules : sphérique, 25 a 45 pm.

-Phialide : directement inséréadawésicule et portées par des métules.
-Conidies : globuleuse a subglobséss, vert pale, échenillées, 3.5 a 4.5 um.

-Téte aspirgillaire : unisériée bigériée, 300 a 400 um de long, radiée, puis se

devisant en plusieurs colonnes sporales mal indalisées.
- Pas de reproduction sexuée cof@habasse &il.,2002).
4.2. Aspergillus neiger
» Caractéres culturaux
-Recto : colonies d’abord blanches, puis jauakeenfin granuleuses noires.
-Verso : incolore a jaune pale.
-Croissance rapide (2 a 3 jours).

-Optimum thermique : 25 a 30 C, mais il peut ceojtrsqu’a la température de 47 a
48C° (Osmani, 2007).

* Morphologie microscopique

-Conidiophore : lisse, hyalin ou brunatre dans siiensupérieure, trés long (1.5 a 3

mm).
-Vésicule : supérieure de 40 um de diamétre, psePhialide.

-Phialide : disposés sur tout le pourtour de ldoubs et sont portés par une cellule
stérile (ou métule) directement insérée sur lacudsi

-Conidies : spores asexuées, unicellulaire, glalmdede 2 a 3 um de diametre,
produite par les phialides, noires ou brun foncéesEsont souvent disposées en

chaine et dispersées par le vent.
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-Téte aspirgillaire : globuleuse et radiée, noireaturité.

-Pas de reproduction sexuée connue (Quatresoust).201

4.3. Cladosporium
» Caractéres culturaux
-Leur croissance est lente @ modérément rapidemgaies milieux de mycologie.

-lls ne poussent généralement qu'a 20-25 C°, (nt@igaines especes sont
thermophiles).

-Les colonies ont une texture veloutée ou flocosreparfois poudreuse. La couleur
va du vert olive au brun noir tres foncé, et leersvest brun noir (Chabasseakt
2002).

* Morphologie microscopique

- Les hyphes septés et pigmentés. lls produisentatédiophores de longueur variable.
Les £ conidies formées a I'extrémité des conidiophoreg e grande taille, uni ou
pluricellulaire, les suivantes sont plus petitesicellulaires ; 'ensemble forme de
longues chaines acropétes, ramifiées réalisandidescules fragiles qui se dissocient
lors du montage.

- LesCladosporium sont largement retrouvés dans le sol et sur de reambvégétaux.
lls sont souvent isolés de I'air ambiant, et déaite ce sont de fréquents contaminants
de laboratoire (Chabasseagt 2002).

4.4. Rhizopus
» Caractéres culturaux
- Leur croissance est trés rapidexagnsive, ont une texture cotonneuse.
- Les colonies, blanches au dépad geviennent grises et foncées en vieillissant.

- L’optimum thermique est de 25 C°33UC® selon 'espéce.
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* Morphologie microscopique
- Filaments larges non ou peu septés.

-Stolons, rhizoides et sporocystophosont bien différenciés. Ces trois éléments

naissent d’'une méme origine ; le nceud.
-Les sporocystophores bruns som¢ssou disposés en bouquets de 2 a 6 éléments.

-Les sporocystes sont globuleux avex eolumelle globuleuse ou cylindrique et une
apophyse courte et anguleuse. Apres rupture decysie, la columelle s’affaisse

sur le sporocystophore (aspect en parapluie).
-Les spores sont ovoides.

-Des chlamydospores peuvent étre présentes, isal@eslisposées en chaines
(Chabasse etl, 2002).

4.5. Penicillium sp
» Caractéres culturaux
-Leur croissance est rapide, la colonie est hak#tment duveteuses, poudreuse,
de couleurs variable, le plus souvent verte, marfofs grise, jaune ou rose. Le
revers est incolore ou foncé. Un pigment diffusdqgis dans la gélose (Chabasse
etal., 2002).

* Morphologie microscopique
-Les hyphes : septés, hyalin, portent des conidiggsh simples ou ramifies,

parfois regroupés en buisson ou corémie.

-Les phialides sont disposées en verticilles atié&rité des conidiophores. Elles
sont insérées directement ou par I'intermédiairenééules sur les conidiophores.
Elles sont serrées les une contre les autres,efeble donne une image de
pinceau (ou pénicille).

-Les conidies : rondes a ovoides, hyalines ou pigées, lisse ou échinulées,

mesurant 2 a 4 um de diamétre.

-Présence de reproduction sexGéabasse &t., 2002).
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4 .6.Candida albicans

Candida albicans, le plus fréquent des champignons pathogenes, estespece
saprophyte des muqueuses humaines et animaless jegnaontrée dans la nature ou sur la
peau en dehors des contaminations fortuites. Elgigingue aisément par sa morphologie et
sa physiologie. En culture a 25 C°, elle forme wrtaélien ou un pseudomécylien portant des
blastoconidies de 3 a 4 um. Sur certains milieudkidmmPCB, milieu au Riz), ces filaments
donnent naissances a des chlamydospores chlamydesynterminales ou latérales,
sphériques a ovoides et a paroi épaisse mesuranl® pm. Les blastoconidies
albicans forment des tubes mycéliens si elles sont incuBéesieures dans un sérum humain

ou animal a la température de 37 C° (Larpenat.ef1990).

4.7. Microsporum canis

« Caractéres culturaux
La croissance de surface a été décrite comme diseete laineux, velue et soyeuse.
Typiquement, il présente un pigment jaunatre |&gda périphérie et la croissance
montre des rainures radiales étroitement espatée®vers est beige péle a jaunatre
(jaune-orange — dépendant des milieux) qui tene\genir brunatre a mesure qu'il
vieillit.

« Morphologie microscopique
Microsporum canis a des hyphes septiques qui produisent de nomlsreuse
macroconidies. Les macroconidies sont assez lon(ue25 x 35-110 pm) et sont
épais, murés avec une texture échinulée (ruguelss).extrémités se déversent
typiguement a une extrémité semblable a un boutanpgut étre quelque peu
recourbée a l'apex. Les macroconidies ont généeaiesix compartiments ou plus
lorsqu'ils sont matures et peu de macroconidiesoeme de massue peuvent étre
observés le long des hyphes. Les microconidiesoand de massue, a parois lisses,

sont rarement vues formant le long des hyphes (20di3).
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4.8. Trichophyton mentagrophyte

Caracteres culturaux

T.mentagrophyte présente une croissance modérément rapide et dainst les 6 a 10
jours. Les sources ont déja décrit des isolatsrapdiphile ayant une texture duveteuse
et poudreuse, alors que les zoophiles isolés étpias granulaires en apparence. Les
colonies peuvent varier en couleur du blanc au eréw jaunatre. Le revers peut

egalement varier du jaune au brun rougeatre acee| selon l'isolat et le milieu.

Morphologie microscopique

T. montagrophyte produit des hyphes septiques a partir desquelsdegliophores
ramifiés s'étendent. Les microconidies sessiles §uw la tige) sont produites dans des
grappes assez denses, de cépages, sur le conidispbes microconidies (~2 um a 4
pm) sont sphériques a pyriforme en forme. Les ntatridies (20-um a 6-8 pum) sont
en forme de cigare au Club et peuvent montrer uesaioe distorsion. Les
macroconidies ont un extérieur lisse et une pairocej ont habituellement entre 3 a 8
cellules divisant l'intérieur. Les macroconidiesiypent étre trouvées plus facilement
dans les cultures plus jeunes. La production dedmsmicro et macro peut varier
avec l'isolat. Les hyphes enroulés ou spiralés gmugtre présents et, dans certaines
souches, les structures décrites comme des coghdaire ou des chlamydospores

peuvent étre présentes (Yuri, 2013).

5. Interactions champignons-hotes

Les champignons, par tout présent établissent l@geespeces animales ou végétales

des interactions qui vont du saprophyte au pasas#i en passant parfois par le

commensalisme, ou encore participent a des phéresmgymbiotiques, traduction vrais

semblable de leur co-évolution avec les végétauxel'part, et les animaux d’autre part.
(Chabasse ., 2002).

Un substrat donné peut étre attaqué par plusieior®{organismes simultanément ou

successivement. Supposons qu’un champignon utilesgsceptible de dégrade et I'utiliser

une partie de substrat, il peut se trouver en c@itipn avec un autre organisme. Au dela de

la simple compétition pour la source de nourriteeste un véritable antagonisme ou 'un

des partenaires cherche a éliminer l'autre: il pdsspour cela le pouvoir de secréter des
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substances toxiques ou simplement l'adversaire ewg pesister aux substances rejetées
naturellement par le premier comme résultats densétabolisme (Cg alcool et phénol).
Ainsi les champignons tels que les basidiomycétesseomycetes produisent des ATB qui
leurs conferent un avantage écologique certairavigis des bactéries ou des champignons
compétiteurs. Les substances émises peuvent gigeiés méme pour I'espéce qui les produit
et qui ne présente vis- a-vis d’elle qu’un degrétaérance plus ou moins élevé (Delmas,
1989).

Finalement, la possibilité pour un champignon deriser un substrat dépend de sa
capacité saprophytique de compétition ; soit par taoix élevé de germination, rapidité de
germination, rapidité de croissance mycélienndisation rapide du substrat, production de

substance antibiotiques ou tolérance au ATB de 'advers@ielmas, 1998).
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Chapitre 1l Matériels et Méthode

1. Type de I'étude

Etude évaluative consiste en la recherche dest'éffine culture mixte ; fongique-

parasitaire sur la croissance du parasite.
2. Période et lieu d’étude

L’étude est prospective, menée du mois de Marsas dAvril 2017 et realisée au
niveau du laboratoire parasitologie-mycologie diatailté de médecine de l'université

Mouloud Mammeri Tizi-Ouzou.
3. Matériels
3.1. Matériels biologiques
Sang du lapin ;
Urine humaine.
3.1.1. La souche du parasite utilisée

Dans notre étude, nous avons utilisé la souchesjuisolée de la moelle osseuse d’un
patient atteint de leishmaniose viscérale hospéau CHU de Tizi Ouzou. Elle est identifiée
comme Leishmania infantumpar PCR RFLP a I'lPA d@ie. Elle porte le code suivant :
MHOM/DZ/2016/I'lPA 533/16.

3.1.2. Les espéces fongiques utilisées

Pour notre étude, on a opté a utiliser huit espxegques différentes (levures et

moisissures).

Le choix s’est fait au hasard en prenant un exeufiplee espéce de chaque classe :
Aspergillus flavus (A.f), Aspergillus neiger (A.n), Cladosporium (Cld), Rhizopus (Rzp),
Penicillium sp (P.sp), Candida albicans (C.a), Micrsporum canis(M.c), Trichophyton
montagrophyte (T.m).
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Ces especes ont éteé isolées au niveau du laberpsriasitologie-mycologie de CHU de

Tizi-Ouzou.
[ Champignon }
[ Pathogéenes ] [ Non pathogénes 1
[ Dermatophytes] [ Levuriformes] [ Moisissures ]
Exemple : Exemple : /\
-T.mentagrophyte. - C.albicans. { Colorées ] [ Non colorées]

-M .canis. l

[ Dématis ] [ Hyalomycetes ]

Exemple Exemple :

Cladosporium. -Penicillium.
- Rhizopus.
-Aspergillus:
Aflavus.

A.neiger.

Figure 13 : schéma récapitulatif des champignons recgus.
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3.2. Matériels non biologiques

3.2.1. Réactifs et produits chimiques

Agar-agar;

Brain Heart Infusion Agar (BHIA). Brain Heart Infusion (BHI);

Bleu coton ;
Chlorure de sodium (Na Cl) ;
Citrate de sodium ;

Sabouraud+chloramphénicol.

. Appareillage et verrerie

Autoclave ;

Balance de précision ;

Bain marie ;

Batonnet en verre ;

Cuve pour lavage ;

Distillateur ;

Erlennmeyer ;

Etuve d'incubation réglée a 24C° ;
Etuve d’incubation réglée a 28C° ;

Etuve d’incubation réglée a 37C° ;

Etuve pour stérilisation réglée de 180C° a 200C° ;

Microscope optique ;

Réfrigérateur réglée a 4C°.

. Consommable et autres produits

Alcool iodé ;

Antibiotiques : pénicilline G et Gentamycine ;

Bavettes ;

Bec bunsen ;

Boites de Pétri ;
Boites de congélation ;
Casserole ;

Coton / compresses ;
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- Eau distillée ;

- Eau distillée stérile ;

- Eau de Javel ;

- Eau physiologique ;

- Epicranienne 23G ;

- Etiquettes ;

- Flacon a sirop ;

- Gants;

- Lames et lamelles ;

- Lidocaine gel 2% ;

- Parafilm ;

- Papier aluminium ;

- Pipettes pasteur stériles ;
- Poire;

- Rasoir;

- Sac de contention ;

- Seringues : 5mL et 10 mL ;
- Savon;

- Tubes a essai;

- Tubes vacutainer citratés.
4. Déroulement de I'étude

Aprés une recherche bibliographique et un inveatdiu matériel et de produits
chimiques disponible au laboratoire, notre choest’porté sur la répartition du travail en
trois étapes : culture de parasite au laboratareatasitologie, culture des champignons et

I'étude de l'interaction parasite-champignon alwlaioire de mycologie.
5. Méthodes
5.1. Examen parasitologique direct

L’examen direct consiste en la recherche du parakns les prélevements de la

moelle osseuse apres réalisation d’un frotti.
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5.2. La culture
5.2.1. Culture de parasite

La moelle osseuse recueillis dans des tubesestd@dt mise en culture sur des milieux
NNN (Novy Nicole Mc Neal). La culture permet au @site de se transformer en forme

promastigote mobile facile a repérer et aussi sikiptier.

Le milieu NNN est un milieu diphasique. La phastde est composée d’'une gélose
enrichie au sang du lapin a une concentration &g £0la phase liquide formée de I'exsudat

de ce mélange.

Pour avoir une culture de masse de Leishmanietilise le milieu CCSQceur-Cerveau-

Sang).
5.2.1.1. Ponction du lapin

Lors de notre expérimentation, on a utilisé deypiis du sexe masculin, agés de
guatre mois et pesant tous les deux plus de déasx kies normes en termes de quantité du
sang prélevé et le rythme des ponctions selorelgies de protection des animaux sont

respectées.

Il est admit que les prélevements de 20% delkuvanférieure du volume sanguin
total estimé du lapin en I'espace de deux semaireeprovoque aucune contrainte notable

chez celui-ci.

Dans notre cas, le volume de sang préleve ne sépas 15 mL et les ponctions se

font au rythme d’une fois par 15 jours.

L’endroit idéal pour pratiquer la phlébotomie zhe lapin est I'oreille, en utilisant

soit les larges veines soit I'artére centrale fitermance dans la mesure du possible.
La ponction se fait suivant ces étapes :

» Contention du lapin
Le lapin doit étre contenu en I'enveloppant dandinge ou un sac de contention pour
eviter de bouger surtout au moment de la ponctionmorceau de gaze nous a servi a

cet effet.
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Figure 14 : Contention du lapin (laboratoire parasitologie t&VIMTO 2017).

» Préparation de la peau a I'endroit de la collecte ul sang
Les poils de l'oreille sont rasés a I'aide d’'unaiasPuis, la peau est désinfectée avec
de l'alcool iodé et anesthésiée localement au dedsila veine par application d’'une
creme contenant de la lidocaine.une durée de 20nairdutes est nécessaire pour

obtenir 'anesthésie de la couche cutanée.

Figure 15 : préparation et rasage de I'oreille du lapin (labmra de parasitologie UMMTO 2017).
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Figure 16 désinfection de l'oreille  Figure 17 : Anesthésie de la peau de I'oreille

du lapin (UMMTO 2017). du lapin (UMMTO 2017).

» Préléevement du sang
Un dispositif fait d'une épicranienne 23G et d'wssgingue de 10 mL est monté.
Des tubes de types vacutainer stériles d’un volden&#0 mL contenant 0.7 mL de
citrate a 10%(voir sa préparation en annexe), p@gares pour accueillir le sang
prélevé. Ces tubes sont plus pratiques et la mEatipn ne nécessite pas de zone
stérile.
Apres désinfection de I'endroit de la ponction aged’alcool iodé, I'épicranienne
reliée a la seringue est insérée dans la veineinzdegou I'artere centrale. Aprés avoir
prélevé la quantité souhaitée, I'épicranienne et@téie et une gaze de coton est
appliquée fermement sur le site de ponction penalamhoins une minute, afin
d’'arréter le saignement et de prévenir la formatitrmatome. Le sang est
immeédiatement injecté dans les tubes citratés. Kejoatons deux ATB (Pénicilline
G a raison de 100 Ul/mL et la Gentamycine a rag®a00 pg/mL).
Le sang est conservé au réfrigérateur a 4 C°.
NB : Ces ATB sont les mémes qu’on utilise dans tce qui suit.
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Figue 18 :Ponction du lapin (laboratoire de parasitologie MM 2017).

5.2.1.2. Préparation du milieu CCS

e Composition
-BHIA 269
- Eau distillée 500 mL ;
- Sang du lapin  20%.
A défaut d’avoir le BHIA, nous avons utilisé le BEh poudre et de I'agar, avec des

proportions de sorte a avoir la méme compositi@54 de BHI et 7.5 g d’agar).

* Préparation
- Peser et verser les poudres dans une casserole ;
- Rajouter I'eau distillée et remuer ;
- Chauffer le mélange et laisser bouillir quelque urten;
- Répartir la gélose dans des flacons a sirop arraiedl5 mL par flacon ;
- Stériliser a l'autoclave a 120 C° pendant 20 misiyte
- Ramener la température de la gélose entre 46 &F €f dans un bain marie ;
- Rajouter stérilement le sang du lapin a raison ad&.3ar flacon ;
- Homogeéniser et laisser refroidir a températurbiante pendant 24 heures ;

- Conserver au réfrigérateur a 4 C° pendant un mois.
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5.2.1.3. Préparation de la gélose NNN

. Composition

Agar-agar 59 ;
Chlorure de sodium (Na Cl) 3g;
Eau distillée 500mL.

* Préparation

Le Na ClI est dissout a froid dans I'eau distillée.mélange est mis sur le feu. Quand il
commence a frémir, I'agar est rajouté et mélandji@ide d’'un batonnet en verre, puis
laissé bouillir pendant quelque minute. La gélage@partie dans des tubes a vis stérilisés
au prealable a raison de 6 mL par tube. Puisesllestérilisée a l'autoclave a 120 C°

pendant 20 minutes.

5.2.1.4. Préparation des milieux NNN

La gélose NNN préalablement préparéeastnée a une température comprise entre
46 C°- 54C° dans un bain marie. Ensuite elle editiadnée de sang de lapin a raison de 1
mL par tube en respectant les conditions de gtérilie mélange est homoginisé doucement

puis déposé sur un support incliné jusqu’a la galation de la gélose.

Les milieux préts sont étiquetés en mentionnadata de préparation et conserves au
réfrigérateur a 4 C°, et sont utilisés dans legtdisnd’un mois. Un tube de chaque lot est

incubé a 37 C° pendant 24h pour vérifier la stériiu milieu.

5.2.1.5. Préparation de I'urine stérile

Une urine humaine est récupéree, c’est celle dhfant de 13 ans de bonne santé et
n'ayant pas d’infection urinaire (examens cytobagtégique négatif). Elle est récoltée dans
un pot stérile. Puis elle est filtrée a I'aide dfiltre de 0.2um et contrélée par ensemencement
sur des milieux bactériologiques : gélose nutrity&ose au sang frais, gélose au sang cuit et
le Chapman ; et sur milieu mycologique : Sabourattbramphénicol.

L'urine est additionnée d’ATB (pénicilline G et Gamycine). Puis aliquotée dans des tubes

a vis stérile et conservée au réfrigérateur.
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5.2.2. Culture des champignons

Les champignons récupérés sont mis eareudiur des milieux
Sabouraud+chloramphénicol, additionnés a des ATB guiter toute contamination

bactérienne et stimuler une contamination fongigueéue.

L’ensemencement de ces champignons ssuflaites boites de Pétri, car la gélose
résiste beaucoup mieux sur des boites séches qaalda tubes, comme elles facilitent

I'observation des colonies sous forme isolées.

5.2.2.1. Préparation du milieu Sabouraud

Faire fondre la gélose au bain marie (a 80C°) ;

Rajouter stérilement les ATB ;

Couler la gélose dans des boites de Pétri a l@igee seringue a raison de 7 mL par

boite ;

Homogéniser et laisser refroidir a température antki pendant quelque minutes et

mettre au réfrigérateur.
5.2.2.2. Coloration au bleu coton

» Réalisation des frottis colorés au bleu coton
C’est une coloration qui nous permet d’observerssmicroscope les formes des
champignons, en réalisant des frottis colorés au bbton.
On étale un bout de champignon sur une lame, aneafuelque goutes de bleu coton
puis on le couvre avec une lamelle tout en appugtantement pour bien écraser le
champignon et faire propager le colorant sur ttauturface. Une fois fait, on observe

sous microscope au Gx40.

* Quelques images sous microscope
Ci-dessous, les images de quelques espéces foagjgion a utilisé lors de I'étude ;

coloré au bleu coton vues sous microscope optiqu@=o.
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Figure 19 A. flavus sous microscope coloréFigure 2C : A. neiger sous microscope

au bleu coton (UMMTO 2017).  coloré au bleu coton (UMMTO 201

Figure 21 Rhizopus sp sous microscopeFigure 22 : Trichophyton mentagrophites

coloré au bleu coton (UMMTO 2017). sous microscope coloré au bleu coton
(UMMTO 2017).

Figure 23 : Cladosporium sp au bleu coton Figure 24 : Candida albicans au bleu coton

sous microscope (UMMTO 2017). vue sous microscope (UMMTO 2017).
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5.2.3. Ensemencement

5.2.3.1. Ensemencement du parasite

La souche recue dans des tubes stérile est agpdlement a I'aide d’'une pipette
munie d’'une poire et injectée dans le milieu CQftlicon ajoute 0.5 mL de la solution stérile
(2 mL d’urine stérile, 0.5 mL de Pénicilline et 0. de Gentamycine dans 9 mL d’eau
physiologique). Puis incuber & 24 C° pendant 24dgu

Apres incubation, on réalise un contréle sous rsimwpe au Gx40 pour vérifier la

richesse du milieu en promastigote.
Si le contréle est positif, on procéde a I'ensersement des milieux NNN.

A partir du milieu CCS, on ensemence stérilemeetsérie de 9 tubes de milieu NNN
a raison de 0.5 mL par tube, additionnés au prialdd 0.5 mL de la solution stérile. Puis

incuber a 24 C° pendant 72 heures.

5.2.3.2. Culture des champignons

Les souches fongiques récupérées sont ré-isoléegsmilieux

Sabouraud+chloramphénicol ; en réalisant des sRigis incuber a 28 C° pendant 3 jours.

5.2.3.3. Ensemencement de la culture mixte fongiqymarasitaire

Pour I'étude de la croissance du parasite en pcésgs champignon, on procede a
'ensemencement de huit (8) tubes de milieu NNNi@oant des promastigotes par des

champignons et le neuvieme(§ tube reste comme témoin.

Les tubes a ensemencer doivent étre étiquetdgsegnant le champignon et la date

de I'ensemencement.

A partir de chaque espéce fongique, on préléeveetihcadran de 0.25cmz2 qu’on
ensemence dans le tube NNN qui lui convient. Pwigber a 28 C° pendant 3 jours.

Notre expérimentation s’est réalisée en troisiessbdomadaires, et le protocole a

suivre est le méme.
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5.2.4. Lecture
Tout les trois jour, les cultures sont vérifiées.

Une goutte de la phase liquide est déposée amtre ¢t lamelle, puis observée sous
microscope optique au Gx40. La mise en évidencéodeses promastigotes est facile car
sont mobile. Seulement le nombre de promastigaiegtee réduit et donc la lame doit étre
lue entierement, notamment au début de la pogitidet examen permet également de
vérifier la présence ou non de contamination mienate et la présence des hyphes

fongiques.

Ci-dessous, quelques résultats de ces destrd

Figure 25 : Deux photos microscopiques représentent leldgpement du parasite en
présence de champignon et I'apparition des filsmycéliens sur milieu NNN (UMMTO
2017).
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Figure 26 : Contamination a la fois par des bactéries etupar autre espece fongique qui
estFusarium sulanis (en forme incurvée) (UMMTO 2017).

Une autre goutte de la culture est étalée suemfliabouraud neuf en faisant des
stries, pour vérifier la présence ou non d’une aantation fongique non voulue et s’assurer

de la pureté de I'espéce ensemencée.

Cette opération est répétée tout les trois joantde conclure a un résultat final.
Trois lectures sont réalisées pour chaque essai.
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Chapitre 1l Résultats et Discussio

1. Résultats de I'effet de la culture mixte sur l&roissance de parasité. eishmania sur
milieu NNN

Les tableaux ci-dessous présentent les résultatsale essais réalisés. Comme on a bien
cité auparavant, la lecture pour chaque esga@adise trois fois tous les trois jours.

1.1. Résultats du ' essai : le 13.03.2017

Les résultats obtenus pour I'évaluation de l'efflst la culture mixte (fongique-
parasitaire) sur le développement des promastigitdseishmania sur milieu NNN sont

résumeés dans les tableaux Ill, IV et V ci-dessous.

Tableau Ill ;: Résultats de la lere lecture : le 16.03.2017.

T Af An Cld Rzp Psp |Ca M.c T.m

Nombre de
promastigotes en % 100 20 20 140 20 20 0 100 60
Présence ou non des + + + + + + + +

filaments mycéliens

Contaminations - - - - - - - - R

bactériennes
Tableau IV : Résultats de la 2eme lecture : le 20.03.2017.

T Af An Cld Rzp P.sp C.a M.c T.m
Nombre de
promastigotesen % | 100 | O 0 33.33 | 33.33 | 16.66 | O 41.66 | 8.33
Présence ou non des - + + + + + + + +
filaments mycéliens
Contaminations - - + - - - - - -
bactériennes

Tableau V : Résultats de la 3eme lecture : le 23.03.2017.

T Af An Cld Rzp Psp |Ca M.c T.m
Nombre de
promastigotesen % (100 |0 0 0 409.09| 0 0 36.36 | O
Présence ou non des| - + + + + + + + +
filaments mycéliens
Contaminations - - + + - + - - -
bactériennes
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Le nombre de promastigotes en % (comparant auitg¢nmoliquent que les especes
fongiques qu’on a utilisées influencent la croisgadu parasite. Il pousse différemment selon

le champignon ensemencé.

On a trouvé qu’en présenceAlé A.n, P.sp, C.a etT.m; le parasite est inhibé et le

nombre diminue jusqu’a 0% dans les deux derniewsies.

Par contre, en présencelp, on a marqué une augmentation importante de la

richesse parasitaire qui atteint plus de 400% tatreisieme lecture.
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Figure 27 : Résultats de variation de nombre de promastiget®s) en présence ou en
absence de filaments mycéliens (lecture 1 de id9sa
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Figure 28 : Résultats de variation de nombre de promastiget®) en présence ou en
absence de filaments mycéliens (lecture 2 de fd9sa
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Figure 29 : Résultats de variation de nombre de promastiget®s) en présence ou en
absence de filaments mycéliens (lecture 3 de fd9sa

1.2. Résultats du 2eme essai : le 20.03.2017.

Les résultats obtenus dans cet essai sont réswanédas tableaux VI, VIl et VIl ci-

dessous.
Tableau VI : Résultats de la lere lecture : le 23.03.2017.

T Af An Cld Rzp Psp |Ca M.c T.m
Nombre de
promastigotes en % 100 2 4 2 36 30 0 54 8
Présence ou non des + + + + + - +
filaments mycéliens
Contaminations - - - - - - - -
bactériennes

Tableau VIl : Résultats de la 2eme lecture : le 27.03.2017.

T Af An Cld Rzp P.sp Ca M.c T.m
Nombre de
promastigotes en % 100 |0 0 0 13.33 | 2.22 | 222 |4.44
Présence ou non des + + + + + - +
filaments mycéliens
Contaminations - - - - + - - -
bactériennes
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Tableau VIII ;: Résultats de la 3eme lecture : le 30.03.2017.

T Af An Cld Rzp Psp |Ca M.c T.m
Nombre de
promastigotes en % 100 |0 0 0 0 8.88 |0 0 0
Présence ou non des + + + + + + + +
filaments mycéliens
Contaminations - - + - + - - - +
bactériennes

Le nombre de promastigotes n’a cessé de dimimuprésences des filaments

mycéliens (diminution jusqu’a 0%).

Ce qui est a noter dans cet essai que méme eenpecddRzp, le parasite est disparu.
Cela peut étre di a la contamination bactérienrmnca rencontrée dans la 2eme et la 3eme

lecture.
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Figure 30 : Résultats de variation de nombre de promastiget®) en présence ou en
absence de filaments mycéliens (lecture 1 de &sa
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Figure 31 : Résultats de variation de nombre de promastiget®s) en présence ou en
absence de filaments mycéliens (lecture 2 de &sa
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Figure 32 : Résultats de variation de nombre de promastiget®s) en présence ou en
absence de filaments mycéliens (lecture 3 de I&sa
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1.3. Résultats du 3eme essai : le 20.03.2017

Les résultats obtenus dans cet essai sont résun®lek tableaux IX, X et Xl ci-
dessous.

Tableau IX : Résultats de la lere lecture : le 23.03.2017.

T Af An Cld Rzp Psp |Ca M.c T.m

Nombre de
promastigotes en % | 100 20 2 54 12 6 8 100 16
Présence ou non des - + + + + + + - +

filaments mycéliens

Contaminations - - - - - - - - _

bactériennes
Tableau X : Résultats de la 2eme lecture : le 27.03.2017.
T Af An Cld Rzp Psp |Ca M.c T.m
Nombre de
promastigotes en % | 100 0 0 0 15 20 5 25 60
Présence ou non des - + + + + + + - +

filaments mycéliens

Contaminations - - - - - - - R N
bactériennes *)

Tableau Xl : Résultats de la 3eme lecture : le 30.03.2017.

T Af An Cld Rzp Psp |Ca M.c T.m

Nombre de
promastigotes en % | 100 0 0 0 500 10 0 30 20
Présence ou non des - + + + + + + - +

filaments mycéliens

Contaminations - - - +
bactériennes (+ %)

En présence d’A.fA.n etC.a, le nombre de promastigotes diminue et la croissan
parasitaire est nulle (0 %). Et en présenc€ldele nombre de départ était voisinant de 50%
mais dans les deux lectures suivantes, on a marggidisparition totale du parasite (0%), et
cela revient peut étre a la présence d’'une conttioma la fois bactérienne et fongique par

Fusarium sulanis.

Ce qui est important par contre, est I'estimatihme croissance maximale du parasite

qui atteint les 500% en présenceRip.
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Et aussi, il est a noter que le parasite pousss bien en absence Nec (c’est ce
gu’on a remarqué dans le tableau VI et 1X).
NB : Le (-) signifie absence.

Le (+) signifie la présence.

Le (*) contamination fongique par une autre esgécailanis).
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Figure 33 : Résultats de variation de nombre de promastiget®s) en présence ou en
absence de filaments mycéliens (lecture 1 de ié&9sa
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Figure 34 : Résultats de variation de nombre de promastiget®) en présence ou en
absence de filaments mycéliens (lecture 2 de i€&9sa
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Figure 35 : Résultats de variation de nombre de promastiget®s) en présence ou en
absence de filaments mycéliens (lecture 3 de &9sa

2. Discussion

Lors de l'étude a visé diagnostic, la culture roét ¢pas étre jetée dés la premiere

contamination fongique. En revanche, on doit idemt'espéce contaminante.

Grace a ces contaminants on a opté a faire nttde @rospective qui a pour but de
rechercher I'effet d’'une culture mixte sur le d®pgement deéeishmania et établir les types

d’interactions qui peuvent exister entre les ch@mgns et ce parasite.

Dans la présente étude, nous avons constatéesg|umiit especes fongiques utilisées
(prisent au hasard) ont un effet sur le dévelopmerde notre parasite et que ce dernier
pousse differemment selon le champignon enseméviais comme cette thématique n’a
jamais été abordée ; la variabilité d’interactiola pas été citée dans la littérature. Nos
résultats donc peuvent étre interprétés dans unexten hypothétique ; pour cela des
hypothéses sont établies.

Hypothése 01 : « Il existe une corrélation entre $echampignons et le parasite
Leishmania ».

De tous ces résultats, on constate qu'il existe corrélation entre le parasite et
'espece fongique ensemencé. Cette corrélation paet positive (symbiose), stimule et

favorise la croissance parasitaire (cas de la mlavec leRzp). Comme elle peut étre
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négative (parasitisme ou compétition vis-a-vis nlgsiments), fragilise le parasite et ralentie

sa croissance (cas de culture akdc A.n etM.c).

Cette hypotheése est pratiquement prouvée par radtats, mais d'autres études
ultérieures plus poussées pourront mieux I'expligigdentifier le type exact de l'interaction

et arriveront méme a définir ces causes.

Hypothese 02 : « Le parasitd_eishmania et le champignonRhizopus vivent en

symbiose ».

La symbiose consiste en une association biologiywable et réciproque entre deux
ou plusieurs organismes vivants (Francis et Ma@092.

L’apparition d’'une symbiose nécessite I'apparitddune coexistence d’une relation a
bénéfice mutuel. C’est justement ce qu’on a tirénde résultats obtenus lors de la culture de
Leishmania avec le champignoRhizopus (Rzp). A chaque fois que I'un des deux est présent,
l'autre se développe beaucoup mieux.

L’émergence du mutualisme reste dans ce cas magbrisem parce qu’'on n'a pas pu
bien expliquer ce qui a pousser I'un des deux paites a aider I'autre.

Cette hypothese porte sur un point tres importamtdgit étre bien traiter dans des
études ultérieures.
Hypothese 03 : « Il existe une corrélation négativentre la croissance du parasite

et la présence du champigno/spergillus flavus et Aspergillus neiger (A.f etA.n) ».

Il arrive aussi, que dans certaines conditionsié&ment des milieux, compétition vis-
a-vis des nutriments ou bien dans le cas de lansgpau stress) I'un des partenaires de la
symbiose change de comportement. Et contrairememhw@ualisme, une autre interaction
non réciproque s'installe ; c’est bien le parasgiisqui consiste en une symbiose profitable
pour un seul microorganisme. Cela se résume suttemg les résultats de la culture avéd |’
et An; a chaque fois que le champignon pousse, on redeqalisparition du parasite. Le
facteur responsable de cet effet est mal connppet le désigner, des travaux ultérieurs

préciseront peut étre sa nature et arriverontairéul cette idée.

A notre stade, la discussion reste ouverte etargis’élargir dans cette étude pour

mieux comprendre les phénoménes de cohabitatioe ee$ deux microorganismes.
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Conclusion et Per spectives

Les leishmanioses sont des maladies a transmis&otorielle et représentent un
probléeme de santé public dans le monde qui comflhitérie. Ces parasitoses font partie des
maladies a déclaration obligatoire.

Les Leishmania sont des protozoaires flagellés trop sensiblexigeants en point de
vue conditions et milieux de cultures. Tout défalg prélevement, conservation ou
ensemencement dans des laboratoires de recherahdéupe le parasite. La contamination
fongique qualifiée de contaminants de laboratoiegissi un effet trés important plus que I'on
croyait.

Dans la présente étude on a essayé de compresdmdiions qui peuvent unissent le
parasitd_eishmania et huit espéces fongiques différentes.

L’étude s’est portée sur le suivi de la croissgpaeasitaire dans une culture mixte sur

milieu NNN en présence des champignons.

D’aprés les résultats, on a constaté qu’il exigte wvariété d’interaction entre ces
microorganismes allant de la symbiose mutuelle aragitisme, cela varie selon I'espece
ensemencée. Liehizopus peut étre désigné pour un symbiote mutuel, aigmtasite a mieux
se développer, contrairementA&pergillus flavus et Aspergillus neiger qui ont un effet

nuisible et fragilisent le parasite et diminuenteaissance.

De nombreuses perspectives peuvent étre envispgéese travail. Et comme on est
arrivé a mettre en place quelques pieces de pumbplige souhait est d’accomplir cette
mission. C’est au chercheurs spécialistes pluspétents et avec plus de moyens de le
réaliser et compléter le reste des piéces mancuanta avoir 'image entiére ; qui veut dire
définir plus exactement I'effet de la culture miXfengique-parasitaire) sur la croissance de
Leishmania. Et peut-étre ils arriveront a élaborer ou a ésdran composant ou une substance
fongique qui servira au futur pour un anti leishmean Il est a noter aussi la nécessité de
prendre en compte d’'autres especes fongiques quérecelles étudiées tel glaisarium

sulanis.
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Annexe 01: Matériels et outils utilisés

Distillateur. Balancew&cision. Bain marie.

Réfrigérateur. Outils ponsemencer. Outils pour la ponction du lapin

Des flacons contenants les pemides milieux de culture utilisés.
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Annexe 02: Préparation des milieux de culture utiBés et produits utilisés

* Milieu CCS
BHIA .o e 269
Eau physiologique ....................... 500mL.
Sangdulapin..........coooiiiiiiiin, 20%.

e Milieu NNN
Agar-agar..........cooeeiin i, 5g.
Chlorure de sodium...................... 30.
Eau distillée...............................500mL.

* Milieu Sabouraud+chloramphénicol
Gélose Sabouraud fondue au bain marie (a80C°), @ncajoute des ATB
(pénicilline G et gentamycine). Puis répartir cefdose dans des boites de

pétri a I'aide d’une seringue a raison de 7mL darecune.

e Solution stérile
Dans un tube de 9mL de I'eau physiologique, ontaj@mL d'urine stérile,

0.2mL de gentamycine et 0.5mL de pénicilline G.

» Citrate 2 10 %
Citrate de sodium poudre................10g.
Eau distillée ...............................200mL
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Annexe 03: Résultats

1. Comptage de promastigotes vivants sur lame @nésence ou en absence des

filaments mycéliens
1.1. Méthodes de calcul

Apres ensemencement, les cultures sont vérifiégmrir de chaque tube de la culture
mixte, on préleve une goute de la phase liquiddaa@&pose sur une lame et puis on fait le

comptage sous microscope.
On refait cette opération trois fois pour chaqusaea l'intervalle de trois jours.
Les résultats sont donnés sous forme de tableaux.
Comment faire le calcul ?

Le calcul s’ai fait par champs de développement chaque lame, on a calculé pour

cing champs puis on a fait la moyenne.

Exemple: pourAf: 1% champ : 5 promastigotes.
2eme champ : 8 promastigotes.
3eme champ : 5 promastigotes.
4eme champ : 2 promastigotes.
5eme champ : 10 promastigotes.

Le total = 30 promastigotes.

La moyenne : 30/5 = 6 promastigotes/champ.
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1.2. Les tableaux

o 1% essai: ensemencé le 13.03.2017

lere lecture : le 16.03.2017.

Témoin| Af An |Cld |Rp |Psp (Ca |Mc |T.m

Nombre de 5 1 1 7 1 1 0 5 3
promastigotes/champ
Présence ou non des + + + + + + + +

filaments mycéliens

Contaminations - - - - - - - - i
bactériennes

2eme lecture : le 20.03.2017.

T |Af An Cld Rp |Psp |Ca M.c | T.m

Nombre de 12 0 0 4 4 2 0 5 1
promastigotes/champ

Présence ou non des- + + + + + + + +
filaments mycéliens

Contaminations - - + - - - - - -

bactériennes

3eme lecture : le 23.03.2017.

T | Af An Cld Rp |Psp |Ca M.c | T.m
Nombre de 11 0 0 0 45 0 0 4 0
promastigotes/champ
Présence ou non des- + + + + + + + +
filaments mycéliens
Contaminations - - + + - + - - -
bactériennes
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¢ 2eme essai : ensemenceé le 20.03.2017

lere lecture : le 23.03.2017.

T Af An Cld Rp |Psp |Ca |Mc |T.m

Nombre de 50 1 2 1 18 15 0 27 4
promastigotes/champ
Présence ou non des- + + + + + + - +

filaments mycéliens

Contaminations - - - - - - - R i
bactériennes

2eme lecture : le 27.03.2017.

T |Af An Cld Rp |Psp |Ca M.c | T.m
Nombre de 45 0 0 0 0 6 1 1 2
promastigotes/champ
Présence ou non des- + + + + + + - +
filaments mycéliens
Contaminations - - - - + + - - -
bactériennes .

3eme lecture : le 30.03.2017.

T | Af An Cld Rzp Psp |Ca M.c | T.m

Nombre de 45 0 0 0 0 4 0 0 0
promastigotes/champ

Présence ou non des- + + + + + + + +
filaments mycéliens

Contaminations - - + - + - - - +

bactériennes n
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+ 3eme essai : ensemenceé le 20.03.2017

lere lecture : le 23.03.2017.

T |Af An Cld Rp |Psp |Ca |Mc |T.m

Nombre de 50 10 1 27 6 3 4 50 8
promastigotes/champ
Présence ou non des- + + + + + + - +

filaments mycéliens

Contaminations - - - - - - - R i
bactériennes

2eme lecture : le 27.03.2017.

T Af An Cld Rp |Psp |Ca M.c | T.m

Nombre de 20 0 0 0 30 4 1 5 12
promastigotes/champ
Présence ou non des- + + + + + + - +

filaments mycéliens

Contaminations - - - - - - - - -
bactériennes .

3eme lecture : le 30.03.2017.

T Af An Cld Rp |Psp |Ca M.c | T.m

Nombre de 10 0 0 0 50 1 0 3 2
promastigotes/champ

Présence ou non des- + + + + + + - +
filaments mycéliens

Contaminations - - - + - - - - -

bactériennes

(+7)

NB :le (+): présence.
Le (-) : absence.
Le (*): contamination fongique paumsarium sulanis.

Le (+*) : contamination bactériennes etdigue.
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Les chiffres utilisés dans la partie résultatsistubssions sont des chiffres pris en

pourcentages (prenant le témoin comme étant le 100%

2. Contrdle de la culture mixte sur milieu Sabourad (boites de Pétri)

C’est fait pour vérifier la contamination ou norr péautres especes fongiques (pour

les trois essais).

*« Jer essai

1% contréle : 20.3.2017

2eme controle :

3eme contrble :

4

23.3.2017 27.3.2017

souches culture| contaminatipoulture contamination culture contaminatiof
Af + - + - + B
An + - + - + -
Cld + - + - _ _
Rep : : : : + :
P.sp + - + - + -
C.a + - + - + -
M.c - - - - - -
T.m + - + - + B

e 2eme essai

1% contréle : 27.3.2017 2eme contrble : 3eme contréle : 3.4.2017

30.3.2017
souches culture contaminatipculture contamination culture contaminatiof
Af + - + - + -
A.n + - + - + -
Cld + +: par + +: par - +: par
A.neiger A.neiger A.neiger et
F.sulanis

Rzp + - + - + -
P.sp + - + - + -
Ca + - + - + -
M.c + - + - + -
T.m + - + - + -
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+ 3eme essai

1% contréle : 27.3.2017

2eme controle :

3eme contrble :

30.3.2017 3.4.2017
souches| Culture contaminatipeulture | contamination culture | contaminatior
Af + - + - + -

An + - + - + -
Cld Erreur de Erreur - +: par - +: par
manipulation Fusarium F.sulanis
sulanis
Rzp + - + - + -
P.sp + - + - + -
Ca + - + - + -
M.c - - + - + _
T.m + - + - + _
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Annexe 04 : Observation macroscopique de la cultummixte (tubes) et la culture
fongique (boites de Pétri : recto-verso).

e

Tubes de la culture mixte.

Quelques photos représentants des résultats tréargéde notre étude

(Culture mixte : parasite-champignon).
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Culture des champignons sur milieu Sabouraud, ghmisent en recto-verso

(Laboratoire de mycologie UMMTO 2017).



Résumé

La leishmaniose est une maladie parasitaire vetiorires diverse et complexe a
répartition mondiale y compris I'Algérie. Elle efite a un protozoaire flagellé appartenant au
genreLeishmania. En effet, il est & noter la sensibilité partievdi de ce parasite et son
exigence en point de vue conditions et milieux déuces. Tout défaut de prélévement,
conservation ou ensemencement dans des laboratl@re=scherche peut tuer le parasite. La
contamination fongique qualifiée de contaminants laleoratoire a aussi un effet trés
important. Dans la présente étude, nous avons @Vaifiet de la culture mixte fongique-
parasitaire sur la croissanceldgshmania.

Au cours de ce travail nous avons suivi la croisegrarasitaire dans une culture mixte
sur milieu NNN en présence des huit espéeces forgidifférentes .Nos résultats ont révélés
'existence d’'une variété d’'interaction entre lergsite Leishmania et le champignon.
Rhizopus favorise Leishmania a mieux se développer, par contéspergillus flavus,

Aspergillus neiger etMicrosporum canis fragilisent le parasite et ralentissent sa croissan

Mots clé: leishmaniose,Leishmania, champignon, culture mixte fongique-parasitaire,

interactions.

Abstract

The leishmaniasis is extremely diverse and compétorial parasitic disease with a
global distribution including Algeria. It is causéy a flagellate protozoan belonging to the
kind of Leishmania. The sensibilities of this parasite and its regmients for survival and
growth conditions have been noted. Any removingservation or seedling can Kkill the
parasite in laboratories research. Similarly, labmy research revealed that fungal
contamination qualified as laboratory contaminai$® has a very significant killing effect.
In this study, the effect of fungal-parasitic mixgwing on thd_eishmania growth has been
determined.

During this study we followed the parasite growthai mixed growing on the NNN
mild with the presence of eight different sortsfofigal species. Our results revealed the
existence of a variety of interaction between tlagapiteLeishmania and the mushroom.
Rhizopus favors Leishmania to develop better, howeveRAspergillus flavus, Aspergillus

neiger andTrichophyton mentagrophyte weakens the parasite and slows down its growth.

Keywords: Leishmaniasis, Leishmania, mushroom, fungal-parasitic mixed growing,

interaction.




