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GLOSSAIRE

Acrylamide : Molécule servant a fabriquer le gel de polyaanitie, matériel de base
de I'électrophorese.

Agent intercalant : Molécule capable de s'insérer entre les platdatmés par les
bases appariées d'un acide nucléique.

Amorce : Courte séquence nucléotidique qui, appariée acige nucléique simple brin,
permet linitiation de la synthese d'une chaine oggsbonucléique par 'ADN
polymérase.

Amorces-dimeéres: Artéfacts en compétition avec les produits clile PCR.
Amplicon/amplifiat : Fragment d'ADN amplifié au cours d’une analysgERPcompris
entre les zones d’appariement des amorces.

Anophele Type de moustique dont la femelle est le vecthwrpaludisme et de la
filariose.

Aliquote : Se dit d'une quantité contenue un nombre exabtid dans le tout.
Asymptomatique : Se dit d’'une maladie qui he s’accompagne payg®me
Bandelettes réactives Etroits morceaux de matiere imprégnés ou recasivéune
substance utilisée pour produire une réaction ahimi

Endémique: Désigne une maladie qui sévit en permanence daasrégion ou une
communauté donnée. Limitation qui revét une sigatfon au regard de la
biogéographie et de I'histoire des espéeces.

Extraction : Phase de la manipulation consistant a isoleratgédes nucléiques de la
prise d’analyse.

Hématozoaire: Parasite unicellulaire vivant dans le sang.

Hote définitif : Hote au sein duquel se déroule la reproducgcmée du parasite.
Infection périodique : La numération des microfilaires présente un aotres marqué
pour une certaine tranche dans chaque période del4s, alors que les microfilaires
sont absentes ou trés rares pendant une grande geatt période. Le clocher peut étre
nocturne YWuchereria bancroffiou diurne.

Infection subpériodique: Un clocher de la numération des microfilairesbsérve
régulierement toutes les 24 heures mais il estdmegumoins marqué. Les microfilaires
sont presque constamment présentes. Le clocherbeutaussi nocturne ou diurne

(Wuchereria bancrofji



Inquirenda : Terme latin signifiant une espéce identifiée adeate, nécessitant des
recherches supplémentaires.

Marquage : Introduction de nucléotides modifiés, ou modifion chimique de certains
nucléotides d'un acide nucléique afin de pouvoief&rer.

Matrice : Brin d'acide nucléique copié lors de la réplmatou de la transcription par
les polymérases adéquates

Mésappariement: Non-appariement d'une zone a lintérieur d'wgrment d'acide
nucléique double brin.

Microfilarémie : Présence de parasites au stade de microfildémes le sang
Neuropaludisme: Forme mortelle de la malaria du® afalciparum

Périodicité ou fievre tierce: Alternance de fievres liées au cycle sanguinaagite en
48 heures.

Périodicité ou fievre quarte: Recrudescences fébriles tous les 72 heures.
Plasmodie: Synonyme dé&lasmodium

Primate : Ordre de mammiféres placentaires aux mains psiles, aux ongles plats,
possédant une denture complete et un cerveauévesopgpé, tels que les Iémuriens, les
singes et I'hnomme.

Prosimien: Taxon regroupant les especes de primates dol#rtesiens, les tarsiers,
les galagos, les pottos et les loris

Semi-diurne (moustique) : Qui pique du lever au coucher deikol

Séquencage Procédé utilisé pour déterminer I'ordre (la s&gpe) des acides aminés
d’une protéine ou des bases dans les acides nuet{@DN et ARN).

Simien: L'adjectif simien se rapporte aux singes. Legesnsont phylogénétiquement
liés aux hominidés ; ils constituent ensemble deleldes Anthropoidea.

TEMED : le tétraméthyléthylénediamine est utilisé pounlyger la polymérisation de
I'acrylamide dans la fabrication de gels polyaanjties.

Température de fusion: température a laquelle la moitié de 'ADN estisdorme

double brin et I'autre moitié sous forme simplenbri
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INTRODUCTION

Les maladies hémoparasitaires, dues a des parasitakant dans le sang, sont
nombreuses chez I’'homme et chez les animaux. Ceslims s’étendent des affections
bénignes peu handicapantes aux affections gravegaludisme et la filariose sont
parmi les maladies hémoparasitaires responsableypaltants probléemes de santé
publique. Le paludisme est di aux protozoairesatualPlasmodiunspp. transmis par
la piqlre de I'anophele femelle. Il est 'une dasspmportantes maladies qui frappent
I'espéce humaine. Pres de la moitié de la populationdiale est exposée a cette
maladie (1). Les filarioses sont engendréesdiféérentes espéces de vers connus sous
le nom de filaires. Trois espéces de filaires patiére responsables de la filariose
lymphatique dont la plus frequente &uchereria bancroft(2). Le paludisme et la
filariose lymphatique peuvent étre concomitantspartageant les vecteurs communs
qui sont les moustiques du ge#meopheleg3).

Les animaux domestiques et sauvages sont égalelesertotes de plasmodies et
de microfilaires. Les infections Rlasmodiumtouchent les mammiferes, les oiseaux et
les reptiles (4). Les microfilaires ont été décata® chez les singes, les carnivores
domestiques et les chauves-souris (5). Des mianafd ayant une ressemblance
morphologique aNuchereria bancrofti var vaucetint été décrites chez les Iémuriens
(6). En conséquence, I'objectif principal de cedtede est de mettre au point des
techniques d’amplification génique (PCR) pour digleces hémoparasites chez les
lémuriens dans le but de suivre et de contrblecideulation des parasites pouvant
potentiellement infecter ’lhomme.

Dans le cadre de ce travall, il est indispensableahnaitre, en premier lieu, les
géneéralités sur les lémuriens, le paludisme, kifike lymphatique, les zoonoses, la
conservation et la PCR. La deuxiéme partie se rag@oessentiellement sur les mises
au point de la PCR conventionnelle et de la PCRteenps réel pour détecter le
paludisme et la filariose lymphatique chez les Iéems. Les résultats du diagnostic
microscopique, des tests de diagnostic rapidestri#hodes PCR pour la recherche de
ces hémoparasitoses seront ensuite développést Agaconclure, la discussion sera

complétée avec des suggestions dont la créationa#ntre de référence vétérinaire.



I. GENERALITES
l.1. Lémuriens

Prosimiens endémiques de Madagascar, 5 familleE5egenres de Iémuriens
diurnes et nocturnes sont répertoriés, soit lesr@iedeidae Allocebus Cheirogaleus
Microcebus Mirza, Phane), les Lepilemuridaelepilemu), les Lemuridae Eulemus
Hapalemur Lemur, Prolemur, Varecig), les Indridae Avahi Indri, Propithecus et les
Daubentoniidaeljaubentonia.

Sur les 101 especes et sous-especes de Iémurienies]e26 sont considérées
comme menacées d'extinction selon la derniére &tratu de I'UICN (Union
Internationale pour la Conservation de la Natutdjgerrent sur la Liste Rouge (7). En
effet, de nombreuses menaces indirectes peseneswnimaux avec la destruction de
leur environnement, notamment la déforestatioriegploitation forestiére (production
de charbon, défrichage et feu de brousse augmdetastirfaces de paturage pendant la
saison seche) mais également des menaces dirgetekedraconnage et la capture, les

destinant a devenir des animaux de compagnie (7).

I.1.1. Spécificité des Iémuriens

La diversité morphologique et comportementale dawutiens, leur origine
unique dans I'évolution et leur distribution biogéaphique restreinte se combinent
pour faire d’eux des primates remarquables a I'keineondiale.

Les Cheirogaleidae comprennent ainsi les plus sp@tiimates vivants, pesant
entre 30 et 87 grammes, appartenant au gdimecebus Nocturnes et principalement
frugivores, ils sont également les seuls primatesmuas pour hiberner durant une grande
partie de la saison séche.

Le plus grand Iémurien actuéhdri indri, ne possédant qu’'un appendice caudal,
pese jusqu'a 9,5 kg et mesure jusqu’a 90 cm. Djdiotigore et sauteur spectaculaire, il
est le seul représentant vivant de la famille désidae (8).

La derniére espéce vivante appartenant aux Daufiat@e, appelée Aye-aye
(Daubentonia madagascariengisst le plus particulier des |lémuriens avec desives
en croissance continue, de larges oreilles, unaejresssemblant a celle des écureuils et
le troisieme doigt de la main, squelettiqgue eté&mement allongé, servant a fouiller les

orifices dans lesquels pourraient se trouver seiep(8).



[.1.2. Espéces de lémuriens étudiées

[.1.2.1. Propithecus verreauxi coronatus

Comme les autres membres de la famille des IndrRl@pithecusa un complexe
postural et locomoteur inhabituel caractérisé patehue verticale du corps sur des
supports verticaux (8). Les sous-espécesPdmithecus verreauxont des aires de
répartition différentes. Propithecus verreauxi coronatus un pelage presque
entierement de couleur blanc creme. La téte, le etola gorge ont une coloration
chocolat a brun noir. La face est nue, de coulesegombre a noire et de forme plus
carrée. Les oreilles présentent des poils blaRespithecus verreauxi coronatuse
rencontre dans des foréts séches d’arbres a feadlduques. Il peut parfois étre observé
en train de se nourrir au sol. Le régime alimeatast principalement constitué de
bourgeons et de fruits non mars, avec une proposdignificative de feuilles. Il vit en
groupes de deux a huit individus (8). Cette sop&es figure sur la Liste Rouge de
'UICN dans la catégorie en danger critique d’extinction (7).

[.1.2.2.Lemur catta

Le genreLemur ne contient qu’une unique espece appéemur catta Le dos
présente généralement une coloration grise a guis-tLe ventre est blanc cassé ou
creme. La face ainsi que la gorge sont plutét lhatres. La queue est longue et
présente des anneaux alternativement noirs et dl&iest un animal diurne et semi-
terrestre. Il se rencontre dans les foréts d’épinkas buissons secs, les foréts d’arbres a
feuilles caduques et les couloirs forestiers. Sginme alimentaire comprend des fruits,
des feuilles, des fleurs, des écorces, des jus laletes et occasionnellement des
invertébrés. Les groupes demur cattapeuvent comporter jusqu’a 24 individus sous
dominance des femelles. Les marquages olfactifs tsés importants surtout pour la
délimitation du territoire (8). Cette espece figaue la liste de 'UICN dans la catégorie

« quasi menaceée (7).

[.1.2.3. Varecia variegata variegata

Ce sont les plus grands desmuridaevivants. La sous-espet&recia variegata
variegataa un pelage long et dense. La queue, les pattesulrfaces intérieures des
membres, les épaules, la face, le museau et le sboerla téte sont noirs. Le dos, les
flancs et la majeure partie de la surface exté&ie@s membres sont blancs. Les oreilles



sont blanches avec de longs poils formant une retiée blanche autour des joues et
sous le mentonVarecia variegata variegatae rencontre dans les foréts tropicales
humides de moyenne altitude. Les fruits et le mectmstituent I'essentiel de son

régime alimentaire, complétés par des feuilles et graines. Ses vocalisations sont

puissantes. Il est clasgéen danger critique d’extinctionselon 'UICN (7).

Photo 1:Localisation non-exclusive deropithecus verreauxi coronatudeLemur

cattaet deVarecia variegata variegata Madagascar (7, 9)

(1) Propithecus verreauxi coronatugest présent dans les réserves spéciales
d’Ambohijanahary et de Kasijy2) Lemur cattase trouve dans six parcs nationaux dont
I'lsalo et trois réserves spéciales dont Bezaha dfth (3) Varecia variegata
variegata est présente dans le parc national de Zahamenggséave naturelle de

Betampona, les réserves spéciales d’Ambatovakg dtatotandrano.



[.2. Paludisme
Le paludisme est une parasitose due a des hématwda genrd’lasmodium
transmise par des moustigues du gemkaopheles Cette maladie concerne

principalement les populations vivant en zone tnbgicale.

[.2.1. Epidémiologie du paludisme

[.2.1.1. Importance du paludisme a I'échelle mondiale

Fléau mondial et quatrieme cause de mortalité diéme maladie infectieuse, le
paludisme se classe derriere les maladies respastaigués, le VIH/SIDA et les
maladies diarrhéiques (10).

Selon le « Rapport sur le paludisme dans le mofAdé 2, 216 millions de cas de
paludisme causant 655'000 déces ont été enregestrd810 pour la plupart en Afrique,
ou selon les statistiques, un enfant meurt chagonetendu paludisme (11).

L’endémie est élevée dans les zones tropicalevaléfaes d'Afrique, d'Asie et
d'’Amérique Latine et les cas de paludisme enré&gigtn Europe sont dits d'importation
et concernent les personnes n'ayant pas suivi oighylaxie lors de leur séjour a

I'étranger (10).

[.2.1.2. Importances relatives des espéces plasmodiales hunes

Quatre especes de parasites du getasmodiumsont responsables de la maladie
chez 'hnomme.

- La premiére espécPlasmodium falciparumprovoque la majorité des cas
mortels. Retrouvée dans les zones tropicales diyoet atine et d’Asiep. falciparum
est aussi I'espece dominante en Afrique (12).

- Plasmodium vivaxoexiste ave®. falciparumpartout dans le monde ainsi que
dans certaines régions tempérées (12).

- Plasmodium ovaletrouvé principalement en Afrique de I'Ouest, @ime des
rechutes 4 & 5 ans apres la primo infection (12).

- Plasmodium malarigerare avec une distribution mondiale inégale,adné& des
rechutes jusqu'a 20 ans apres la primo infecti@h (1

Plasmodium knowlesprincipalement retrouvé dans les pays d'Asie du st

est le cinquiéme agent étiologique potentiel duigiaime humain (13).



1 Z I:l Paludisme P. falciparum stable, holo- ou hyperendémique &
Q - I:l Paludisme P. faldparum méso- 4 hypoendémigue

E Paludisme P. wivax, P. falciparum en foyers, tout groupe d'dge
|:| Expansion d'épidémie & partir de foyers suite & la réduction des mesures de pulvérisation

D Faible niveau d'endémie de paludisme P, vivax

Figure 1: Endémicité du paludisme dans le monde (14)

[.2.1.3. Paludisme a Madagascar

Des variations bioclimatiques conditionnent la @urét lintensité de la
transmission du paludisme. Le paludisme est a foeesmission toute I'année au
niveau de la cOte Est. Il est stable avec une toatesmission en saison des pluies au
niveau de la cote Ouest et au Nord. Le paludishmssble et saisonnier au niveau des
hautes terres centrales. Au Sud, il est instali@argsmission liée aux précipitations. Les
altitudes supérieures a 1 500 m et les grande®mgghtions urbaines sont des zones
« sans transmission Blasmodium falciparunest en cause dans prés de 90% des acces

palustres (15).

[.2.2. Infection
Les Plasmodium spp. font partie du groupe des hémosporidies, sfiasa
intracellulaires obligatoires, nécessitant un hbteermeédiaire vertébré et un héte

definitif qui est généralement un insecte piquesponsable de la transmission.



[.2.2.1. Cycle dePlasmodium falciparum

Le cycle dePlasmodiuncomporte une phase sexuée qui se déroule chexcténs
vecteur, et une phase asexuée observée cheztitgiteédiaire vertébré.

L'homme est infecté lors d'une piqldre d’anophétediée - injection du parasite
dans la circulation sanguine sous la forme de Fodt®. Migration ensuite vers le foie
ou les sporozoites pénetrent dans les hépatocgtasdt naissance a des dizaines de
milliers de mérozoites aprés multiplication.

L’éclatement des cellules du foie libere les paeasidans le sang leur permettant
de pénétrer dans les érythrocytes et de s’y midtipLe cycle se poursuit avec
I'éclatement des globules rouges et la libératiea thérozoites capables d’'infecter de
nouveaux globules rouges.

Des gameétocytes, cellules sexuées males et fempkesent parallelement se
former dans le sang du sujet infecté et se faigé&rgr lors d’'un repas sanguin du
vecteur. Maturation et transformation ensuite desnéfocytes en gameétes puis
fécondation qui engendre un zygote capable de migres les glandes salivaires du

moustique pour se différencier en sporozoites. dlrveau cycle peut alors commencer.

1.2.2.2. Epidémiologie de la transmission

Les modes de transmission du paludisme sont mestiglsavoir la transmission
par la pigire de I'anophele femelle infectée, paransmission mére-enfant au cours de
la grossesse, par injection lors des transfusiangusnes ou encore transmission lors
des greffes (16).

La présence d’eau stagnante est nécessaire ppuludation des vecteurs (gites
larvaires). Les repas sanguins et une températurenaile constante sont également
requis pour la multiplication sexuée Bdasmodiumchez le moustique maintenant la
transmission de la maladie.

Les vecteurs responsables de la transmission dwlipale sont des moustiques
femelles hématophages du geArmphelegprésentant un pic d’activité entre 23 heures
et 6 heures du matin. La reproduction de ces vestige « sang, eau et chaleur ». En
effet, les anophéles se développent entre 20 &f &b°vivent jusqu'a 30 jours. En
Afrique, les principaux vecteurs pour 'hnomme sofihopheles gambiae sensu stricto
Anopheles arabiensignopheles funestudnopheles nilet Anopheles moucheti



[.2.2.3. Manifestations cliniques

Apres une pigdre infectante, une période prépatasyenptomatique de 6 a 15
jours est observeée. L'acceés palustre est génénalgarérédé de céphalée, de fatigue, de
vomissements et de diarrhées. Une premiere phaserdgmtion de froid intense est
suivie d’'une montée de température au-dessus d& 4@tompagnée de vomissements,
de convulsions et de chutes de tension artériedlenalade entre ensuite dans une phase
de sudation. Le cycle des fievres dépend de I'esgecparasite impliquée, les fievres
« tierces » sont observées toutes les 48 heures Ptasmodium falciparum
Plasmodium vivaxet Plasmodium oval@lors quePlasmodium malariagrovoque des
fievres « quartes » dont la périodicité est de éRrés. L'accés palustre simple ne
posseéde aucune manifestation clinique spécifiques pEésente un tableau clinique
grippal, d’ou parfois la difficulté d’établir le agnostic du paludisme. L'acces palustre
grave (avec complications), toujours associBlasmodium falciparugest un acces
pernicieux du paludisme comprenant au moins un a#@eres majeurs suivants :
neuropaludisme, insuffisance rénale aigué, cedénmeopaire Iésionnel ou syndrome
de détresse respiratoire aigué, état de choc, eyredrhémorragique clinique ou
coagulation intra-vasculaire disséminée, convulgjénéralisée répétée, anémie grave,

hypoglycémie ou hémoglobinurie macroscopique.

1.2.2.4. Diagnostic biologique du paludisme
1.2.2.4.1. Diagnostic direct

Le diagnostic direct qui met en évidence les ptessleurs composants ou leurs
produits peut étre réalisé par plusieurs techniques

Le diagnostic pamicroscopig(goutte épaisse et frottis mince) est le mémelguel
que soit I'espéce plasmodiale. La coloration flgoemte des acides nucléiques par
I'acridine orange appelée QBC (Quantitative Buffya€ est un test rapide mais ne
permet pas le diagnostic d'espéce. Les technigmesunologigues comme I'ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assapu I'lFI (immunofluorescence indirecte)
recherchent les antigenes Béasmodiumcirculants grace a l'utilisation d’anticorps
spécifiques. Les outils de biologie moléculairenpettent d’établir un diagnostic direct

treés sensible, complexe et cher par la PCR (PoseeChain Reaction) (voir page 21).



1.2.2.4.2. Diagnostic indirect
Le diagnostic indirect consiste en la recherche atdgkorps sériques. Plusieurs
techniques complexes et onéreuses existent ennraigodélai d’apparition, de la
persistance des anticorps et des réactions cropm#estielles. Le diagnostic indirect
n'est donc pas idéal pour une démarche puremeghaligue mais reste utile lors de
parasitémie nulle ou de fiévre d'origine inconnuee prise d'antipaludique préalable a

la démarche diagnostique ou encore lors d’enqéieiemiologiques.

[.2.2.5. Thérapie et prophylaxie du paludisme

La prise en charge rapide d'un cas de paludismeigmé I'apparition de
complications et permet d'éviter la majorité desede Deux types de traitement
existent actuellement et dépendent de la gravittadealadie, soit les schizonticides
avec les amino-4-quinoléines, les combinaisons adaKine-pyriméthamine,
'artémisinine, la méfloquine et la doxycycline, itsées gamétocytocides comme
I'artémisinine et les amino-8-quinoléines. Les teeits traitements actuellement
disponibles sont les combinaisons thérapeutiquéss® d’artémisinine, notamment
pour le traitement du paludismédafalciparum

Pour un sujet non-immunisé, le paludisme reste mia¢adie potentiellement
mortelle pour laquelle aucun vaccin n’est commdisga L'OMS recommande le
traitement rapide de tous les épisodes cliniquasgilidation de moustiquaires
imprégnées d’insecticide a longue durée, le trat@npréventif intermittent chez les
femmes enceintes avec la sulfadoxine-pyriméthamiams les zones a forte
transmission, ainsi que les pulvérisations d'insielet & effet rémanent a l'intérieur des

habitations.

[.2.3. Paludisme des primates non-humains
Le genrePlasmodiunprésente un degré de spécificité d’hote assezlgsé et de
degrés différents de pathogénicité. Le paludisme@ssidérablement fréquent dans le
regne animal e plus forte raison chez les primates non-hum&nhsH) (17).
Les especes plasmodiales affectant les animauxepe@ire responsables ou non
de maladies chez leurs hétes. L'inventaire des cespést encore a compléter, en

particulier dans certains groupes d’animaux conmgaddmuriens (18).
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[.2.3.1. Cycle duPlasmodium chez les primates

Le cycle évolutif de plasmodies qui infectent |@éHPest le méme que celui des
plasmodies humaines : passage de sporozoites rampliale a I'hdte, développement
dans le foie, invasion du sang par les mérozoitassformation en gamétocytes et
ingestion de ces derniers par le moustique.

P. ovale, P. cynomolgi, P. simiovadeP. fieldi produisent des stades hépatiques
latents, appelés hypnozoites, responsables de teschues parasites des primates
présentent généralement une périodicité tierce (Ihme toutes les especes de
Plasmodiumafricaines a I'exception de. rhodainiqui, commeP. malariag présente
une périodicité quarte. En Amérique par contre, dgsles sont plutét quartes.(
brasilianum) et parfois tiercesR. simiun). En Asie, toutes les formes co-existent avec
un cycle quotidien pouP. knowlesi quarte poutP. inui alors que les autres espéces
présentent une périodicité tierce.

Mise a part leur description morphologique, levdrx sur lePlasmodiumdes
lémuriens sont encore limitéBlasmodium girardiet Plasmodium lemuriprésentent
une morphologie distincte pour chacun des stadedédeloppement dans le sang de

I'animal infecté (20).

[.2.3.2. Manifestation clinique chez les primates

Contrairement aux manifestations cliniques humaifess infections rencontrées
chez les simiens sont inapparentes ou se manifgstende trés Iégers troubles. La
parasitémie reste faible chez les hétes natureéx awme pathologie généralement
atténuée spontanément résolutive. La maladie esbdde durée avec une guérison
spontanée et de rares rechuRlasmodium schwetnie provoque par exemple, qu'une
légere infection chez le chimpanzé, avec quelgeeim peu de fievre (19). Une
exception toutefois a été observée pBurbrasilianum l'agent le plus commun du
paludisme chez le saimiri, qui se manifeste par am@mie hémolytique bénigne, de
I'apathie et une splénomégalie (21).

Les symptdbmes peuvent étre plus marqués lorsquemi&d est immunodéprimé
ou splénectomisé (22) ou lorsqueéPlasmodiunest inoculé expérimentalement chez un
primate qui n'est pas I'h6te naturel (2Blasmodium knowlegpeut provoquer une
infection mortelle chez le singe rhésus et le babalors qu’il est asymptomatique chez

le macaque crabier (23).
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Dans ces cas-la, 'autopsie révele comme principl@isions une couleur grisatre
des poumons, du foie et de la rate, une anémie,hénwsidérose, des thromboses
fréequentes avec une coagulation intravasculaireinet accumulation d’érythrocytes
infectés, la présence de macrophages remplis aeepigplasmodial dans les tissus, un
cedeme pulmonaire et/ou cérébral (24).

Aucune documentation n’est disponible a ce jourceomant I'étude clinique du

paludisme chez les prosimiens, y compris doncdesitiens.

[.2.3.3. Diagnostic du paludisme chez les primates

Le diagnostic est essentiellement direct par maop®. La différenciation des
especes de plasmodies qui infectent les PNH esiééorsur les caractéristiques
morphologiques des parasites aux divers stadesésgelappement. Le diagnostic
d’espece plasmodiale de PNH reste délicat en ragora faible parasitémie des
infections naturelles et des caractéristiques @esppeu marquées commfe.
brasilianumet P. simiumqui présentent des morphologies similaires respatient a
P. malariaeetP. vivax(23).

La sérologie trouve ici toute sa place pour cordirrfiinfection palustre. Elle
s’applique particulierement aux chimpanzés maispmte les mémes inconvénients
qgue chez les humains avec un long délai d’apparities anticorps (23). Les tests de
recherche d’antigénes spécifiques utilisés poutdsts humains peuvent également étre
positifs pourP. cynomolgi, P. coatnegt P. knowles(24).

L’écologie de la plupart des primates présenteetolgs conditions favorables au
maintien du paludisme. En effet, la vie en groupesdla forét et la latence de la
maladie chez les primates constituent des factatiractifs pour les moustiques et
permet aux petites populations de PNH de mainteriflasmodium Avec une densité
de population qui n'est que de deux individus paF,K’orang-outan abrite pourtant
deux especes plasmodiales (25).

Pour définir le réle exact des PNH dans le maintierpaludisme, deux éléments
sont encore a déployer : les données concernanstiiut sanitaire et le développement
d’outils permettant un diagnostic d’especes plasatesl plus sensible et plus
spécifique. L'utilisation de la PCR représente iaims élément décisif dans I'étude des
interactions entre les parasites des PNH et humains
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[.2.3.4. Thérapie du paludisme chez les primates

La plupart des paludismes de PNH peuvent étreésraitla chloroquine. Le goQt
tres amer des amino-4-quinolines réduit leur usagevoies intramusculaires ou aux
gavages par sonde. La chloroquine agit sur legstasexués sanguins mais ne présente
aucun effet sur les stades hépatiques ni sur legtgaytes. La méfloquine est utilisable
en cas de résistance a la chloroquine (20).

Les stades hépatiques sont traités a la primaq@eei est particulierement
important lors d’infection naturelle ou d’inoculati expérimentale par des sporozoites
de P. cynomolgiP. simiovaleou deP. fieldi qui possédent des hypnozoites. En raison
de leur toxicité lorsqu’elles sont administréeseanisle, la chloroquine et la primaquine
doivent étre administrées séparément (20).

L’association sulfadoxine-pyriméthamine est pragiget permet d’obtenir une

bonne clairance sanguine avec une seule injection.

[.3. Filariose

Les filarioses sont des maladies parasitairesdatgs pouvant étre lymphatiques
(appelées aussi éléphantiasis) ou cutanéo-muquéosesocercose, dracunculose et
loase) en fonction du tropisme des nématodes viespappelés filaires qui les
provoquent.

La symptomatologie, I'hnéte intermédiaire et la dimition géographique sont

spécifiques a chacun des types de filariose (26).

[.3.1. Filariose lymphatique

Le risque d’infection a la filariose lymphatiquencerne la population de 72 pays
soit environ 1,3 milliards de personnes parmi lefiga 120 millions sont infectées et
40 millions handicapées. La majorité des persomfestées se trouvent en Asie (65%),
particulierement en Inde, en Afrique (30%) et les cestants sont répartis dans le
Pacifique, en Amérique et en Méditerranée orier(@)e

L’archipel des Comores dans I'océan Indien hébargtoyer présentant des taux
de prévalence parmi les plus forts enregistrés. adgascar, la filariose lymphatique
est également présente bien que distribuée de radmérogene. Une forte prévalence
est retrouvée sur la codte Est entre Tolagnaro aérvé et au Nord, alors que la
prévalence est nulle sur les Hautes Terres (27).
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Chez I'nomme, 3 espéces de filaires sont resparsadel |a filariose lymphatique
dont la plus fréquente estuchereria bancroftirencontrée dans toute la zone
intertropicale. Les deux autres especes Bougjia malayj exclusivement asiatique, et
Brugia timori qui se retrouve dans les iles du Sud- Est dedhédie en particulier dans
le Timor (Figure 2).

Une étude menée a Madagascar a mis en évidwhamhereria bancroftivar.
vaucelichez 'hnomme bien que les adultes n'ont encoreigaété observeés (28).

Les parasites responsables de la filariose lymghatn’ont pas tous les mémes
hétes intermédiaires. Bien que les trois especestsmivent chez 'hommd3. malayi
et B. timori peuvent également se retrouver chez les animauestaques.

La transmission de la filariose lymphatique se fat la piqlre infestante de

moustiques femelles du gerCelex sp, Aedes sp, Mansonia sp, Anopheles sp
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Figure 2: Répartition mondiale des filarioses lymphatique3) (2

[.3.1.1.Cycle des filaires responsables de la filariose Ilyphatique
Le cycle de vie de chaque filaire passe par deadkest de développement distincts
appelés macrofilaire pour le stade adulte et miaiod pour le stade larvaire. Un hote
intermédiaire est nécessaire pour assurer la ni@urde la larve L1 jusqu’au stade de
larve infestante L3.

Les filaires méales et femelles obstruent les groscs chyliferes profonds et les
ganglions lymphatiques en formant des amas de esupklotonnés. Les femelles
vivipares fécondées émettent dans la circulatiog@ae les microfilaires (stade L1)
qui rejoignent les vaisseaux superficiels. Aspinées du repas sanguin du vecteur, les
microfilaires atteignent I'estomac du moustiqueavérsent la paroi intestinale et

rejoignent la cavité du corps. Une fois dans lesatas thoraciques, les microfilaires
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muent 2 fois pour atteindre le stade L3. Les lamésctantes L3 migrent alors vers la
trompe du vecteur et pénétrent dans le corps huloerde la piglre du repas de sang
du moustique. Le cycle recommence avec la migratesmicrofilaires vers le systeme

lymphatique, deviennent adultes et produisent attaur de nouvelles microfilaires.

[.3.1.2. Tableau clinique de la filariose lymphatique

Le tableau clinique de la filariose lymphatique d$taux filaires et aux infections
bactériennes secondaires. Certaines personnesigestde filaires ne déclarent aucun
symptéme pendant plusieurs années et sont app®léesirs sains. La seule preuve de
I'infection pour ces cas asymptomatiques est laai&n de microfilaires dans le sang.

Pour la forme symptomatique, la phase d’invasiome @& la migration des
microfilaires, se manifeste par de la fievre, dethralgies et des manifestations
respiratoires asthmatiformes. La phase d’état dige formes adultes comprend deux
stades de manifestations cliniques bien distinces, manifestations aigués et les
manifestations chroniques ou tardives.

Les manifestations aigués correspondent a divémflasnmations : lymphangites
aigués des membres inférieurs, inflammations geésitaigués (orchiépididymite,
lymphangite du sein), adénites aigués de sieégeinagwu lymphangites aigués
profondes.

Les manifestations chroniques ou tardives se neteifié 10 a 15 ans apres la
premiere crise qui passe souvent inapercue etdiged a I'obstruction des vaisseaux
lymphatiques par les macrofilaires. Les signes mirees se manifestent par une
hydrocéle, un lymphcedéme avec ruptures externeng¢rales membres, scrotum,
grandes lévres) et internes (chylolymphurie) oulépBantiasis. Les infections
microbiennes secondaires causent des dermatolymiolaaenites (DLAA) dont

dépend I'évolution péjorative de la maladie.

[.3.1.3. Diagnostic biologique de la filariose lymphatique

L’hyperéosinophilie sanguine liée a la filariosemjyhatique conduit a un
diagnostic d’orientation. Le diagnostic direct igélentre 22h et 4h pour les especes a
périodicité nocturne et vers 13 h pour les espétdspériodiques diurnes met en

évidence les microfilaires par examen direct destiér sanguins. Les microfilaires
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peuvent également étre recherchées dans les Ilggdidpanchement, I'urine chyleuse,
le liquide d'hydrocéle ou de ponction ganglionnaire

La non-détection de microfilaires par microscopiez de nombreux filariens a
conduit a la mise au point de tests immunologiq(ié&$ ou ELISA) servant le
diagnostic sérologique. Le diagnostic moléculaieenet de détecter les parasites dans
les échantillons de sang, d’hydrocele et d’uriréecgra la PCR (voir page 21).

[.3.1.4. Traitement et prise en charge des incapacités liéada filariose

Le traitement de la filariose lymphatique repose 3umicrofilaricides (pas de
destruction des macrofilaires) que sont [livermeeti lI'albendazole et la
diéthylcarbamazine mais qui provoque réguliérerdestréactions allergiques.

Le seul traitement disponible pour éliminer les roéiaires est la suramine,
administrée par injection intraveineuse, particelgent toxique nécessitant un suivi
médical strict.

L'utilisation de la doxycycline permet égalemenagit sur les macrofilaires. La
prescription d’antibiotique repose sur l'existendaine bactérie endosymbiotique
Wolbachia présente cheaV. bancrofti jouant un rdle dans le développement du
nématode, dans sa vitalité et sa fertilité.

Une numération des microfilaires doit systématigelehétre effectuée avant toute
thérapie. En cas de forte microfilarémie ou de featations allergiques, le traitement
peut étre administré en association avec des oafés et des antihistaminiques.

La prise en charge du lymphoedéme consiste en ustagp précoce, des soins
cutanés, la prévention de lésions et des exeraitegles pour favoriser le drainage
lymphatique. Un traitement a base d’antibiotiquénfpilline V, érythromycine) et
I'observation de quelques régles d’hygiene pounrasde bon état cutané des jambes et
des pieds des filariens permettent d’éviter les BLAa chirurgie de I'hydrocele, le

traitement de I'éléphantiasis et des complicationzaires sont couramment effectués.

1.3.1.5. Prévention et élimination

La protection contre les piqlres de moustique étvé encouragée par I'emploi
des moustiquaires imprégnées d’'insecticide de lertyuée et de répulsifs. De plus, la
mise en ceuvre de la lutte anti-vectorielle (pubaiton intra-domiciliaire d’insecticide,

suppression des eaux stagnantes et éliminatiogitesslarvaires potentiels) permet de
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réduire les contacts homme-vecteur, I'incidencéadealadie, et de minimiser les codts
induits par la filariose lymphatique sur le plaméomique.

Pour interrompre la transmission, la distributiorédicamenteuse de masse
consistant en I'administration annuelle d'une dosgque d’albendazole combinée avec
de la diéthylcarbamazine ou de l'ivermectine perattraiter toutes les populations
exposées pendant 4 a 6 ans.

1.3.2. Filariose lymphatique chez les animaux

Brugia malayj filaire parasitaire, a été retrouvée chez plusieanimaux
domestiques et sauvages en Malaisie (30). Bienleyebat soit I'hGte naturel dans le
Sud-Est de I'AsieBrugia malayi parasite également les ganglions et les vaisseaux
lymphatiques des chiens et des primates. L'infiestathez les carnivores domestiques
est probablement sous-diagnostiquée.

Le cycle des filaires lymphatiques chez les animaaxpas encore précisément
été décrit mais une lymphangite avec une lymphagulithee peut se développer en cas
de maladie chez le chien (31). Les infections dat é@Brugia pahangipouvant étre
facilement reproduites dans les conditions de ktome en font un modele pour les
filarioses lymphatiques humaines (32). Les maratésts cliniques observées sur les
animaux infestés au laboratoire sont une pertwbate la circulation lymphatique avec

cedeme des pattes postérieures (23).

[.3.3. Filariose lymphatique chez les primates

Peu détudes ont été menées sur les microfilaires pdmates mais une
microfilaire voisine daV. bancroftia été décrite chez un potto au Congo (33).

A Madagascar, une étude menée sur les hémopardsgeEmuriens a mis en
évidence une identité entre les microfilaires netées chez les Iémuriens et les
microfilaires retrouvées chez I'homme. Les réssltaht été obtenus aprés examen
microscopique, technique de référence de cetteugp@g basant sur la description et la
comparaison morphologique des microfilaires obs3\(6).

Une telle hypothése mérite d’étre validée par deBrtiques modernes de biologie
moléculaire pour confirmer les résultats obtenus @g@amen microscopique. Aucune
étude n’a cependant approfondi cette recherche nséhes filaires ont récemment été

mises en évidence chez les Iémuriens (34).
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La caractérisation des nématodes retrouvés chdertegiens devient nécessaire
pour annoncer la présence d’'une nouvelle espééitailes chez les [émuriens ou pour
confirmer la présence d&. bancroftichez les Iémuriens, ouvrant la réflexion autour du
maintien de la population de filaires responsalides la filariose lymphatique a

Madagascar.

[.4. Co-infection

Plusieurs especes ddasmodiumpeuvent se retrouver simultanément chez un
méme individu. L’infection palustre mixte par pldisine espéce d&asmodiunsemble
pouvoir moduler la réponse immunitaire de I'hétan®les situations da. vivaxet P.
falciparum sont co-endémiques, la gravité du paludismB. &alciparum peut étre
réduite. De méme, les individus infectés Parmalariaeet P. falciparumsemblent
moins souffrir des effets de cette infection queiteividus infectés pdp. falciparum
seul (35).

La répartition géographique des agents pathogeeds dilariose lymphatique
favorise la co-infection dans certaines région<hetz un méme sujeDes cas de
coexistence dBrugia malayiet Wuchereria bancroftont été rapportés (36, 37).

Des études épidémiologiques dans le Sud-Est astatijen Papouasie-Nouvelle
Guinée ont mis en évidence un parasitisme concatretare le paludisme et la filariose
lymphatique dans les communautés humaines (38)disegbutions géographiques de
la filariose lymphatique et du paludisme se supszpb d'ailleurs dans de vastes
territoires d’Asie, d’Ameérique et d’Afrique comme Madagascar (3). De plus, la

répartition des anopheles a travers le monde dépaggement celle du paludisme.
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I.5. Zoonoses

Les dix premiéres épidémies humaines de tous hegsesont la grippe, la variole,
la peste, le choléra, la tuberculose, le paludidmsijda, la fievre jaune, la polio et la
rougeole (39). Plusieurs de ces maladies peuvéstter et étre hébergées par les PNH
mais seules la peste et la tuberculose sont géngeal considérées comme des
zoonoses au sens strict du terme, bien que le déliabuvert autour de la grippe. Les
lémuriens en captivité s'averent réceptifs a l&ncidose, aussi bien au bacille humain
que bovin (40), méme si cette maladie n’est qu’pttoanellement retrouvée chez les
|émuriens en liberté.

Une étude épidémiologigue couplée chez 'hommeest PNH a montré le
possible passage deasmodiunde I'un a l'autre (41) et certains scientifiqueamcent
que les PNH pourraient jouer le role de réservoigr le paludisme (42). Sept especes
de Plasmodiumont été transmises expérimentalement des PNH @mbte : P.
knowlesj P. cynomolgi P. brasilianum P. simium P. eylesi P. schwetziet P. inui
Certaines especes comrRe knowlesi P. cynomolgiet P. simiumont été identifiees
chez 'homme, bien que rarement, dans des infecti@turelles ou accidentelles. Les
PNH peuvent eux aussi étre infectés par des soydassodiales humaines, naturelles
ou adaptées : les sing&stuset Saimiri parP. falciparumou P. vivaxet les chimpanzés
parP. ovale(23).

La souche subpériodique dgrugia malayi est la principale responsable des
filarioses lymphatiques zoonotiques. Cette formgpguodique a un nombre maximal
de microfilaires pendant la nuit, qui persistenhslda journée. Les réservoirs de la
brugiose subpériodique sont les singes, les chieaghats et les carnivores sauvages.
Cette filariose de Malaisie est endémique dansulk ¢e la Thailande ou le chat
domestique est le principal hote réservoir. L'intpoce relative des animaux
domestiques et sauvages en tant que réservoirardsite n’est pas connue, mais il est
probable que les animaux domestiques soient plugesbd une source d’infestation pour
I'homme (23). Une étude a souligné le réle possilde chiens dans la transmission de
la filariose humaine en raison de la forte prévededeBrugia malayichez les chiens
(43). Les conséquences des infections zoonotiquds kEur impact sur le programme
de lutte contre la filariose lymphatique seraidatsaa discuter.
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Une autre étude malaise présente 5 patients rédérés un centre médical avec
des manifestations clinigues et un diagnostic egique positif a la filariose
lymphatique. Le diagnostic moléculaire par PCR @ebantillons sanguins révele
I'infection de 2 des patients pBrugia pahangi filaire animal encore jamais reconnue
pour provoquer une maladie humaine en milieu nhtueeprésence dBrugia pahangi
sur les chats domestiques, capturés dans la bardeewésidence de I'un des patients, a
eégalement été confirmée (44).

Les données recueillies powuchereria bancrofficoncernant les animaux et les
zoonoses sont tres limitéeSpecies inquirendgusqu’a ce jour, aucune preuve

scientifique ne confirme que la filariose de Bafficsoit une zoonose.

[.6. Conservation

La conservation de la nature consiste en la piiotectes populations d'espéces
animales et végétales, ainsi que la conservatior'imtégrité écologique de leurs
habitats naturels ou de substitution.

La protection d’une espéce rare ou d’'une populatimdividus menaceés implique
la protection ou la restauration de leurs cond#ide vie ou de survie. Cette protection
peut également étre appliguée a la conservatiola diéversité génétique grace a une
protection dans le milieu naturel. Certains zoostigpent a des programmes de
protection d'especes animales avec une éventéitigaduction dans le milieu naturel
d'origine a I'échelle d’un territoire, d'une résematurelle, d'un parc naturel régional,
d’un parc national ou transnational avec des cntit

La délocalisation est un cas particulier de corst@m avec le mouvement
intentionnel ou non-intentionnel des organismesnis en liberté d'une région a une
autre, au sein et en-dehors de leur aire de répartinaturelle comprenant
I'introduction, la réintroduction et le repeuplenéA5). La délocalisation est ainsi un
outil de conservation d'especes (46). Des impaatsla santé sont potentiellement
associés a la délocalisation des animaux sauvagies.évaluation formelle de ces
risques devrait systématiquement étre effectuéataslamque transfert et étre intégrée
dans les décisions de validation/non-validation tcansfert avec modification du
protocole de transfert si nécessaire afin de rédes risques de santé inhérents a la
délocalisation (47).
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I.7. PCR

La PCR (Polymerase Chain Reaction ou Réaction digriéoisation en Chaine)
est une méthode découverte en 1983 et mise au geniMfullis en 1985 basée sur une
réaction enzymatique qui permet de sélectionnes gramplifier en tres grande quantité
un fragment d’ADN particulier, sous représenté apadt, parmi des millions d’autres

fragments (48).

[.7.1. Principe

La technique de PCR met a profit la connaissancéaimentale sur la structure de
’ADN. Les deux propriétés principales exploitéemtsla thermolabilité des liaisons
entre les bases de chaque brin, et la complémgntians I'enchainement orienté des
bases. Lorsque les liaisons entre les bases sopues par la chaleur, chacun des deux
brins est capable de se réassocier en reprodliggpariement de départ ou avec toute
autre structure présentant une séquence complémeenta technique repose sur
I'action d’'une enzyme naturelle, 'ADN polymérasegpable de synthétiser le brin

d’'une séquence a partir d’'une amorce.

[.7.2. Réaction

La PCR est une technique entierement automatisge wathermocycleur ou la
température peut varier tres rapidement et trésigient de 0°C a 100°C. Suite de
cycles qui se répétent en boucle, compris entret 2, la PCR permet I'amplification
d’'un fragment d’ADN non-détectable jusqu’a un seldétectable. La réaction consiste a
réutiliser le produit de chaque cycle comme matpoarr les cycles suivants. La
séquence cible est donc doublée a chaque cycleadbnm taux d’amplification
théorique d&", n étant le nombre de cycles.

Un cycle de PCR est composé de trois étapes : éparation des brins d’ADN
appelée dénaturation, une hybridation des amorceme élongation par une ADN
polymérase (Figure 3).

Au cours de la dénaturation, la température dartside est élevée a 94-95°C
contraignant 'ADN a perdre sa structure en douidice. Les liaisons hydrogenes
reliant les bases de chaque brin deviennent irestadil ’ADN double brin se divise en

ADN simple brin.
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La température est ensuite abaissée a la tempgdihybridation. L’hybridation
comprend la reconnaissance et la fixation des asorsur leurs séquences
complémentaires au brin d’ADN matriciel en reformeas liaisons hydrogénes. Cette
étape dure entre 2 a 60 secondes, le temps auxesrg s’hybrider correctement.

Pendant la derniére étape qui est I'élongatiortetapérature est fixée a 72°C
correspondant a la température idéale d’activitéladdaq polyméraseextraite de
Thermophilus aquaticusDes nucléotides libres sont ajoutés aux amorgsidées
dans le sens 5’-3'. La durée de cette étape estiléal selon la longueur du segment a

amplifier.

5’ 3
3 5’
l Dénaturation

5 3

3 5’
amorces L] .. o Hybridation

5 o 3

5 3 3 5

31 . 5’
TaqPol Elongation
dNTPs

5 3
12
51

Figure 3: Déroulement d'un cycle PCR (48)
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[.7.3. Exigences de la PCR
La technique de la PCR est contraignante, nécassiteBaménagement particulier
de I'espace et du personnel techniqgue formé peamtette limiter au maximum les

risques de contamination des prélevements et deuaiation des produits dangereux.

1.7.3.1. Aménagement de I'espace

La compartimentation de I'espace est primordialerga bonne exécution de la
technique PCR permettant de controler le flux dtémnal. La premiére étape se déroule
en salle de préparation du mélange réactionnel iguWme autre salle est utilisée pour
extraire les prélevements et les répartir dansixe lba PCR et la révélation se déroulent
dans une salle distincte.

1.7.3.2. Amorces
La sélection des amorces doit également étre nhétisel puisque la réussite de la
technique PCR, sa spécificité et sa sensibilitéedéent de ce choix. Communément,

les séquences des amorces utilisées proviennepublésations référencées.

1.7.4. Types de PCR

La techniqgue PCR a considérablement évolué depuidésouverte. Plusieurs
types ont été développés permettant un plus largeta&il d’applications principalement
dans le domaine du diagnostic moléculaire.

La PCR «nichée » consiste en une succession de BER avec deux lots
d’amorces différents. Les échantillons d’ADN sotgthard amplifiés afin d’augmenter
le nombre de copies du fragment d’ADN cible. Puise seconde amplification est
réalisée avec deux amorces positionnées de manierae par rapport aux amorces
utilisées au cours de la premiere amplification.

La PCR quantitative ou « PCR en temps réel » pedigstimer le hombre de
copies présentes de la séquence-cible d’ADN ou AR

Quant a la PCR dite « multiplex », elle désigne oms&e au point autorisant, en
une seule réaction, 'amplification de plusieurgrsents d'ADN distincts.
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[.7.4.1.PCR en temps réel

La PCR en temps réel (RT-PCR) est une techniqueplification, développée en
1992, utilisant un fluorochrome intercalant commeSlYBR Green | (49). Basée sur la
détection et la quantification d’un signal fluorest; 'émission mesurée est directement
proportionnelle a la quantité d’amplicons génémsdant I'amplification.

La visualisation de I'amplification se fait ainan ¢emps réel a chaque cycle de

réaction.

1.7.4.2.SYBR Green |

Le SYBR Green | est une molécule pouvant s'intercalu niveau des chaines
double brin d’ADN. Il sert de méthode alternativelmomure d'éthidium (BEt) pour la
détection d’ADN/ARN sur gel de polyacrylamide ou d&agarose. Il est également le
principal marqueur utilisé pour 'amplification asgpfique de séquences en RT-PCR. La
mesure de la fluorescence permet de suivre l'autatien des produits amplifiés lors
de I'étape d’hybridation et d’élongation.

La fluorescence émise augmente ainsi proportioamaht avec la quantité de
produits amplifiés. La fluorescence devient nutleside la dénaturation de 'ADN, puis
est a nouveau enregistrée et mesurée a la fin dguehétape d’élongation par un
systeme de lecture intégré a I'appareil (Figure 4).

La vérification de I'amplification se fait par commaison de la courbe de fusion
correspondant a la variation de la fluorescencéoration de la température, mais la
fluorescence pouvant provenir d’'un produit non #ape ; seul le séquencage apres

migration des amplicons sur gel permet la confiromat
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SYBR Green | libre

Amorce
S’ﬁ?f .‘ ‘
T T T T Te ©
[
[
[ .“
[
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<I_I_I Amorce hybridée

SYBR Green | incorporé activé -
T mEwETT
fluorescence

Figure 4: Principe de marquage avec le SYBR Green | (50, 51)
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. MATERIELS ET METHODES
[1.1. Méthodes
[1.1.1. Cadre et type d’étude

L’étude expérimentale prospective a été réalisés tkalaboratoire de I'Unité de
Recherche sur le Paludisme (URP) de l'Institut ®@astde Madagascar (IPM). Les
échantillons de sang ont été prélevés sur 5 [ému2Propithecus conoraty Lemur
catta, 1 Varecia variegata élevés en semi-liberté au Lemurs’ Park, une vésprivée
de Iémuriens située a 25 km de la ville d’Antanamardans la Commune

d’Ambatomirahavavy - District d'Imerintsiatosika.

[1.1.2. Durée d’étude
Les mises au point de PCR au laboratoire se soaulds du mois de mars 2010

au mois d’aodt 2010.

[1.1.3. Objectifs de I'étude
L’objectif principal de cette étude est de mettne point les méthodes de
diagnostic par biologie moléculaire pour le démgstae I'infection du paludisme et de
la filariose lymphatique chez les Iémuriens. Aussitravail évalue la performance de la
PCR par rapport aux résultats obtenus par la miops (goutte épaisse / frottis mince)
et par le test de diagnostic rapide pour déteetehémoparasitaires responsables de ces
maladies chez les prosimiens de Madagascar.

[1.1.4. Criteres d’inclusion et d’exclusion
Le nombre de 5 lémuriens était fixé par l'arrivée ces 5 Iémuriens au
Lemurs’Park en provenance de région endémique dilddose lymphatiqgue a
Madagascar n'ayant encore subi aucun traitementuti@ sorte ni vermifugés. Le

critere d’exclusion était donc le traitement de @eisnaux contre les helminthes.

[1.1.5. Préléevements sanguins des Iémuriens
La capture au filet et la contention de I'animahtsassurées par les soigneurs.
Le sang total a été prélevé dans des tubes callscéec EDTA (anticoagulant)
au niveau de l'aine, au hasard de la veine ouattete fémorale, et collecté en soirée

(17 heures) avec une quantité minimale de 2 ml.
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Les prélevements ont été réalisés avec du mastéele, neuf et a usage unique

et apres désinfection de la zone de ponction. Ghagglevement a été identifie.

[1.1.6. Transport des échantillons
Le transport des échantillons sanguins vers lerédbwe a été effectué rapidement
(moins de 24 h) au cours duquel la températureéédeantillons a été constante a 4°C a
I'aide d’une glaciére contenant des plaques eujges.
A la réception, les informations concernant I'héysel et le volume recueilli sont

notifiées.

[1.1.7. Stockage des prélevements
Les prélevements stockés de facon rationnelle dbass boites étiquetées et
étanches ont été conservés et rangés dans degréteurs et des congélateurs. Ainsi,
1ml de sang total est récupéré dans des cryotub2sw, le solde centrifugé afin que le
culot et le sérum puissent étre conservés sépatéfrmrs les aliquots ont été conservés
a-20°C.

[1.1.8. Tracabilité des prélevements
La tracabilité est une procédure qui consiste aeagamune trace écrite ou
informatique des différentes étapes de manipulatemprélévements. C’est une preuve
d’'un bon déroulement des opérations depuis la pleseprélévements jusqu’a I'analyse
des résultats assurée par I'étiquetage des préénterat la constitution d’'un dossier de
tracabilité des étapes de manipulation. La tratébdst assurée par I'archivage des

données rassemblées.
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[1.1.9. Microscopie optique

Le diagnostic des hémoparasites comme le paludisma filariose lymphatique
repose sur I'examen d’'une goutte de sang — gop#isse et frottis mince. Les lames de
références de I'OMS ont servi de support d’entraiere pour lidentification des 4
especes déPlasmodiumselon leur stade de développement, la reconnaissahc
I'observation des microfilaires d&/uchereria bancrofti et le calcul de la charge
parasitaire. La recherche des parasites se fa# mdgnitude 40 pour la filariose
lymphatique et a magnitude 100, en immersion aléhpour les parasites responsables

du paludisme.

[1.1.9.1. Confection de la goutte épaisse et du frottis mince

Une quantité de sang définie, soit 10 pl, est d&posur une lame puis
régulierement étalée en mouvement circulaire pbteror la goutte épaisse (Photo 2).

Une autre quantité de sang est déposée sur unallétatement. Le frottis mince
est réalisé par le glissement régulier d’'une datree dont le bord a touché la goutte de

sang puis I'a répartie (Photo 2).

Photo 2 : Goutte épaisse et frottis mince sur lames (SouiRR)

11.1.9.2. Séchage et fixation
Les lames ont été séchées a température ambiaptesigion horizontale pendant
plusieurs heures en évitant les rayons solairesingectes et les poussieres. Seuls les

frottis minces ont été fixés au méthanol.

[1.1.9.3. Coloration

Les étapes de coloration se sont déroulées aual@i@ avec une solution de
Giemsa préte a I'emploi. Les lames ont été incubées la coloration pendant 10 min,
a température ambiante, avant d’étre délicatemeoéas a I'eau courante, en filet fin.

Le séchage des lames colorées s’est égalemeattéiipérature ambiante.
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[1.1.10. Test de diagnostic rapide

Le test de diagnostic rapide ou TDR permet en qieslgninutes de confirmer la
suspicion d’'une maladie. Constitué d'une caissetb@tenant une bandelette de
nitrocellulose traitée, le TDR est basé sur la $jgéé des anticorps monoclonaux pour
les antigénes-cibles fixés a des endroits définides complexes antigenes-anticorps
vont migrer par capillarité.

Le principe du test repose sur 'immunochromatolgi@ap

L’échantillon a tester est déposé a I'extréemitélalenembrane de nitrocellulose
avec du tampon de lyse déposé dans le puits,téatilia lyse des globules rouges et la
migration de I'échantillon sur la bandelette réaetiSi I'antigene recherché est présent,
il sera capturé en sandwich par l'anticorps margudixé sur la membrane. Cette
capture se traduit par I'apparition d’'une ligneidis. Le TDR est validé lorsque la
migration de I'excés de conjugué est immobilisé paranticorps anti-lapin ou anti-

souris entrainant I'apparition d’une ligne contréigible, aprés 15 minutes.

Ligne de
| Dxtle cfntrme Lignes de test  Puits pour échantillon

1

Nl

I'échantillon

Figure 5 : Description schématique d’'un TDR (52)

[1.1.10.1. Dépistage dePlasmodium spp par TDR

Des tests préts a I'emploi sur bandelette sontodigpes pour chacune des
parasitoses. Le te€lareStart™ (Access Bio, New Jersey) met en évidence la preté
Histidin Rich Protein ZHRP2)spécifique dd’lasmodium falciparunet I'enzyme pan
pLDH (parasite Lactate Dehydrogenasg)mmune a toutes les especes plasmodiales.

11.1.10.2. Dépistage deNuchereria bancrofti par TDR

Le TDR Filariasis 1gG/IgM Combo(CTK Biotech, San Diego) utilise des
antigenes recombinants pour la détection simultaleselgG et des IgM Wuchereria
bancroftiet aBrugia malayi
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L'extraction d’ADN varie en fonction de la naturee d'échantillon, libérant

I’ADN parasitaire des prélevements sanguins (satad, tfrottis) ou des gels d’agarose.

[1.1.11.1. Extraction a partir du sang total

L’extraction d’ADN a partir du sang total a étélig@e avec le kiQlIAamp DNA
Blood Mini Kit (QIAGEN) (Figure 6).

PURIFICATION
D’ADN

RESUSPENSION
D’ADN

20 pl de Protéase QIAGEN + 200 pl d’échantill
+ 200 pl de tampode lyse AL)

Agitation 15 s - Incubation 56°C, 10 min

Mélange + 200 pl d’éthanol (96 a 100%

Agitation 15 s - Centrifugation bréve

Application du mélange a la colonne QlAamp

Centrifugation 8 000 tr/min, 1 min

Colonne QlAamp dans un spin propre de 2 m
+ 500 pl de tampon de lavage 1 (AW1)

J/ Centrifugation 8 000 tr/min, 1 min

Colonne QlAamp dans un spin propre de 2 m
+ 500 ul de tampon de lavage 2 (AW?2)

J/ Centrifugation 14 000 tr/min, 3 min

—»

Colonne QlAamp dans un spin propre de 1,5 ml

+ 200 pl d’eau distillée stérile

Centrifugation 8 000 tr/min, 1 min

Conservation a (-20°C)

Figure 6 : Protocole d’extraction d’ADN a partir du sanggio
avec le « QlAamp DNA Blood Mini Kit »

Incubation a température ambiante, 1 min
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Vingt microlitres de protéase (protéinase K), 200d@ sang total et 200 ul de
tampon de lyse (AL) sont mélangés dans un microtagaés au vortex pendant 15
secondes puis incubés a 56°C pendant 10 minutesnitetube a été brievement
centrifugé pour enlever les gouttes de l'intéridurcouvercle, avant d’ajouter 200 pl
d'éthanol pur. Le mélange a encore été agité @ewpendant 15 secondes et centrifugé
brievement de nouveau.

La colonne QlAamp comprenant une membrane de sjm®te sur un tube
collecteur de 2 ml, a été précautionneusement ierapec le mélange puis centrifugée
a 8000 tr/min pendant 1 minute. La colonne a étévér et placée dans un nouveau
tube collecteur et le filtrat jeté. La colonne & éuverte délicatement et 50 de
tampon de lavage 1 (AW1) y sont ajoutés. Le bouch@té refermé et la colonne re-
centrifugée a 8 000 tr/min pendant 1 minute. Lawoné a été placée dans un nouveau
tube, le filtrat jeté avant d’ajouter 500 pl de pon de lavage 2 (AW2) dans la colonne.
Le bouchon a été refermé, la colonne centrifug&é @00 tr/min pendant 3 minutes. Le
filtrat a été alors vidé et la centrifugation réeeafin d’éliminer toute trace de tampon
AW?2.

La colonne a finalement été placée dans un demmigotube avant d’ajouter 200
ul d'eau distillée et de I'incuber a températurédiamte pendant 1 minute. La derniere
centrifugation a 8000 tr/min pendant 1 minute anrperde récupérer 'ADN extrait

avant de le conserver a -20°C (Figure 6).
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[1.1.11.2. Extraction d’ADN a partir des lames soubes de 'OMS positives en
Wuchereria bancrofti

La technique d’extraction d’ADN a partir de lames ene méthode mise au point
par 'Unité de Recherche sur le Paludisme de ltmsPasteur de Madagascar sur la
base d'un article (53) (Figure 7). L'ADN de miciafres a été extrait des lames de

référence de 'OMS.

Lames colorées au Giemsa

PURIFICATION - > 3 lavages : tampon de pHPO, (100 mM)
D’ADN

Raclage avec des lames stériles de bistouy

Etalements raclés + 500 pl MO, (5mM)

Agitation / Centrifugation 15 000 g, 5 min
Culot + 250 pl NgHPQ, (5mM)

Agitation / Centrifugation 15 000 g, 5 min

Culot + 20 pl eau distillée stérile

RESUSPENSION Ebullition 100°C, 10 min
D’ADN

Conservation a (-20°C)

Figure 7 : Protocole d’extraction d’ADN a partir des lanoedorées au Giemsa

avec une solution de NdPOy

Les lames ont été lavées avec une solution de dilitso hydrogénophosphate
(NaHPQ4, 100mM) trois fois de suite. Puis ces lames oétratlées, la poudre mise
dans des microtubes a l'aide de lames de bistdériles avant I'ajout de 500 ul de
tampon NaHPO, (5 mM). Le contenu des tubes a été meélangé aewetis centrifugé
a 15 000 g pendant 5 minutes a température amtaaate de jeter le surnageant.

Le lavage a été répété une deuxieme fois avec 25@etampon NgHPO,
(5mM). Le culot obtenu a été remis en solution dadqul d’eau distillée stérile. La
suspension a ensuite été bouillie a 100°C pendamtifiutes et le produit d’extraction

conserve a -20°C (Figure 7).
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1.1.12. PCR
Toutes les étapes de la PCR suivent un protocaolet.ste volume et la
concentration finale de chaque réactif a utilisentsdéterminés en fonction de la
concentration initiale de la solution utilisée. $das produits nécessaires a la PCR ont

été dégelés sur glace. Tous les éléments en cavacies réactifs sont a usage unique.

[1.1.12.1. Préparation du mélange réactionnel

Le mélange réactionnel appelé communénmeitest calculé pour le nombre de
prélevements a tester. Il est préparé en ajoutantdactifs les uns apres les autres :
dNTPs, le couple d’amorces sens/anti-sens, le tamjsau distillée, et 'enzymeTaq
polymérasgqui est introduit en dernier dans le mix. Le méka réactionnel est ensuite
redistribué entre le témoin positif, les échantifieet le témoin négatif, toujours rempli
en dernier. Le témoin négatif est effectivemenierssl pour chaque PCR puisqu’il
permet de vérifier que le mix n'‘a pas été contamiaé de 'ADN pendant sa
préparation. Aprés chaque manipulation, le plantrdeail a été nettoyé avec de la
désoxyribonucléase (ADNase).

L’ADN a amplifier est ajouté par la suite au mixndaune salle dédiee a cette

action. Cet ajout se fait avec une micropipettdestcones réservés a cet effet.

11.1.12.2. Amorces

La localisation des amorceRlu5/rPlu6 sur le génome dllasmodiumsp. est
réalisée par alignement a l'aide du BLAST (BasiccdloAlignment Search Tool),
mettant également en évidence l'existence de laieseg cible che®. yoelii P.
chabaudj P. knowlesietP. berghei

La position (Figure 8) des amorces servant a areplifn fragment de génome
chezW. bancroftiinuméro d’accession au GenBank : AY297458.1) geste le méme
principe.

LDR1 - LDR2.

—> <
N1 NV2

Figure 8 : Emplacement schématique des amoht'¢$/NV2etLDR1/LDR2
sur le géne d@/uchereria bancroft{Source : BLAST)



34

Les détails des régions amplifiées du génomeWdehereria bancroftisont
disponibles avec les amorces respectiVe€d/NV2etLDR1/LDR2(Figure 9).

>NV1/NV2 (195 bp) EEllES SN IWESe TAA GTG AAT TGT

TTT TTA ATA TTT TCA AGI ATG AAT GGA ATT TTT AGC AAT TTT TTT
GIT TAT ATT TTT ATT TGA ATT ATT TTT TTT TTT TGI TGG CTT GGI
ATA ACC TTA TTT TTT AAT CTT TTT TAA TTT TTT TAG TTT TTT T@E]

TGl CTT ATG GTA AGI GAG

>LDR1/LDR2 (117 bp) [N IS ceRc Ve i BNV T ATC

TGC CCA TAG AAA TAA CTA CGG TGG ATC TCT GGT TAIB® e i® e,
TGG ATT AGA CAG TCQ

Figure 9 : Régions amplifiées du génome\dkeichereria bancrofti
avec les amorcd$V1/NV2etLDR1/LDR2(Source : BLAST)

[1.1.12.3. Paramétrage du thermocycleur

Les différentes étapes d’amplification de TADNd&roulent par cycles successifs
dans un thermocycleur, programmé par l'opératees parametres variables sont le
temps et la température des différents cyclesataglification ainsi que le nombre de
ces cycles.

[1.1.13. Electrophorese
Le point terminal d'un diagnostic par PCR est de/élér les produits

d’amplification par un moyen approprié et sensibd® les comparant avec des
marqueurs de poids moléculaire. L’électrophoresempe la migration et la
visualisation par fluorescence des molécules delspanoléculaire difféerent. La
fluorescence (par UV) est réveélée grace a l'intégmade bromure d’éthidium, intercalé
dans les molécules d’ADN double brin dont la flesmence augmente
proportionnellement avec le nombre de copies ptésatans le milieu.

[1.1.13.1. Electrophorése sur gel d’agarose
L’électrophorése sur gel d'agarose permet de sémhee fragments d'ADN

compris entre 0,1 et 2,0 kilobases (kb).
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Le gel préparé est un gel d'agarose a 2,5% (mft)2s6 g d’agarose en poudre
dissous dans 100 ml de solution de TAE, 1 fois entrée. Le mélange est chauffé au
four a micro-onde a 700 W pendant 5 minutes avaat&jul de BEt a 10 mg/ml soient
ajoutés. La solution obtenue est coulée dans uposupgur lequel est fixé un peigne
formant les puits nécessaires au dépot des ampliobtenus aprés la PCR. Apres la
polymérisation, le gel est placé dans la cuve at@ghorése, contenant le tampon
d’électrophorese.

Le dépdbt des échantillons est réalisé selon un;pthlaque puits est chargé avec
15 ul d’'amplicon et 3ul de tampon de charge coloré au bleu de bromoph&mopuits
est également chargé avec 5 ul de marqueur de paildsulaire d'ADN mélangé a du
tampon de charge coloré au bleu de bromophénolpedant plusieurs fragments
d'ADN de taille connue (en paire de bases ou pb¢miant d'échelle de repéres.

Un courant électrique de 120 V est appliqué a l&e qendant 45 minutes. Il est
nécessaire de vérifier régulierement le déroulengdenta migration pour éviter une
migration trop importante, donc une sortie desrfragts du gel. La vitesse de migration
d'un fragment d'’ADN dépend de sa masse molécudhine la densité du gel utilisé
ainsi que de la tension électrique. Les fragmeggplus petits migrent plus loin que les
plus grands fragments dans un temps donné.

Aprés la migration, le gel et son support sontréstide la cuve et placés sur la
plague du GelScan™ (Bio-Rad, Suéde) pour la rédeélates produits d'amplification
sont visualisés a l'aide de lumiére UV. La photogdé est analysée avec le logiciel

Quantity One version — 4.6.2 de Bio-Rad

[1.1.13.2. Electrophorése sur gel de polyacrylamide

Le gel de polyacrylamide permet de séparer des aulgg plus petites. Le
protocole utilisé est celui disponible a I'Unité ®&rologie de I'Institut Pasteur de
Madagascar. Le volume de BEt utilisé pour la rén@taa toutefois été augmenté de 4 a
8 pul.

La préparation de ce gel nécessite I'utilisatios dants en nitrile qui protégent
des effets neurotoxiques de la polyacrylamide etakse en meélangeant dans I'ordre :
5,0 ml de bis-acrylamide 30% (29:1), 1,5 ml de tam@AE (10x, pH 8,4), 8,5 ml
d'eau distillée, 75,0 pl de persulfate d'ammoniuffelet 30,0 ul de TEMED
(TEtraMethylEthyleneDiamine).
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Le volume total de 15 ml est suffisant pour 2 ngals. Les gels sont coulés entre
deux plagues de verre, se polymérisent pendant l5sor la paillasse puis sont
transférés dans le systéme de migration dont Imbkaintérieure est remplie de TAE
jusqu'au niveau des puits. Dix microlitres de cleapgroduit de PCR sont déposés avec
1 ul de marqueur. Le module de migration est eaguiicé dans la cuve remplie de
TAE. Chaque gel est mis sous tension a 20 mA pentaminutes jusqu'a ce que le
bleu de bromophénol atteigne la limite inférieure.

Apres migration, les gels sont immergés dans uhgico comprenant 500 ml
d'eau distillée et 50 ul de BEt a 10 mg/ml puisibés dans une chambre noire pendant
15 minutes. Puis les gels sont rincés avec de tistillée pendant 2 min et pris en
photo sur le GelScal.

Le reste des amplicons est conservé a +4°C poungtge un nouveau dépbt si

nécessaire.

[1.1.14. Purification d’ADN

La purification d’ADN a été réalisée avec le kitAQuick gel extraction (Qiagen)
(Figure 10). Ce protocole a été congu pour extetirgurifier 'ADN de 70b a 10 kb a
partir de gel d'agarose préparé avec du tamponolBEAE.

Toutes les étapes de centrifugation ont été effestia 17 900 g (13 000 tr/min)
dans une centrifugeuse a température ambiante.

La bande contenant I'ADN cible a été découpée tld'ggarose (par visualisation
aux UV) avec un scalpel propre et tranchant. Ldaggtmn vis-a-vis des UV s’est fait
derriere des lunettes de protection avec une dliegposition réduite au minimum.

Le morceau de gel a été placé dans un microtub® grgé. Trois volumes de
tampon de dissolution QG (de couleur jaune) ontagtétés par volume de gel (100 mg
pour 100 ml). Le microtube a été incubé a 50°C pahcu moins 10 minutes et
mélangé au vortex toutes les 2-3 minutes jusqusaatlition compléte du morceau de
gel. Si la couleur du mélange vire au violet apgekibilisation, 10 ul d'acétate de
sodium 3 M (pH 5,0) doivent étre ajoutés pour ré@veénla couleur jaune initiale.
L’ajout d'un volume d’isopropanol pour un volume giel n’a pas été effectué.

Une colonneQIAquick contenant une membrane de silice a été placée utans
tube collecteur. Le contenu du microtube a été si&utans la colonne puis centrifugé

pendant 1 minute. Le filtrat a été jeté. La coloanété replacée dans le tube collecteur
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puis lavée avec 7501 de tampon de lavage (PE) et centrifugée pendaniniite. Le
filtrat a été jeté et la colonne centrifugée a reaw pendant 1 minute. Finalement, la
colonne a été placée sur un nouveau microtube @retpf ADN a été élué avec 50 pl
d'eau distillée puis centrifugé pendant 1 minut&ON ainsi purifié a été conservé a -
20°C (Figure 10).

PURIFICATION _____, Fragment de gel (excisé et pesé
D’ADN \l/

N

N—r

3 volumes de tampon de dissolution (QG

ajoutés pour 1 volume de gel

\L Incubation 50°C, :10 min

Si gel dissout de couleur violet :
ajout 10 pl de 3 M d’acétate de sodium, pH 5,0

Agitation bréve

Colonne spin QIAquick placée dans un tube de 2 ml

Centrifugation, 1 minute, température ambiante

Liquide dans le tube jeté ;
LAVAGE _______ | Colonne placée dans le méme collecteur
+ 0,75 ml de tampon de lavage (PE)

Centrifugation, 1 min, température ambiante

Liquide traversant jeté

Centrifugation, 1 min, température ambiante

RESUSPENSION
D’ADN

Colonne QIlAquick placée dans un
—

microtube propre + 50 pl d’eau distillée

Figure 10: Protocole de purification d’ADN a partir du géhgarose

avec le« QIA quick Gel Extraction Kit »
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[1.1.15. Optimisation des conditions de PCR
Aucun protocole ne pourra convenir a toutes ledieadons possibles de la PCR.
Une optimisation est ainsi nécessaire afin d’oltémiprotocole le plus adapté en
ajustant les concentrations de chacun des réaéiifseffet, au fur et a mesure de
'avancée de la PCR, les copies d’ADN s’accumuétnmhodifient le milieu réactionnel,
et la synthese d’ADN est toujours accompagnéeglhipération d’ions pyrophosphates

qui, en concentration élevée, inhibent I'activigéldTaqg polymérase

[1.1.15.1. Mise au point des PCR conventionnelles simplex

Le protocole de diagnostic par PCR classique étikst celui communément
appligué a I'Unité de Recherche sur le PaludismEmigitut Pasteur de Madagascar.

Chaque mix contenait 5 ul d’ADN et une concentratite 0,5 mM de chaque
amorce dans un volume final de @5 L’optimisation des conditions d’amplification a
principalement porté sur la concentration d’ADN5(11/10) et la variation du nombre
de cycles (30/35/40) avec chaque fois 'ADN B&asmodium falciparunB8D7 et
Plasmodium ovalservant de contréles positifs.

Le thermocycleur a été programmé comme suit :

Dénaturation initiale 95°C 5 minutes
Dénaturation 95°C 1 minute |
Hybridation 59°C 1 minute F A cycles
Elongation 72°C 1 minute 30 secondes  (30/35/40)
Elongation finale 72°C 10 minutes

Pour la mise au point de la recherche de microdjdes produits d’amplification
obtenus avec les amordd¥1/NV2et LDR1/LDR2ont été comparés. Se référant a trois
articles (37, 54, 55), plusieurs programmes avéérdintes dilutions d’ADN ont été

réalisés. Les résultats ont été confrontés, enécuesce le programme adéquat était :

Dénaturation initiale 95°C 5 minutes
Dénaturation 94°C 1 minute |
Hybridation 52°C 1 minute ¢ 40 cycles
Elongation 72°C 2 minutes

Elongation finale 72°C 10 minutes
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[1.1.15.2. Mise au point de la PCR standard multiplex

Cette méthode réalise 2 amplifications au coursmel’'méme réaction PCR.

L’ADN de chacun des 2 hémoparasites recherchés Btasmodiumspp etW.

bancroft| est détecté simultanément.

La co-infection a été obtenue artificiellement paddition des 2 contrbles

positifs utilisés en PCR conventionnelle simplex.

Les deux couples d’amorcesP(u5/rPlu6 et LDR1/LDR2J ont été utilisés en

méme temps dans la réaction. Dans un volume fiaab@ pl, chaque amorce a été
testée en volume variable (1 pl /1,5 pl /2 pl) a®ed d’ADN.

Le programme utilisé était :

Dénaturation initiale 95°C
Dénaturation 94°C
Hybridation 52°C
Elongation 72°C

Elongation finale 72°C

5 minutes

1 minute |

1 minute ¢ 35 cycles
2 minutes

10 minutes
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[1.1.15.3. Mise au point de la PCR en temps réel simplex

Pour éviter toute contamination, les étapes de podation ont été effectuées en
respectant la compartimentation du laboratoiree premiéere piéce osalle pré-mix
dans laquelle le mélange des réactifs a été prégiarhe seconde piece calle
d’extraction servant a I'addition des ADN.

Tout au long de la manipulation, les échantillonsé&ié soigneusement protégés
avec du papier aluminium et entreposés dans desébglace afin d’éviter I'exposition
a la lumiére et les variations de température pauwvétier les réactions enzymatiques.

Les étapes de la RT-PCR sont identiques a cellesed”?CR classique. La phase
de dénaturation initiale de '’'ADN double brin egtse d’une phase d’amplification qui
est décomposée en une phase de dénaturation, ase ghybridation des amorces sur
I’ADN cible et une phase d’élongation pour chaquele.

L'étape de [I'élongation finale est facultative. h&yse des produits
d’amplification d’'une réaction PCR en temps réd eslisée a la fin de I'étape
d’élongation de chaque cycle par la mesure du kipescent émis.

En pratique, la sensibilité et la spécificité deRB-PCR dépendent de plusieurs
parametres tels que le nombre de cycles d’amgiificala concentration en amorces et
en tampon MgGl

L’optimisation des conditions d’amplification porsair 2 parameétres que sont la

température d’hybridation des amorces et la tentyéra’€longation.

La température d’hybridation est définie en fonttae la composition en bases
des amorces. Des variations de 1°C au-dessus dessous de la température de fusion
ou Tm (melting temperatupeoptimale peuvent soit inhiber toute réactiont aaiener la
formation de produit d’amplification aspécifigue enmpétition avec les séquences
cibles.

L’élongation des brins complémentaires se déroumérplement a 72°C,
température optimale pour I'enzyme polymérase, gendne durée variable selon la
taille du fragment a amplifier. Toutefois, une wéon de cette température

d’élongation est apportée pour améliorer un prdeode recherche.
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[1.1.15.3.1. Mise au point de la recherche delasmodium
La réaction PCR a été réalisée dans des microtdée3,1 ml, pour un volume

réactionnel de 25 ul dont la composition est dortaes le tableau |.

Tableau I: Composition du mélange réactionnel pour la RT-P@iplex

Réactifs Volume par tube
EDS 7 ul

Master mix 12,5 pl

Amorce sens 1,5 pl

Amorce anti-sens 1,5 pl

ADN 2,5 pl

Cette expérience comporte :
- deux blancs (EDS = eau distillée stérile)
- 4 ADN pour contrdles positifs représentant leatgpiespeces plasmodiales :

P. falciparum, P. vivax, P. ovale et P. malariae
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La programmation du thermocycleur est basée sile adlisée dans l'article de
Mangold (56).

La mise au point porte sur des modifications dearpatres température et temps.
Ainsi la température d’hybridation des amorces e atgmentée a 56°C. Quant a la
température d’élongation, elle a été abaissée @.65& plus, le temps d’élongation a
été augmenté jusqu’a 90 secondes (Tableau II).

Tableau II: Programme modifié de la RT-PCR pour détePlasmodium

Température en °C Durée en secondes
Pré-incubation
Hold 1 50 120
Hold 2 95 600
Amplification
Dénaturation 95 30
Hybridation 56 30
Elongation 65 90
Melting* 65 a 90 60
Cooling 35 600

* La température soumise aux amplicons progres&bte a 90°C par palier de 0,5°C.

Au fur et a mesure de l'amplification, grace auidtg spécial, différentes
courbes peuvent étre suivies dont la courbe deorusjui permet de vérifier
'amplification d'un seul produit de PCR. En effdéd, fluorescence émise par les
amplicons tout au long de 'augmentation graduéadempeérature (passant de 65°C a

95°C par palier de 0,5°C) est mesurée en continu.
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11.1.15.3.2. Mise au point de la recherche dé/uchereria bancrofti
Différentes concentrations d’ADN ont égalementtésiées dans un volume final
de 12,5 pl avec 1,5 ul de chacune des amdbEsl et LDR2 en utilisant le kigPCR
Master mix Plus for SYBR Green | No R(®xirogentec)Tableau llI).

Tableau llI: Différentes compositions du meélange réactionnel & T-PCR simplex

Réactifs Volume par tube

EDS 7 ul 9 ul 9,25 ul
Master mix 12,5 pl 12,5 pl 12,5 pl
Amorce sens 1,5 ul 1,5 ul 1,5 ul
Amorce anti-sens 1,5 pl 1,5 pl 1,5 pl

ADN 2,5 ul 0,5 pl 0,25 pl
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Le thermocycleur a été programmé comme suit (Tablida

Tableau IV: Programme de la RT-PCR pour détecter les témoisisifsen

Wuchereria bancrofti

Température en °C Durée en secondes
Pré-incubation
Hold 1 50 120
Hold 2 95 600
Amplification
Dénaturation 95 30
Hybridation 54 20
Elongation 65 100
Melting* 65 a 90 60
Cooling 35 600

* La température soumise aux amplicons progres&bte a 90°C par palier de 0,5°C.

[1.1.15.4. Analyses des résultats des PCR en temps réel

Les analyses de résultats pour la PCR en tempsordeété réalisées avec le
logiciel Rotor Gene version 6.E&n effet, la fluorescence captée pendant le dEmoant
de la RT-PCR permet de tracer une courbe de flueneg représentant la quantité de
signal fluorescent émis par rapport au nombre aéesy Toutefois, I'identification des
espéeces plasmodiales ou de microfilaires se faiapalyse de la courbe de fusion qui
est la dérivée premiere de la courbe de fluorescdbifférentes valeurs de température
de fusion (Tm) spécifiques, correspondant aux maxde la courbe de fusion, ont ainsi

pu étre déterminées.
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[1.1.16. Recherche des hémoparasites chez les Iémuriens
[1.1.16.1. PCR conventionnelle simplex
Les conditions de PCR pour la recherche Flesmodiunchez les |[émuriens ont
éte les mémes que celles de la mise au point de tathnique avec les souches
références dPlasmodium 5 pl d’ADN dans un volume réactionnel final de 2, avec

le programme détaillé dans le tableau V.

Tableau V: Programme de la PCR pour déte®&smodiunthez les Iémuriens

Température en °C Durée en secondes
Dénaturation initiale 95 300
Dénaturation 95 60
Hybridation 59 60
Elongation 72 90
Elongation finale 72 600

Pour le diagnostic de la filariose lymphatique dées échantillons sanguins
provenant des |lémuriens, 5 ul d’ADN ont été tedlss un volume final de 25 ul dont
la concentration finale en Mg&ést de 2 mM.

Le programme du thermocycleur a été modifié :

Dénaturation initiale 95°C 5 minutes
Dénaturation 94°C 1 minute |
Hybridation 56°C 1 minute ¢ 40 cycles
Elongation 72°C 2 minutes J

Elongation finale 72°C 10 minutes

[1.1.16.2. PCR standard duplex

La détection simultanée des hémoparasites par éex dlifférents couples
d’amorces Plu5/rPlu6 etLDR1/LDR2 a été réalisée avec 5 pl d’ADN dans un volume
final de 50 pl. Le thermocycleur a été programm@me celui de la mise au point du

protocole avec les échantillons humains.
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11.1.16.3. PCR en temps réel simplex
Pour la recherche delasmodiumchez les Iémuriens, la réaction PCR en temps
réel a été réalisée avec 1,5 pl de chaque ankr88R18dans un volume réactionnel

total de 25 ul avec le programme mis au point.

La recherche des microfilaires chez les IémuriearsRCR en temps réel simplex
a été effectuée dans un volume final de 25 pl camiel1l,5 pul de chaque amorce
LDR1/LDR2et 2 pul d’ADN (Figure 14). La visualisation de I'aiification par PCR en
temps réel a été réalisée par migration des pdafrés électrophorese sur gel
d’agarose permettant d’examiner la taille des actopk (Photo 10).

L’étape suivante a été I'extraction d’ADN a padir gel d’agarose avec un autre
kit, le QIA quick Gel Extraction KitPour le diagnostic des échantillons extraitsréirpa
du gel, différentes concentrations de Mg@ mM/2,5 mM/3 mM) ont été utilisées , et
4 volumes distincts d’amplicons (1 pl/1,5 pl/2 B211) ont été amplifiés par PCR
conventionnelle avec I'adaptation des conditions@exnentales que la RT-PCR :

Dénaturation initiale 95°C 300 secondes
Dénaturation 95°C 60 secondes
Hybridation 56°C 20 secondest 40 cycles
Elongation 68°C 100 secondés

Elongation finale 68°C 600 secondes

Pour la suite de ce travail, tous les ampliconsAlgdl de W. bancroftiont été
extraits du gel de nouveau, mixeés, dilués et rélifiggppar PCR conventionnelle dans

les mémes conditions que précédemment.
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I1.2. Matériels
[1.2.1. Prélévement
Le matériel utilisé pour la confection des préléeais sanguins et leur transport
est composeé de seringues montées d’'une aiguillegtda stérile, de I'alcool, de tubes a

EDTA, d’'une boite de rangement, d’'une glacierepldgues eutectiques.

[1.2.2. Microscopie
Le matériel utilisé pour la microscopie comprenait
- du méthanol (N° lot 20846361 Exp 08/2012)
- des colorants de Giemsa préts a I'emploi (N1bt84101 Exp 01/2013)
- de I'eau de ringage
- un chronometre
- un microscope binoculaire
- un bloc de deux compteurs manuels de cellules
- de I'huile @ immersion (N° lot 062079)

[1.2.3. Test sérologique ou test de diagnostic rapide (TDR)

Les tests de diagnostic rapide ou TDR utilisés $erkit CareStart™ Malaria
LDH/HRP2 Combo Pan/Pide Access Bio (New Jersey) pour le diagnostic du
paludisme et le kitFilariasis 1gG/IgM Combode CTK Biotech (San Diego) pour
diagnostiquer la filariose lymphatique. Chaque T&#R composé d'une cassette, d'une

solution tampon, d’'une pipette et d’'une gaze imbit@lcool

[1.2.4. Extraction d’ADN

L’extraction d’ADN de Iémurien a partir du sangabt été réalisée avec le kit
« QlAamp® DNA Blood Mini Kit » de QIAGEN, numéro dmtégorie 51106 — numéro
de lot 11238012, conditionné pour 250 réactions.

L’extraction d’ADN de Wuchereria bancroftia partir des lames colorées au
Giemsa a été effectuée avec une solution de dusodiydrogénophosphate (N° lot
99243J116) de PROLABO.

La purification d’ADN par extraction a partir dulgBagarose a été réalisée avec
le kit «QIA quick gel extraction kit de QIAGEN, numéro de catégorie 28704 —
numéro de lot 124123464,
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[1.2.5. PCR conventionnelle et PCR en temps réel
Le matériel nécessaire a la technique de la PGR aséez complexe.

[1.2.5.1. Amorces
Le diagnostic de genre delasmodiumspp a été réalisé avec les amorces

rPIu5/rPIlu6é en PCR classique EfL8/R18en RT-PCR (56, 57).
La mise au point de la technique de détection diesofilaires deWuchereria
bancrofti a comparé les deux couples d’amordsl/NV2et LDR1/LDR2 (54, 55)

(Tableau VI).

Tableau VI : Séquence des amorces utilisées (54, 55, 56, 57)

Amorce Séquence nucléotidique

RPLU 5 5-CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC-3'
RPLU 6 S-TTAAAATTGTTGCAGTTAAACG-3'
PL1679F18 5-TAACGAACGAGATCTTAA-3'
PL1679R18 5-GTTCCTCTAAGAAGC-3'

WB-QPCR-LDR1 S-ATTTTGATCATCTGGGAACGTTAATA-3'
WB-QPCR-LDR2 5'-CGACTGTCTAATCCATTCAGAGTGA-3'
WB-CPCR-NV1 5'-CGTGATGGCATCAAAGTAGCG-3'
WB-CPCR-NV2 5'-CCCTCACTTACCATAAGACAAC-3

Toutes les amorces ont été commandées @igma Aldrich (France) et
conditionnées sous forme lyophilisée accompagneeedfiche technique mentionnant
la méthode de mise en solution.

Pour chaque amorce, une solution mere de 100 puModeentration a été
préparée en ajoutant de l'eau ultra pure au lyggatil Des solutions filles de
concentration 10 uM ont également été préparéemta de la solution mere afin de
limiter les phases de congélation/décongélationvaoualtérer la qualité des amorces.

Toutes ces solutions ont été conservées a -20°C.
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[1.2.5.2. Réactifs

Différentes solutions ont été indispensables pannplification par PCR :

- les désoxyribonycléotides triphosphates (dNTPs IdN°®A-027K505664/ T-
117K1287V/ C-016K7037/ G-011M0430), introduits earge exces dans le milieu
réactionnel et en concentration équivalente poar4enucléotides, afin de ne pas
favoriser les mésappariements ;

- ’ADN polymérase (N° lot 383909 Exp 09/2011), gme extraite de la bactérie
Thermus aquaticys spécialement thermostables et capables de mésistales
températures atteignant 100°C ;

- le tampon réactionnel (N° lot RB1710 Exp 11/20tbntenant des cations
bivalents M@*, cofacteurs indispensables pour la réaction denpéiisation, qui
maintiennent le pH du milieu et la concentratiolingsoptimale au bon fonctionnement
des amorces et de la Taq polymérase ;

- la solution de dichlorure de magnésium (Mgl lot M1190) pour optimiser la

réaction.

La solution obtenue aprés avoir mélangé ces diffsreéactifs est appelée
« Master Mix ». Il a été préparé manuellement gal?CR conventionnelle. Alors que
celui utilisé pour la PCR en temps réel est dig&Fisommercialement en une solution
préte a I'emploi (QPCR Master Mix Plus for SYBR®egn I/ No ROX/ [RT-SN2X-
03+NR] Exp 10/2010) dEUROGENTEC.

Le contenu est identique, comprenant de I'ADN pdyase, des dNTPs, du
MgCl, et des tampons de réaction a des concentratidimsadps pour une amplification
efficace des matrices d'ADN lors de la réaction PCR

Ce Master Mix est conservé a I'abri de la lumiere.

La désoxyribonucléase (ADNase) utilisé pour nettdgeplan de travail apres
chaque manipulation est le produit DNA Away (N° 18045466 Exp 08/2012).

Les réactifs utilisés pour [I'électrophorése et lavétation des produits
d’amplification ont été :

- la poudre d’agarose (N° lot D061808)

- le bis-acrylamide (N° lot 48F0710)

- le tampon TAE (N° lot 128K8412)
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- le persulfate d’'ammonium (N° lot 104H5705)

- le TEMED (N° lot 209F079215)

- le bromure d’éthidium (N° lot 266126)

- le marqueur de masse moléculaire (N° lot 377992 F./2010)
- le tampon de charge (prét a I'emploi)

- le bleu de bromophénol (prét a 'emploi)

[1.2.5.3. Thermocycleurs

Les différents thermocycleurs utilisés pour la R€@Rventionnelle ont été :
* Techne TC-S12 PCR Thermal Cycler (numéro de séi@96)
* Biometra T3000 Thermocycler (numéro de série 120529

» Eppendorf Mastercycler Gradient (numéro de sérg18367)

La PCR en temps réel a été realisée avé&oler-Gene 600QCorbett Research,
Australie). L'appareil comprend un thermocycleunsliéequel I'amplification des genes
se déroule, et un compartiment permettant de ds#tdat fluorescence grace a un
fluorométre relié a un ordinateur. L’analyse desutiéts de la PCR en temps réel a été

réalisée avec le logici®otor-Gene version 6. (uild 23)

Photo 8: Thermocycleurs Eppendorf et Corbett (58, 59)

[1.2.5.4. Autres matériels pour la PCR

Dans la salle de préparation du mélange réactipteehatériel utilisé comprend
un vortex, une mini-centrifugeuse, un jeu de pgmtte la glace pilée, une petite hotte
PCR munie de lampe UV, une boite en plastique fatar les OPCT (objets piquants,
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coupants et tranchants) et un carton étanche (pelulpeur jeter les DAOM (déchets
assimilés aux ordures ménageres).

Dans la salle d’extraction et de répartition delgwements, le matériel
disponible consiste en une hote a flux laminaiiédfion de I'air et présence d’'UV),
une centrifugeuse, un congélateur, un vortex, an thauffant a sec ou/et a bain marie,
un jeu de pipettes, une boite pour jeter les ORQIh earton étanche pour les DAOM.

Dans la salle PCR et de révélation, le matéridisatise compose d'un jeu de
pipettes, un thermocycleur, de systemes d’élecoxgde, une centrifugeuse, un vortex,
un transilluminateur UV, du papier aluminium, uruf@a micro-ondes, une boite pour
jeter les OPCT, un carton étanche pour les DAOMhetpoubelle étanche destinée aux
déchets en contact avec le BEt. Les réactifs ésildans cette salle ont été stockés dans

un frigo-congélateur.

[1.2.6. Matériels biologiques
Les souches de référence constituant les témoisiifpgoour la recherche de
Plasmodiumpar PCR étaient des souches de référence de I'GdtSPlasmodium
falciparum3D7 et Plasmodium ovale
Les contréles positifs povuchereria bancroftprovenaient également des lames
positives de référence de 'OMS.
Le sang veineux ou artériel de Iémuriens servant [@ovalidation de la technique

provenait d’individus dd.emurs’Park
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. RESULTATS
l1l.1. Résultats de la microscopie et du TDR
La recherche de plasmodie et microfilaire sur isothinces et gouttes épaisses
provenant des préléevements des 5 Iémuriens tes@saveérée négative. Les tests de
diagnostic rapide se sont également révelés négatitir tous les échantillons de

[émuriens.

lll.2. Résultat global de la PCR
Les techniques de PCR ont été mises au point asarhorcesPlu5/rPlué et
F18/R18pour la recherche des plasmodies et les amaioB4/LDR2pour la recherche
des microfilaires.
Les méthodes de PCR conventionnelle et en tempaméété appliquées sur les
prélevements de Iémuriens. Elles ont révélé deaxsuapects positifs dans la recherche

de microfilaires.

l11.3. Résultats des mises au point des PCR conventionmsllsimplex
[11.3.1. Résultats de la mise au point de la recherche dRtasmodium
Les effets de la variation du nombre de cycleseetadconcentration de 'ADN
matriciel ont été mis en évidence lors de la misgaint de la PCR conventionnelle
(Photo 3). Réalisée avec les amordew5/rPlu6, une différence d’amplification des

souches de référenée falciparum 3D7%tP. ovalea été observée.
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30 oycles

35 oycles

40 oycles

Photo 3 :Résultats des PCR présentant les effets de latiearidu nombre de cycles et

de la concentration de '’ADN matriciel (Source : PR
Légende : : marqueur de taille (100-bp)
: ADN de P. 3D7 (1/5)
: ADN de P. 3D7 (1/10)
: ADN de P. ovale (1/5)
: ADN de P. ovale (1/10)
5 et 6 : blanc (HO)
1200 bp : taille attendue de produit amplifié avEtu5/rPlu6

ANk Z

Le signal est plus important poBr falciparum3D7 dilué au dixieme que celui
dilué au cinquiéme et ce, peu importe le nombreydtes. A 35 cycles, les bandesRie
falciparum 3D7 ont été visibles pour les échantillons dilués @&mguwieme ou au
dixieme. PourP. ovale aucun signal n’est nettement visible pour lesl@tidns si ce
n'est qu'un faible signal mis en évidence a 35 eyclLe signal est perdu pour
I’échantillon dilué au dixiéme ainsi qu’a 40 cyclesur la dilution au cinquiéme (Photo
3).
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[11.3.2. Résultats de la mise au point de la recherche desarofilaires

M 1 2 3 4 B

MY SN2

400 ph — LDR1/LDR2

100 pb —»

Photo 4 :Résultats des PCR avec les amoit¥4/NV2etLDR1/LDR2
(Source : URP)

Légende : M : marqueur de taille (100-bp)
1 & 3 : ADN de microfilaires raclés des lames OMS
4 : ADN de Plasmodium 3D(¢ontrdle négatif)
B : blanc (HO)

L’amplification avecNV1/NV2a donné naissance a des bandes non spécifiques
alors gu’aved. DR1/LDR2 des bandes notables a 100 bp ont été observée® @.

Ces bandes spécifiques correspondent aux fragmengdifiées d’ADN de
Wuchereria bancrofti
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Les amplicons obtenus par PCR avec les amdrB#gl/LDR2ont ensuite été

déposés sur gel polyacrylamide.

Mm 1 2 3 N B 4 5 M 6 N B

200 pb —»
100ph —»

Photo 5 :Résultat de la PCR avec les amorcBfR1/LDR2

(amplicons migrés sur gel polyacrylamide) (SourtdkP)

Légende : M : marqueurs de taille (100-bp)
1 & 3 : ADN de microfilaires dilués (1/10)
4 a 6 : ADN de microfilaires dilués (1/5)
N : ADN de Plasmodium 3D(¢ontrole négatif)
B : blanc (HO)

La bande a 100 pb est encore observée pour lesoduifg (Photo 5). Elle
confirme la spécificitt des ADN amplifiés des cofes positifs deWuchereria
bancroftipar les amorcesDR1/LDR2

L'intensité est plus marquée dans les échantilthiogs au cinquieme (1/5).

Un défaut de polymérisation du gel a été remarquésamigration avec une

légere courbure des bandes marqueurs et des bepeteiques.
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[11.4. Résultats des mises au point des PCR conventionmsllduplex

M 11 2 3 B4 4456 6 B 77 8 89 BM

1200 pb —»

100 ph —»

0,2 uM 0,3 uM 0,4 uM

Photo 6 :Résultat de la PCR des produits de co-infectitificielle amplifiés

avec différentes concentrations d’amorces (SoukieP)

Légende : M : marqueurs de taille (100-bp)
1-1'-4-4-7-7:ADN de microfilaire
2-5-8:ADN de Plasmodium
3-6-9:ADN de microfilaire + ADN de Plasmodiu
B : blanc (H0)

Les amplicons de la co-infection artificielle ontié éobtenus avec différentes
concentrations d’amorces et migrés sur gel polyacrigle (Photo 6). Les bandes de
100 bp et 1200 bp sont présentes aux 3 concemsaf®2 pM / 0,3 uM / 0,4 uM),
marquées pour une concentration d’amorces a 0,3 coMespondant au volume
d’amorces a 1,5 pl.

La présence de la bande a 1200 bp témoigne de lifaratpon des ADN de
Plasmodiuntandis que la bande a 100 bp est celle attendud@puésence d’amplicon
d’ADN de Wuchereria bancroftde la PCR.

La réussite de la mise au point de la PCR duplexraduit par la présence
simultanée des bandes a 100 bp et a 1200 bp dansname puits de gel

d’électrophorése (voir puits n° 3, 6 et 9).
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l11.5. Résultats des mises au point des PCR en temps réel
[11.5.1. Résultat de la mise au point de la RT-PCR servantla recherche de

Plasmodium
P ovalel
10 - |
' |F} falgiparum| [P, vivax|
= e ey
5 —d- —
=
5 K
r \\ |
/1 E‘w X _
—— -—-/-_.._, 4 8 \‘_‘, .
0 - .
o [ &0
deq.

Figure 11 : Courbe de fusion de quatre espéeces plasmodialesc(SoURP)

Légende :
Couleur Nom Pic

. Blanc 1 -

. Blanc 2 -

B Plasmodium falciparum 72,1

] Plasmodium malariae 72,6
Plasmodium ovale 73,6

] Plasmodium vivax 76,8

La spécificité de la PCR en temps réel est donaééarourbe de fusion.

La PCR en temps réel utilisant les amoree4679F18/PL1679R1Brésente les
courbes de fusion optimisées [efalciparum deP. malariae deP.ovaleet deP.vivax
(Figure 11).

La surface des maxima obtenus permet d’estimerald ge la fluorescence
proportionnellement a la quantité de 'ampliconhexché en représentant dF/dT (ou F
est l'intensité de fluorescence et T la température

Les pics de la courbe de fusion correspondent al@uvs de température de

fusion (Tm) spécifique de 'ADN. Ces pics représemtchaque espéce plasmodiale.
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[11.5.2. Résultat de la mise au point de la RT-PCR pour lagcherche de
Wuchereria bancrofti

&0
deq.

Figure 12 : Courbe de fusion des témoins de différents volut&BN

des controles positifs aNuchereria bancrofti(Source : URP)

Légende :
Volume d’ADN  Couleur Nom Pic
- | Blanc 1 -
- B Blanc 2 -
- B Blanc 3 -
OMS 1 74,2
2,5 pl B OMS 2 74,6
Témoin négatif 1 -
B OMS 1 74,1
0,5 ul B OMS 2 74,1
B Témoin négatif 2 -
B OMS1 74,2
0,25 pl B OMS2 74,2

Témoin négatif 3 -

En variant les volumes d’ADN des contrbles posid$1S 1 et OMS 2 de
Wuchereria bancrofti les différentes courbes de fusion ont permis atbét la
température de fusion moyenne définie a 74,2°C igmaot de la mise au point de la

recherche du contréle positif ®tuchereria bancroftde la RT-PCR (Figure 12).
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[11.6. Résultats des PCR des prélevements de lémuriens
[11.6.1. Résultats des PCR standards simplex
[11.6.1.1. Recherche dePlasmodium spp

M CLIL2L3L4LE B

1200 ph  —» [

-

Photo 7 :Résultat de la PCR pour la détectiorPii@smodiunspp
chez les IémurienSource : URP)

Légende : M : marqueur de taille (100-bp)
C : ADN de Plasmodium 3D7 (contrdle positif)
L1aL5:ADN delémuriens
B : blanc (H0)

La recherche dé&lasmodiumspp dans les 5 extraits de sang s’avéere négative.
Aucune bande n’est décelable & 1200 bp (Photout)Ipe échantillons de Iémuriens.
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111.6.1.2. Recherche déNuchereria bancrofti

M C L1 L2 L3 L4 LS

Photo 8 :Résultat de la PCR pour la détection de micraéldians les produits
d’extraction de sang total des cing Iémuriens (8@utURP)

Légende : M : marqueur de taille (100-bp)
C : ADN de microfilaire (contréle positif)
L1aL5:ADN delémuriens

La détection des microfilaires chez les IémuriemsRCR conventionnelle met en
évidence une bande spécifique pour le controletipasiis plusieurs bandes non-
spécifiques pour les 5 échantillons (Photo 8).
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[11.6.2. Résultat de la PCR standard duplex

M C1 C2 C3 B L1 L2 L3 L4 L5

e srbaghd B

Photo 9 : Résultat de la PCR de détection de co-infecti@z ¢bs [émuriens
avec les amorce®lu5/rPlu6 et LDR1/LDR2(Source : URP)

Légende : M : marqueur de taille (100-bp)
C 1 : ADN de microfilaire + ADN de Plasmodium 3D7
C 2 : ADN de Plasmodium 3D7
C 3 : ADN de microfilaire
B : blanc (HO)
L1aL5:ADN delémuriens

La co-infection filariose/paludisme chez les |érans est recherchée par PCR
conventionnelle duplex (Photo 9).

L’amplification du contréle positiP. falciparum 3D7seul et du contréle positif
des microfilaires seul donne une bande spécifigog C2 et C3) tandis que le signal
d’amplification de la co-infection artificielle diimue (voir C1).

Aucune bande spécifique n’est nettement visible pggiamplicons provenant des
lémuriens.
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[11.6.3. Résultats de la PCR en temps réel simplex
[11.6.3.1. Recherche dePlasmodium

35 4

30 -

25

20-

75

deq.

k]

Figure 13: Courbe de fusion des témoins des 4 espécBtadenodium

et de tous les échantillons de I[émuriens (SouiieP)

Légende :

Couleur

Nom

Pic

Blanc
Témoin négatif
P. falciparum
P. malariae
P. ovale

P. vivax

L1

L2

L3

L4

L5

77,8

78,4
78,7

80,3

La recherche d®lasmodiumdans les échantillons de Iémuriens par la PCR en
temps réel se révéle négative : leur courbe derusdspective ne présente aucun pic

correspondant a la température de fusion des destpdsitifs (Figure 13).
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111.6.3.2. Recherche déNuchereria bancrofti

25

2.0 B ra
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70 75 g0

deq.

Figure 14 : Courbe de fusion des témoins\&ichereria bancrofti

et de tous les échantillons de Iémuriens (SoukifeP)

Légende :

Couleur Nom Pic

| Blanc -

B Témoin négatif -

B OMS 1 73,8
OMS 2 73,7
L1 73
B L2 73,9
B L3 -
L4 73,8
B L5 -

La visualisation des courbes de fusion des témdomtréles positifs de
Wuchereria bancroffi et de tous les échantillons de |émuriens met\adegce les
maxima identiques entre les températures de fusiesm témoins positifs et des
échantillons LO2 et L04 (Figure 14).
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Afin de vérifier la taille des amplicons, tous leoduits de cette PCR en temps
réel pour la recherche &guchereria bancroftont ensuite été déposeés sur gel d’agarose
(Photo 10).

M C C N B L1 L2 L3 L4 L5

Photo 10 :Résultat de la migration sur gel d’agarose desyptede RT-PCR
pour la détection de microfilaires chez les |éemmsiéSource : URP)

Légende : M : marqueur de taille (100-bp)
C : ADN de microfilaire (contrdle positif)
N : ADN de Plasmodium (contréle négatif)
B : blanc (H0)
L1aL5:ADN delémuriens

Des bandes présentant la méme taille de 100 bplegueontrdles positifs de
Wuchereria bancroftsont perceptibles pour les ampliconsde L2 etL 4
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Les ADN purifiés de ce gel d’agarose (Photo 10)atétré-amplifiés.

Les modifications du protocole mettent en évidemge les conditions optimales
sont obtenues avec 1,5 pl d’ADN et une concentratiamorces a 2,5 mM.

La bande spécifique de 100 pb pour L 2 et L 4 rgsible dans tous les cas
(Photos 11 et 12).

M Cc L2 L4 M C Lz L4 M C L2 L4
2mhM 25 mM 3 mh

Photo 11 :Résultat de la PCR avec la variation de concentrah MgCj
(Source : URP)

M
p .

&

15 UL

Photo 12 :Résultat de la PCR avec la variation du volume dNAD
(Source : URP)

Légende : M : marqueurs de taille (100-bp)
C : ADN de microfilaire (contrble positif)
L 2 : ADN ré-amplifié du Iémurien ID n°2
L 4 : ADN ré-amplifié du Iémurien ID n°4
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Tous les amplicons des ADN de Iémuriens (ID n°@°d) ont été extraits du gel,
mixés, dilués et ré-amplifiés dans les mémes cimmditexpérimentales en utilisant les
amorced. DR1/LDR2

Mm 1 2 3 4 & 6

100 pb —»

Photo 13 :Résultat de la PCR des produits ré-amplifiés @&wbfites dilutions,
avec les amorcdsDR1/LDR2(Source : URP)

Légende : M : marqueurs de taille (100-bp)
: ADN ré-amplifié (1/1)

: ADN ré-amplifié (1/100)

: ADN ré-amplifié (1/200)

: ADN ré-amplifié (1/400)

: ADN ré-amplifié (1/800)

: ADN ré-amplifié (1/2000)

o o1 A WN P

Le fragment de 100 pb est visible pour 'ensemlds @ produits ré-amplifiés
(Photo 13). Seule la bande du produit non dilugults n°1 est moins visible.

Les produits de PCR ré-amplifiés au 1/A®qvoir puits n°2) pourront servir de
contréle positif pour les ultérieures mises au point de la recleerdiADN de

microfilaires chez les Iémuriens.
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IV. DISCUSSION
IV.1. Méthodes
IV.1.1. Microscopie et TDR

Pour le diagnostic du paludisme, la méthode deegée selon 'OMS reste la
recherche des plasmodies par I'examen microscopides frottis sanguins a
grossissement 100x. L'observation des microfilagsisréalisée & magnitude 40x.

Si la goutte épaisse et le frottis sont de failolét @t nécessitent peu de matériels,
ilIs requiérent toutefois de I'expérience de teckemc qualifié ayant acquis la
connaissance de la morphologie des parasites afitimaher les diagnostics
différentiels (babésies, artéfacts ...). La microse@st également exigeante en temps
dans le cas d’une faible parasitémie, d'une irdactnixte, ou en cas de traitement
incomplet donnant des formes altérées de parasilés.sous-estime les cas de co-
infections plasmodiales (60).

Une large gamme de TDR pour le paludisme est dibfgnlls permettent la
détection depLDH (parasite Lactate Dehydrogenasele toutes les espéces de
Plasmodium ou la détection dedRP2 (Histidin Rich Protein 2 spécifique deP.
falciparum et méme les deux simultanément. Des TDR qui ttetous les isotypes
d’anticorps spécifique . falciparum et P.vivax existent également (61). Pour la
détection de microfilaires, des TDR spécifiquesveati détecter les immunoglobulines

tandis que d’autres détectent les antigenes defiléires dans le sang (62).

IV.1.2. Extraction de 'ADN génomique

La qualité de la recherche dépend directement dguédité des prélévements
biologiques. Du matériel stérile et a usage unidueinue le risque de contamination
microbiologique. Les prélevements étaient du sataj.t

La technique d’extraction d’ADN est maitrisée. Dediférents kits ont été
utilisés suivant les prélevements (sang ou gelat@gg). L'extraction a été réalisée
avec une méthode manuelle a I'aide desQ@isamp DNA Blood Mini Kiet QIA quick
gel extraction kitLes substances (éthanol ...) qui peuvent inHiaetivité des enzymes
polymérases doivent étre si possible totalementigées.

Les culots sanguins ont été conservés et peuvengéraits de nouveau en cas de

besoin.
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IV.1.3. PCR classique et PCR en temps réel

Le groupe de Myjak a mis en évidence la spécifiaitééliorée de la PCR par
rapport au diagnostic microscopique du paludisn®.(Ba PCR réduit le temps de
diagnostic des hémoparasites pour des dizainebati@ittons en parallele (37).

Méme si la PCR a été critiquée en raison de soh ctgst un outil utile pour
I'estimation de I'endémicité de la filariose lymphae humaine (64). Rao (65) souligne
que les colts pour l'instrumentation et les réagidur la PCR en temps réel sont en
baisse au fil du temps, et les recherches viseptitiser les méthodes pour réduire les

codqts.

Tableau VIl : Comparaison de la PCR classique a la PCR enrstedep utilisant
le SYBR Green | (50)

PCR classique PCR en temps réel

Principe Amplification cyclique d'un fragment d'ADdsée sur une

réaction enzymatique

Détection Finale A chaque élongation

Spécificité - Amorces - Amorces
- Taille des amplicons - Tmdes amplicons

Rapidité 1 a 2h sans larévélation 30 a 60 minutes

Reproductibilité Bonne Excellente

Quantification  Non Oui

Avantages - Insensibilité aux mésappariements

- Facile

Inconvénients Risque élevé de Pas de spécificité lors de la
contamination fluorescence

Application Détection des produits  Détection et quantification des
amplifiés produits amplifiés

En comparant la PCR conventionnelle, le délai detién rapide de la RT-PCR
est un avantage majeur : elle permet d'obteniridergtification immédiate des especes
donc de diminuer le temps de révélation. Le diatinan temps réel est capable de

reconnaitre plusieurs especes avec des sensibiiitbsrdre du parasite par microlitre.
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Cette sensibilité a été confirmée avec la détealiwha microfilarémie chez des
sujets humains porteurs d’'un faible nombre de rfilaies (25). En outre, la RT-PCR
présente l'atout de diminuer les risques de comi@ion des échantillons par

élimination des manipulations post-PCR (Tableay.VIi

IV.1.4. Optimisation de la PCR
Le but de cette étude est de mettre au point undoué PCR permettant la
détection de 'ADN des hémoparasites dans les ditloas de terrain. Des essais de
PCR classique (simplex et duplex) et de RT-PCR &étdéveloppés pour détecter
I’ADN de Wuchereria bancroftet/ou dePlasmodium

IV.1.4.1. Amplification de 'ADN par PCR
IV.1.4.1.1.Variation de la stringence du milieu réactionnel

La stringence est la capacité qu’a un ensembleddittons d’'une réaction a agir
sur le processus d’'appariement de I'ADN. Si langignce est élevée, I'appariement de
I’ADN est plus difficile. La concentration en MgQbeut varier lors de la mise au point
du test car I'ion Mg+ est nécessaire au bon fonctionnement de la Thmpease et a
la stabilisation des dNTPs. Des gammes de Mgt été réalisées pour pouvoir
optimiser les conditions expérimentales (Photo L&)diminution de la concentration
en MgC} limite les appariements non spécifiques et augenkss chances de fixation
de l'amorce a la séquence ciblée (donc de l'inténdu signal voulu). En outre,
'augmentation de température d’hybridation rendole signal spécifique tout en

limitant I'apparition de bandes non spécifiques ggment la lecture des gels.

IV.1.4.1.2.Choix des amorces et variation de leurs concentratns

Deux lots d’amorces différents ont été utilisésrpbétecteMuchereria bancrofti
Rao et al. (65) ont montré que l'efficacité des emasNV1/NV2utilisées pour la RT-
PCR n’est pas idéale contrairement aux résultaisoréés par Lulitanond (66). Dans un
autre travail, les résultats de Rao (55) avaiemaléré queLDR1/LDR2 permettait
d’effectuer des amplifications par PCR en tempk rée

Pour la PCR classique, l'optimisation des conditim® PCR s’est déroulée
uniquement avec les amordeBR1/LDR2 Différentes concentrations en amorces ont

été testées (Photo 6).
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Les amorcesPlu5/rPlu6 principalement utilisées en PCR nichée (67) anaplif
la plupart des especes Bsmodiumont été choisies ici pour détecRliasmodiunen
PCR classique. Pour les réactions de RT-PCR, leogole choisi a été décrit par
Mangold (56), utilisant une seule paire d’'amorcegrpune unique réaction en 3 heures,

comprenant la préparation des mix, I'amplificatddha détection

IV.1.4.1.3.Volume d’ADN
Les tests menés par Rao (55) ont montré qu’enntdea concentrations d’ADN
dans les réactions duplex, les faibles concentrst@dADN d'une cible ne sont pas
détectées lorsque la concentration d’ADN de l'aultde est en excés (Photo 9).
Toutefois, les concentrations élevées d'’ADN utlését responsables des interférences

ne sont pas susceptibles d'étre rencontréees dagsHhantillons récoltés sur le terrain.

IV.1.4.1.4.Variation des cycles d’amplification

La programmation des cycles a varié au cours d@de au point du test. En PCR
classique, les durées des étapes de dénaturaiitaieiret d’élongation finale sont
toujours restées identiques a savoir 5 minute® etihutes respectivement.

Une des causes principales d’échec de la PCR preutide mauvaise séparation
des brins d’ADN cibles lors des premiers cycles.ddmpromis doit étre alors trouvé
entre une forte température de dénaturation eette @’activité de I'enzyme lors de
température trop élevée. Ainsi, 'augmentationetaférature de la phase d’hybridation
(de 50 a 56°C) a permis une meilleure fixation dewrces sur 'ADN et donc une
meilleure amplification des fragments attendus (dai IV). La durée d’élongation a
été fixée a 2 minutes. Le nombre de cycles a @igsnodifié pour favoriser les signaux
les plus faibles : 40 cycles pour la PCR convemntdle simplex et 35 pour la mutliplex
(Photos 6 et 9).

IV.1.4.2. Révélation des produits amplifiés

La PCR classique nécessite la visualisation etefprétation des amplifications
sur gels d'agarose. Certaines situations laissedoute lorsque l'intensité des bandes
positives reste tres faible. Dans cette étude, dmlx de migration différents ont été
utilisés : le gel d’agarose a 2,5% et le gel patylacnide recommandé pour la
migration de petits fragments. Aucune différencgenon@ de résultats de migration n'a
été observée entre ces deux types de gels (Phetds) 4
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La PCR est compatible avec de nombreux coloramsifsgues des doubles brins
d’ADN comme le bromure d'éthidium et le SYBR GrddA9, 68). Ces colorants sont
facilement disponibles et la synthese de sondé p&s nécessaire. Si un colorant de
double brin d’ADN est inclus dans la PCR, une augmaieon de fluorescence en
fonction du nombre de cycle est observée (49). EAPRR, l'utilisation du SYBR
Green | permet une meilleure discrimination ené® différentes especes (56) (Figure
11). La génération et la détection du signal flsoemt sont réalisées dans un tube fermé
au cours de la réaction. Les produits peuvent éliférenciés au cours de

I'amplification par I'analyse des courbes de fugt$) (Figure 14).

IV.2. Résultats des PCR

Une compétition est toujours présente lors des tiokec PCR entre les
échantillons et les réactifs PCR ; les amorces amicplier d’autant plus lorsque
plusieurs lots d’amorces sont prévus. Les résuteertés montrent la compatibilité
des différents lots d'amorces (Photos 6 et 9).

La sensibilité correspond a lintensité des diffdées bandes. Pendant la mise au
point de notre test, la sensibilité a été variadaefonction des conditions de PCR
utilisées. Le fragment a 1200 pb a toujours été kisible. Par contre, I'obtention du
signal a 100 pb a été plus difficile. La sensibitie la PCR doit étre encore améliorée.

La spécificité correspond a la fixation corrects denorces aux endroits attendus.
Un manque de spécificité peut avoir comme origihgbridation non spécifique des
amorces sur une partie du génome non ciblée obritigtion des amorces entre elles
(dimérisation). Lors de la mise au point, des banden-spécifiques sont apparues.
Avec la modification des conditions expérimentalefes ont presque été toutes
effacées sauf une bande vers 100 pb qui persisite meagéne pas la lecture du gel
(Photos 11 et 12).

L’'optimisation de la réaction classique a permis détecter des bandes
spécifiqgues distinctement séparées des diméresodtas Les bandes spécifiques
révélées sur gel correspondent a la taille du feagrd’ADN amplifié attendu pouw.
bancrofti (Photo 5). Les réactions PCR avec les ADN serdartontroles positifs ainsi
que les contrbles négatifs garantissent les rédiesspécificité et les craintes de
contamination lors de la détection (Photo 10 etifedL3).
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Dans le cadre de cette étude, les réactions PQiResta partir des prélevements
sanguins de Iémuriens (L2 et L4) ont permis de mmeen évidence un signal
correspondant aWuchereria bancrofti Des interrogations subsistent encore sur
I'identité véritable de ces bandes tant que laficétion par séquencage n’'est pas
réalisée mais la présence de ces bandes ouvréidgia@ autour du cycle des filaires
chez les animaux sauvages, leurs rbles et ingéreisegvis de celui de 'homme.
L’ADN de ces hémoparasites pourrait étre cloné pttant de disposer de matériels en
suffisance pour les étapes ultérieures de I'anabtsapporter quelques éléments de
réponses. D’autres mises au point sont encore saices plus tard pour standardiser le
protocole des PCR simplex et multiplex.

Toutefois, comparé a la négativité¢ de la recherdoePlasmodiumet de
Wuchereria bancroftpar la microscopie et par le TDR chez les 5 Iéang; le résultat
de la PCR démontre que cette méthode de diagnesttitechniquement dotée d’'une
plus grande sensibilité et de spécificité.



73

V. SUGGESTIONS

La qualité des échantillons dépend de leur contigment. Le prélevement de
sang sur papier filtre, séché et conservé, trouna &i toute sa place et mérite d’étre
développé pour remplacer le prélevement de saafjdot tube EDTA qui nécessite une
température constante de +4°C. La conservatiormpérature ambiante est possible
avec l'ajout d'un dessicant qui allege les contemnliées au transport et au
conditionnement. Dans la recherche des plasmodidssemicrofilaires, le diagnostic
moléculaire a partir de 'ADN extrait des confettisntenant du sang périphérique
montre une positivé supérieure parmi les échansllet offre par la méme occasion une
commodité dans le cadre de la surveillance du pahalet de la filariose lymphatique
(70, 712).

La détection simultanée de plusieurs hémoparasitesine seule réaction est
prometteuse dans I'évaluation voire ['éliminatioes dmaladies, en passant par la
recherche des réservoirs éventuels. Elle permeédlére le temps de travail et le colt
des reactifs tout en minimisant le risque de comtation. La standardisation d’'une
réaction PCR multiplex efficace, fiable et réplilabevient nécessaire servant d’outil
de diagnostic pour vérifier si les cas de co-infectsont courants ou non dans les
régions ou une superposition de la distributiongggphique de ces deux maladies est
observée (3). Toutefois, une quantification de IMDIétecté par chacun des lots
d’amorces dans cette réaction PCR multiplex deweaitore étre effectuée afin de
déterminer leur seuil de sensibilité.

Il est primordial d’évaluer le risque pour les gdrabitant les villages dans ou
avoisinant les réserves naturelles, les employgpdees et pour toutes les personnes en
contact avec les animaux sauvages ou vivant en-lggriié si leurs microfilaires
peuvent étre infestantes pour 'homme. Il faudrarsalrechercher la présence de
microfilaires dans des échantillons de sang dealmd locale (animaux domestiques,
|émuriens, carnivores sauvages) ayant des rapprtéts avec I'nomme et les
habitations humaines.

Une étude a mis en évidence, chez des |[émurielesfdmille ded.emuridae des
microfilaires (dont la position taxonomique reste@e a identifier), des cas de portage
de Plasmodiunet un cas de co-infection par diagnostic microspapi(72). Toutefois,

les recherches sur les plasmodies des primates aeiicytier des |émuriens, a



74

Madagascar, doivent encore étre poursuivies etofppiies pour évaluer les risques
d’'une zoonose émergente probable (73).

Ce travail servira alors d'outil dans le suivi denpact des infestations de la
faune sauvage sur la santé publique comme I'existdiun risque probable de zoonose
de paludisme et l'éventualité des |émuriens a @&les réservoirs potentiels de
Wuchereria bancroftiUn suivi de I'infection parasitologique de cesnaaux devrait
étre prévu avec la mise en place d’'un traitemeapt#d En outre, I'idéal serait que les
lignes directrices relatives de lutte contre leudame et I'élimination de la filariose
lymphatique dont la prise en charge et les moyeasdépistage devraient étre
réexaminées en considérant la co-infection etdssrwoirs éventuels, notamment lors
des délocalisations.

A long terme, la création d’'un centre de référem&rinaire pouvant utiliser les
technologies modernes comme la PCR en temps réslefieait de surveiller les
parasitoses, les viroses et autres zoonoses, yign&nent celles qui sont émergentes.
Ce laboratoire de recherche aura pour missionse emtitres la surveillance des
principales maladies animales et zoonotiques, therhe de la bio-écologie des
vecteurs, le développement d'outils de diagnositsibles, spécifiques, rapides et a
moindre colt pour mieux suivre I'évolution de cedadies et améliorer les mesures de

prophylaxie.
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CONCLUSION

Le paludisme et la filariose sont des maladiesa@gat importantes parce que leur
lutte doit intégrer les problemes scientifiques darnées financieres.

Le frottis sanguin est le premier examen pour mettmn évidence les
hémoparasites. Il est simple et rapide mais coraluie nhombreux faux négatifs. Les
TDR peuvent manquer de sensibilité. La technique cteix pour détecter les
hémoparasites est la PCR. Elle posséde une execkemsibilité et une trés bonne
spécificité méme en cas de faible parasitémie. Dapsésente étude, deux cas révélés
négatifs enWuchereria bancroftichez les Iémuriens par la microscopie et le TDR
s’averent positifs avec l'optimisation de la PCRamoment la variation des cycles
d’amplification, de la concentration en amorcedwetolume d’ADN.

Les PCR occupent de nos jours une importance tapitns le contrble et le
diagnostic du paludisme et de la filariose lympduati Toutefois, elle présente un
sérieux handicap en raison de son co(t élevé, ia@duit par conséquent son usage. Le
développement d'une PCR unique amplifiant simuitear@ les Plasmodium et
Wuchereria bancroftiest une option pour trouver un compromis entrediagnostic
sensible, spécifique et a colt raisonnable.

Un clonage des ADN de hémoparasites de |émurigm&saconfirmation par
séquencgage des résultats de ce travail, permetigafiréparer des contréles positifs
facilitant la détection spécifique chez les lémusie

De nouvelles études devraient étre menées ultérient afin de préciser
davantage les modalités de l'infection des Iémugrian paludisme et a la filariose
lymphatique. Il faut en particulier approfondir retconnaissance sur I'épidémiologie

de ces deux maladies chez la faune sauvage malgache
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VELIRANO

« Eto anatrehan’ i Zanahary, eto anoloan’ireo mmpizana ao amin’ny Holafitra
Nasionalin’ny Dokotera Veterinera Malagasy sy ikgampianatra ahy,

mianiana aho fa hitandro lalandava ary hatraizealzat ny haja amam-boninahitry ny
Dokotera Veterinera sy ny asa.

Noho izany dia manome toky ary mianiana aho fa:

- Hanatanteraka ny asako eo ambany fifehezan’sipilia misy
ary hanaja hatrany ny rariny sy ny hitsiny.

- Tsy hivadi-belirano amin’ny lalan’ny voninahitray fahamendrehana,
ny fanajana ny rariny sy ny fitsipi-pitondran-tez@am-panatanterahana
ny asa maha-Dokotera Veterinera.

- Hanaja ireo nampianatra ahy, ny fitsipiky ny kanto.

- Hampiseho ny sitraka sy fankatelemana amin’ieg ir
ka tsy hivaona amin’ny soa nampianarin’izy ireo.ahy

- Hanaja ny ain’ny biby, hijoro ho toa ny andryit@an’ny fiarovana
ny fahasalaman’izy ireo sy ho fanatsarana ny firaina
ary hikatsaka ny fivoaran’ny fahasalaman’ny olorobel sy ny toe-piainany.

- Hitazona ho ahy samirery ny tsiambaratelon’nkasa

- Hiasa ho an’ny fiarovana ny tontolo iainana
sy hiezaka ho an’ny fisian'ny fiainana mirindra bho’ny zavamanan’aina
rehetra ary hikatsaka ny fanatanterahana ny fisjaréhetra ilaina
eo amin'ny fiaraha-monina tsy misy raoraon’ny ol@iama sy ny biby.

- Hiezaka ahafehy ireo fahalalana vaovao sy hairtamba ny fitsaboana biby
ary hampita izany ho an’ny hafa ao anatin’'ny fitaraha ny fifanakalozana
amin’ny hairaha mifandray amin’izany mba hitondke&rana ho azy.

Na oviana na oviana aho tsy hanaiky hampiasa rgldktko sy ny toerana misy ahy
hitondra ho any amin’ny fahalovana sy hitarika fika tsy mendrika.

Ho toavin’ny mpiara-belona amiko anie aho raha raattaraka ny velirano nataoko.
Ho rakotry ny henatra sy horabirabian’ireo mpiraa @amiko kosa aho raha mivadika

amin’izany ».



Name and first names : ANDRIANONY Sitraka Arilalaina

Title of thesis : DEVELOPMENT OF PCR TO DETECT MALARIA
AND FILARIASIS IN LEMURS
Topic . Parasitology
Number of pages 75 Number of references  : 73
Number of figures . 27 Number of tables . 07
SUMMARY

This is a prospective study conducted at the WtsHasteur de Madagascar (IPM)
laboratory from March to August 2010. The aim abtktudy is to establish a method
for detectingPlasmodiumand Wuchereriabancrofti by using simplex and multiplex
PCR. Malaria and lymphatic filariasis are two ok timost important vector-borne
diseases in public health. Those infections arelpatudied in lemurs. Estimation and
identification of malaria and filaria species amamgervoir hosts (both human and
animal) are required to evaluate intervention paiogg in Madagascar. This approach is
based on the PCR, a method used in the referehosatary at the Unit Malaria
Research of IPM. This work consisted in developnoérihe PCR (conventional and in
real time with SYBR Green 1), the application oéttechniques on lemurs’ samples,
and the evaluation of the PCR performance compaoednicroscopy and rapid
diagnostic test.

The results of this study using molecular amplifma techniques revealed two
suspected positive cases of filariasis in lemurgclviare negative by microscopy and
rapid diagnostic test. This suspicion will be comigd by DNA sequencing and
sequence analysis, to reaffirm the role of wildbfe probable reservoirs and sources of

human pathogens.

Key words : PlasmodiumWuchereria bancroftiPCR, lemurs
President of thesis  : Professor RASAMINDRAKOTROKA Andry
Director of thesis . Professor RAKOTOZANDRINDRAINY Raphaél

Author address : Lot IVD 89 A Behoririka



Nom et prénoms : ANDRIANONY Sitraka Arilalaina

Titre de thése - MISE AU POINT DE LA PCR POUR DETECTER
LE PALUDISME ET LA FILARIOSE CHEZ LES LEMURIENS
Rubrique . Parasitologie
Nombre de pages :75 Nombre de références . 73
Nombre de figures : 27 Nombre de tableaux . 07
RESUME

Il s’agit d’une étude prospective effectuée au fatmre de I'Institut Pasteur de
Madagascar (IPM) du mois de mars au mois d’aoli020Dbbjectif de ce travail est
d'établir une méthode de détection Elasmodiumet de Wuchereria bancroftien
utilisant les PCR (simplex et mutliplex). Le palsmiie et la filariose lymphatique sont
deux des plus importantes maladies a transmissotorelle en santé publique. Ces
infections sont peu étudiées chez les lémuriensstimation et l'identification des
especes de plasmodies et de filaires chez les h&tesvoirs (humain et animal) sont
nécessaires pour évaluer les programmes d'inteoveatMadagascar. Cette approche
peut étre basée sur la PCR, méthode utilisée édiabdratoire de référence de I'Unité
de Recherche sur le Paludisme a I'lPM. Ce travaibmsisté aux mises au point de la
technique PCR (conventionnelle et en temps réat Bv&YBR Green |), I'application
des techniques sur des échantillons de Iémuri¢@s| @valuation de la performance de
la PCR par rapport a la microscopie et au testiagndstic rapide (TDR).

Le résultat de cette étude en utilisant des teciesigl’amplification moléculaire
a révélé deux cas suspects positifs de filariogz ¢bs |émuriens mais négatifs a la
microscopie et au TDR. Cette suspicion sera coeferipar le séquencage de I'ADN et
'analyse de séquence, pour réaffirmer le réleadaune sauvage en tant que sources et

réservoirs probables des agents pathogenes humains.
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