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INTRODUCTION

L'ulcere de Buruli est une maladie infectieuse nég non contagieuse,
touchant a la fois I'homme [1] et les animaux [2, Blle est due a une mycobactérie
atypique appelédvlycobacterium ulcerangl-4]. C'est la troisieme mycobactériose
humaine apres la tuberculos#l.(tuberculosiy et la lepre K. leprag [1]. La
notification des cas d’infection naturelle chez &smaux reste jusqu’a présent rare [2,
3]. La bactérie produit une toxine, la mycolactd®§ qui provoque des lésions
tissulaires et inhibe la réponse immunitaire [6d Inaladie est caractérisée par des
|ésions nécrotiques de la peau et du tissu soas€utjui peuvent atteindre les os

adjacents, entrainant des incapacités fonctiormp#emanentes des membres [7-9].

L'ulcére de Buruli sévit dans plus de 33 pays d@nmonde, essentiellement
dans les zones a climat tropical, sub-tropicaketgéré. La majorité des cas humains
notifiés sont en Afrique ; Aussi, I'Australie, I'As et ’Amérique latine sont également
affectées [8]. L'Australie est le seul pays danmtende a avoir déclaré la maladie chez
les animaux domestiques et sauvages [8, 10].

La maladie tire son nom du comté de Buruli, Ougatalgourd’hui appelé
District de Nakasongola), ou des flambées ont géakes dans les années 1960 [4,
11]. En 1998, 'OMS a considéré l'ulcere de Burdimme une maladie réémergente
gui a connu son essor en Afrique de I'Ouest etsaltarienne constituant une grande
menace pour la santé publique [12]. Aujourd’huie st classée parmi les dix-sept
maladies tropicales négligées qui touchent majoeitzent les populations pauvres dont
I'accés aux soins est limité [13]. Cette maladieeesiémique dans certains pays comme
le Bénin, la Cote d’lvoire, le Ghana et considérémme un probléeme majeur de santé
publique entrainant un grand impact socio-éconoefdd] avec une incidence estimée
a plus de 10.000 nouveaux cas par an [1]. Dansaiges régions, la prévalence peut
atteindre jusqu'a 22%, dépassant celle de la l@trade la tuberculose [15-16].
Cependant, beaucoup de cas ne sont pas diagnastaguda maladie reste mal connue
par la population [4, 17].



Madagascar, pays tropical en voie de développeraante forte incidence de la
tuberculose, environ 25.000 cas déclarés chaquéeafitB] et de la lepre, 1.577
nouveaux cas deépistés en 2011 [19]. Jusqu’ici,deetecherches ont été effectuées sur
les mycobactérioses aussi bien chez 'hnomme que lelseanimaux. En effet, I'ulcére
de Buruli, bien que fréquente dans plusieurs paygidaux, reste méconnu par les
personnels de santé, médecins, vétérinaires eplalation a Madagascar. Selon 'OMS
« la méconnaissance de cette maladie, sa réparfiticale et le fait qu'elle touche
principalement les communautés rurales démuniesdoa les cas sont peu notifiés »
[20]. A cela, il faut ajouter sa présence probalaes les pays ou il n’est pas reconnu ni
recensé en tant qu’ulcere de Buruli [21].

En zone d’endémie, le diagnostic de l'infectioiMa ulceransest basé sur la
clinique. La confirmation bactériologique se heuatda difficulté de la culture et la
lenteur de croissance de cette bactérie. Cela@udosu développement des techniques
rapides en biologie moléculaire dont 'amplificatigénique par la « Polymerase Chain
Reaction » ou PCR. La PCR est considérée commetagimique trés sensible et
spécifiqgue pour le diagnostic dé. ulcerans[22, 23]. En 2013, les experts de 'OMS
ont recommandé qu’au moins 70% des cas notifiensaonfirmés par PCR positive
d’ici fin 2014. Pour les pays exempts de cette dialau de situation inconnue comme
Madagascar, la mise en place de cette techniqgus danlaboratoire équipé est
fortement recommandée [8, 23].

L'objectif de cette étude est de mettre en plaxdekchnique de diagnostic

moléculaire deM. ulceranspar la méthode PCR a I'lnstitut Pasteur de Madzagas

Apres la description de la maladie ulcére de Buchkz I'hnomme et chez les
animaux, nous rapportons la méthodologie et leslteds de I'évaluation de la
sensibilité et de la spécificité des deux techrsqde diagnostic moléculaire, PCR
classique et PCR en temps réel, reposant sur é&ctiét de la séquence d’insertion
1S2404 et qui seront suivi par les discussions. Cettéeénhous permettrait d’acqueérir
plus d’expériences en biologie moléculaire, d’atifalns que c’est le premier travail
effectué a Madagascar concernbhtulcerans Ces outils de diagnostic mis en place
seront disponibles pour de futures investigatiandes recherches dans le pays et qui

apporteront de nouvelles connaissances sur cdttelpgie.
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PREMIERE PARTIE : RAPPELS

.  HISTORIQUE

En 1897, Sir Albert Cook a décrit chez des halstaie la vallée de Buruli en
Ouganda des ulcéres cutanés d'évolution chrontjeDe 1923 a 1935, Kleinschmidt,
médecin missionnaire dans le nord-est du Congaji aaussi observé des Iésions
cutanées a bords creusés contenant de nombreukedaacido-alcoolo-résistants
(BAAR) [25]. Ce n’est qu’en 1948 que le professdlacCallum et ses collegues ont
publié la premiére description d'un ulcere chroai@ppelé « ulcére de Bairnsdale »
chez six fermiers Australiens. Ceci apres avoiriti€agent causal en découvrant des
BAAR dans une biopsie prélevée a partir d’'un ulodeela jambe chez un enfant de
Bairnsdale (Australie) en 1940 [24]. Cette bactédg@aommédycobacterium ulcerans
fut identifiée en 1958, aprés une étude expérinemtaez I'animal de laboratoire [26]
et description de ses principaux caractéres cuitufa7]. Faisant référence a la vallée
de Buruli en Ouganda ou Sir Cook avait observéplesniers cas d'ulcére en 1897,
Dodge et Lunn (1962) vont attribuer a cette infaciiappellation : « ulcére de Buruli »
[28].

En 1998, 'OMS lanca linitiative mondiale conti@céere de Buruli (« Global
Buruli Ulcer Initiative », GBUI). Cette coalition omdiale avait comme objectif
principal de controler et de coordonner les effatés recherche [4]. S’est tenue la
réunion des experts de I'OMS sur l'ulcere de Burulitte et recherche, organisée a
Geneve en 2013 recommandant de mettre en ceuvreeystisactivités dont la

confirmation d’au moins 70% des cas au laborafmirdla méthode de PCR [8].



.  GENERALITE SUR L'ULCERE DE BURULI CHEZ L’'HOMME
I.1. DEFINITION

L'ulcere de Buruli est une maladie infectieuse ngtg endémique, provoquée
par Mycobacterium ulceransCommencant généralement par un nodule ou undegapu
cutanée indolore qui, en I'absence de traitemesmtué vers une ulcération massive a
bords creusés de la peau et aboutit a des séqueliglantes. Il arrive parfois que les

0s soient détruits. Ce sont les extrémités qui ksnplus souvent touchées [4, 8].

L'ulcére de Buruli est aussi connu sous plusiewr®s) le plus souvent, suivant
la région du foyer d’'origine comme « Mbasu » a Gpng Maladie Mystérieuse de
Daloa » en Co6te d’'lvoire, « Abi » au Togo, « Atomaw Cameroun, « Ulcere de
Daintree » ou « Ulcere de Bainrsdale » en Australiénfection aMycobacterium
ulcerans» ... [29, 30].

1.2 AGENT ETIOLOGIQUE : Mycobacterium ulcerans
11.2.1. TAXONOMIE ET CLASSIFICATION

M. ulcerans appartient a la famille dedMycobacteriaceae ordre des
Actinomycetalesclasse deSchizomycéteg31]. Cette famille contient un seul genre :
Mycobacterium[32]. On compte actuellement plus de 130 espeogobactéeriennes,
avec une majorité d’especes environnementdesilceransappartient au groupe des
« Mycobacterium Other Than Tuberculosis » (MOTT)muycobactéries atypiques ou
mycobactéries environnementales [33], et au grolige la classification de Runyon :

mycobactéries achromogenes, qui ne se pigmenta@niariumiere, ni a I'obscurité [34].

11.2.2. CARACTERES BACTERIOLOGIQUES

M. ulceransest un bacille immobile, non sporulé, aérobiectdrirectiligne ou
plus ou moins incurvé [35], atteignant 4 a 5 p dées lésions cliniques ou

expérimentales mais de taille plus réduite en cailt@? a 4 pu [36].



Il se colore difficilement a la fuchsine, mais esipable de conserver cette
coloration malgré I'action combinée de I'acide et Idalcool. D’ou l'appellation de
bacille acido-alcoolo-resistant (BAAR) [37]. Cefimpriété est liée a la présence d’'une
paroi tres riche en lipides spécifiques, les acidgsoliques, qui est mise a profit dans
la coloration de Ziehl-Neelsen : coloration diffiétielle des mycobactéries [38}4.
ulceranss’organise en biofilm et sa paroi confére unestésce a la plupart des agents

physico-chimiques [35, 39, 40] (Figure 1).

_ SO AG : arabinogalactane ; CAP : capsule ;
CAP | < > 5 %3 CM - membrane cytoplasmique ; CWS : squelette de la paroi ;

S ETL : couche pariétale de niycolate transparente aux électrons ;
L 3 n < : 108k o
e[ 353333381833 IL : couche inteme :LOS : lipopolysaccharide ;

| SSRSLGRGARERATEARANAY OL : couche exteme: ; P : porine ; PG : peptidoglycane ;
:g - ;J TN “l“l. cws  PGL : phénolglycolipide ; PL : phospholipide ; SL : sulfolipide,
OLE sl St TTYE e | Tﬂllftféh?lnsedinwmlate; _
L b TR TV TL : couche membranaire transparente aux elections

intérieur (cytoplasme)

Figure 1. Vue schématique de I'organisation généralde la paroi mycobactérienne

Source : Zuber B, Chami M, Houssin C, DubocheGdffiths G, Daffé M.
Direct visualization of the outer membrane of myaxteria and corynebacteria in their
native state. J Bacteriol. 2008;190(16):5672-80.

C’est une mycobactérie a croissance lente (tengpgénhération environ 20
heures) qui se cultive a des températures comperses 30 et 33°C [41]. Le milieu de
Léwenstein-Jensen est le milieu de culture le fdusrable pouM. ulceranset le pH
optimal varie de 5,4 a 7,4 [42]. Pour son isolememtculture primaire, il faut une
incubation a 32 °C. Une teneur réduite en oxygg@2(< 2,5 kPa) est propice a sa
croissance, ce qui laisse supposer une préféremo@a@rophile [43]. Les cultures
primaires peuvent prendre 6 a 8 semaines, comin&cidle tuberculeux, mais les sous-
cultures deviennent en général positives en demaises, suivant le nombre de

mycobactéries dans I'inoculum [4].



11.2.3. CARACTERISTIQUE DU GENOME DE M. ulcerans

La séquence genomique compléteMileulceransa été publiée en Février 2007
(http://genolist.pasteur.fr/BuruLiji/Elle a été obtenue et isolée en France a pHutir

isolat clinique d’une Iésion d’ulcere de Buruli pemant du Ghana en 1999. Le génome
complet de 5.805.761 pb appelé Agy 99 comprend dépkicons circulaires, un
chromosome de 5.631.606 pb et un plasmide de aralMUMO0Ll de 174.155 pb
(Figure 2). Le chromosome est riche en séquendesetfion (« insertion sequence »,
IS), en particulier 13404 (1.368 pb, 209 copies) etd606 (1.438 pb, 83 copies) et il
contient deux bactériophageph{(MUOL et phiMUO2) et de multiples délétions et
réarrangements d’ADN. Le plasmide contient quaty@es de 18404 et huit copies de
IS2606 [44-46]. Auparavant, I'I3404 était considérée comme spécifique pddr
ulcerans mais elle est également présente dans d’'aespsces de mycobactérids
liflandii, M. pseudoshottset un groupe inhabituel de souches Me marinum M.
lentiflavum Les 122404 et I2606 sont aussi observés chez le gedteptomycef5,
47-49]. Diverses techniques en biologie moléculaitdisent ces deux séquences
d’insertion pour identifieM. ulcerans[47]. Le chromosome a une teneur en G + C de
I'ordre de 65% [50] tandis que celle du plasmidevilelence est légerement inférieure
62,5% [44].

Les comparaisons entre le génome Me ulcerans et M. marinum (une
mycobactérie pathogene pour 'lhomme et les poissgpérsome complet de 6.636.827
pb) ont confirmé une relation trés étroite entre deux especes [44, 49].
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Figure 2. Représentation circulaire du genome Agy®deM. ulcerans:
chromosome et plasmide pMUMO01

Le cercle noir extérieur montre la taille en badess deux prochains cercles
intérieurs illustrent les brins sens et inversesSCBéquences codant pour des
protéines), respectivement en bleu et en rougerdgiens de I'lS sont affichées dans le
prochain cercle intérieur en noir. Les cerclesplless a I'intérieur représentent la teneur
en G + C. Le graphique a été concu en utilisant BN&er Release 1.4.

Source : Rdltgen K, Stinear T, Pluschke G. The gencevolution and diversity
of Mycobacterium ulcerandnfect Genet Evol. 2012;12:522-9.

11.2.4. DIVERSITE GENETIQUE DE M. ulcerans

De nombreuses méthodes en biologie moléculairectinidéveloppées depuis
une vingtaine d’années pour l'identification, I@#@ge et le génotypage tle ulcerans
[51, 52]. Elles ont permis de révéler qu'au seirceite espece, il existe plusieurs sous-
groupes qui peuvent également se différencier parcdractéristiques phénotypiques et

génetiques :
O Les variations sur la région 3'-terminal du gen& JRNr sont liées a l'origine
géographique des souches Me ulcerans: africaine, américaine, asiatique et

australienne [53].



0 L’analyse du géne 16S ARNr a aussi permis d’idemtifine autre sous-espéece
nommeeMycobacterium ulceransubsp Shinshuensgrovenant de Japon [54].

0 Une espece de mycobactérie auparavant appéy@ebacterium liflandiiest
considérée actuellement comme un écotype Mle ulcerans et nommée
Mycobacterium ulcerangcovarliflandii. C’est une mycobactérie pathogéne,

létale pour une espece d’amphibien africXienopus tropicali$s5, 56].

11.2.5. MYCOLACTONE

La mycolactone, une exotoxine produite par le pldsrde virulence pMUMO001
de M. ulcerans[5] est un polykétide dérivé de macrolides tox&iB7]. Les génes
codant pour les enzymes de sa voie de biosyntliegs sur le plasmide (174 kb) sont
susceptibles d’avoir été acquis par transfert lootal des genes au cours de I'évolution

du complexeM. marinuniM. ulcerang58].

Il existe cing variantes de mycolactone produitasles souches dd. ulcerans
et d’autres mycobactéries produisant de mycolactGnemycobacteria producing
mycolactone », MPM) qui se different par leurs cflees chimiques (méme noyau
lactone mais chaine latérale différente) et leugine géographique. Ces variantes de
mycolactone sont : mycolactone A/B produite par ulcerans souche africaine ;
mycolactone C formée pdd. ulcerans souche australienne ; mycolactone D produite
par M. ulcerans souche de la Chine ; mycolactones E et F formpéaesl'autres souches
MPM [59] (Figure 3). Des chercheurs ont avancé Muellceranset ces MPM doivent

étre considéerés comme une seule espece [60].



Ancestral M. wicerans limeage Othar mycolactone Classical M. uicerans
LHy {French G a, Suriname, producing mycobacieria lineage

Mexico, China, Japan ) (Ghana, Australia)

Figure 3. Evolution généalogique simplifiée d&. marinum, M. ulcerans et d'autres
souches MPM
Source : Yip MJ, Porter JL, Fyfe JA, Lavender Edrtaels F, Rhodes M, et al.
Evolution of Mycobacterium ulceranand other mycolactone-producing mycobacteria
from a commorMycobacterium marinurprogenitor. J Bacteriol. 2007;189:2021-9.

1.3. EPIDEMIOLOGIE DE L'ULCERE DE BURULI CHEZ
L'HOMME

[1.3.1. REPARTITION GEOGRAPHIQUE

Notifié dans plus de 33 pays dans le monde, I'elcée Buruli se répartit
principalement dans les régions tropicales et spitales a climats chauds et humides
(Figure 4). L’Afrique est le plus touché, cependal a été rapportée dans d’autres
continents [1, 8, 20] :

O En Afriqgue : Bénin, Cbte d’lvoire, Ghana, Togo, duta, Sierra Leone,
Cameroun, Gabon, Soudan, Ouganda, Congo, Liberi@é®, Burkina Faso,
Congo, Malawi, Mali, Nigeria, Sénégal, ...
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0 En Amérigue latine : Mexique, Brésil, Pérou, Sumea Guyane Francaise,
Bolivie.

O En Asie : Malaisie, Inde, Sri Lanka, Japon, chindpnésie.

O En Pacifique occidental : Papouasie Nouvelle-GyiAéstralie, Kiribati.

O En Europe (Londres, France) et en Amérique du Nael sont des rares cas

chez des voyageurs de retour d’Afrique ou de Guyan@l-63].

Figure 4. Distribution géographique de l'ulcére deBuruli dans le monde en 2011

Source : Organisation Mondiale de la Santé. UlckreBuruli. In : Savioli L,
Daumerie D, eds. Continuer a agir pour réduire pact mondial des maladies
tropicales négligées : deuxieme rapport de 'OMSlesi maladies tropicales négligées.

2014 : 41-4. WHO/HTM/NTD/2013.1.

[1.3.2. ECOLOGIE ET TRANSMISSION

Les réservoirs et le mode exact de transmissidvi.ddceranschez 'homme ne
sont pas complétement élucidés [8, 64]. Jusquaietune preuve évidente indique une

transmission interhumaine [3, 4].
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L'ulcere de Buruli apparait en général sous forme de foyers endémiques, le plus
souvent localisés autour d’'un écosystéme aquatique (rivieres, fleuves, lacs naturels et
artificiels, marécages, périmetres irrigués) [4, 9, 65]. En éffeticeransa été mis en
evidence par PCR dans I'environnement dont I'eau, la boue, les mollusques, les insectes
(moustiques, punaises aquatiques), les végétaux aquatiques, les crustacés, les poissons
et les mammiféres terrestres (opossums, rats) qui pourraient ainsi constituer des
réservoirs ou vecteurs potentiels pour ’'homme [65-70]. La transmission pourrait se
faire soit a la suite d’'un contact direct avec I'environnement ou des poissons contaminés
[9, 65, 71], soit par inoculation d®. ulcerans dans la peau a la faveur des
microtraumatismes [72], des injections [71], des piqlres [73] ou des morsures [74].
D’autres chercheurs privilégient la notion de transmission par voie aérienne : les
aérosols pourraient transportér. ulceranset infecter I'hGte par voie respiratoire ou

contaminer la surface de la peau [73].

[1.3.3. FACTEURS FAVORISANTS

Plusieus facteurs pourraient favoriser I'apparition des foyers endémiques de
l'ulcere de Buruli chez 'homme tels que : les modifications de I'environnement aprés
des perturbations écologiques importantes (inondations, immigrations, déforestations),
les variations saisonnieres. Tandis que, la proximité de rivieres et de plan d’eau a débit
lent, l'utilisation de sources d’eau non protégées pour les activités domestiques,
'absence de vétements protecteurs (pantalons, chemises a manches longues), la
désinfection inadaptée des plaies constitueraient des facteurs de risque individuel [1, 4,
75]. Cependant, I'age, le sexe, le groupe racial ou socio-économique ne sont pas des
facteurs déterminants de la maladie [76]. Néanmoins, une variation en fonction des pays
est observée, a I'exemple de I'Afrique, 48% des sujets atteints sont des enfants de moins

de 15 ans [8].

Bien que l'infection au VIH ne soit pas un facteur de risque, elle affaiblit le
systeme immunitaire et rend I'évolution de l'ulcére de Buruli plus agressive [8, 77],

mais elle n’influence pas I'effet du traitement [4].

J\ v COoWUurs

WiWwW . IMCoOUrs. com
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1.4 PATHOGENIE ET SYSTEME IMMUNITAIRE

M. ulcerans posséde un tropisme principalement cutané et smunvair
pathogene est di a la production de la toxine nagtohe. Aprés avoir été introduit
dans le derme sous cutaiMg,ulceranspasse par une phase de latence de durée variable
avant de proliférer et produire cette toxine [18].mycolactone dispose des propriétés
cytotoxiques, produisant une mort cellulaire epdptose des cellules épithéliales [79,
80] en activant de maniére incontrdlée la synthdse leur cytosquelette ; elle
compromet donc a la fois la cohésion des tissuEnéstet leur potentiel de cicatrisation
[81]. Ainsi que des propriétés immunosuppressivesirdibant la production des
médiateurs inflammatoires (IL-2, TNket d’autres cytokines), ce qui explique la faible
réaction inflammatoire locale [6, 82, 83]. Les sddcaux sont envahis et |ésés par
ulcerans ce qui justifie la nature indolore de la Iésiam ltlicére de Buruli [84]. La
mycolactone est responsable de la nécrose de issgraous cutanée (adipocytes),

constituant ainsi un milieu favorisant la proliféoa deM. ulcerans

Au cours de cette phase, la réponse cellulair¢hdée est trés faible voire
inexistante (en général l'intradermoréaction deblauline, antigene dérive dil.
ulcerans est négative) [85]. Les Iésions osseuses méigistasviennent probablement
de la diffusion deM. ulceransdans le sang ou par voie lymphatique [86]. A uriate
moment, sans qu’on puisse expliquer, soit la toxseneutralisée, soit les bactéries
cessent de se proliférer ou de produire la toxlree.guérison par I'apparition de
granulomes semble commencer dés lors que I'hotelaldye une immunité a médiation
cellulaire (augmentation de la production d’IFN-contre des constituants dd.

ulcerans(la réaction a la buruline devient positive) [88].

I.5. ASPECTS CLINIQUES DE L'ULCERE DE BURULI CHEZ
L’'HOMME

L’incubation de l'ulcere de Burli varie de quelquemmaines a plusieurs années
(une moyenne estimée a 135 jours soit 4 a 5 mokustralie) [1, 89]. Il évolue en
général, sans fievre et indolore, en trois stadeactéristiques (pré-ulcératif, ulcératif,
cicatriciel) [1, 4]. Les lésions peuvent étre logéds, diffuses ou multifocales.
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Une méme personne peut également présenter plisitemtes identiques ou
différentes sans altérer I'état général [7, 9, 71].

PHASE PREULCEREUSE : caractérisée par une tuméfaction sous-cutanée

ferme qui peut se présenter sous quatre formes :

0 le nodule est une Iésion dure, bien délimitée, de2l.cm de diamétre, le plus
souvent unique, indolore, froide, adhérente a kups mobile au plan profond,
accompagnée d'une dépigmentation de la peau aaoisin

00 la papule apparait sous la forme d’'une Iésion suéd, indolore, de moins de 1
cm de diametre, accompagnée d'une rougeur de lsgvessinante.

O la plaque est une large Iésion indurée, hyperpiggeersurélevée, de plus de 2
cm de diametre, aux bords irréguliers, indolore.

O l'cedéme se manifeste par une tuméfaction sous-€ttaitle, pouvant s'étendre
a un membre entier englobant largement la zoneaodébuter l'ulcération. I

peut étre accompagné de signes inflammatoires Xoetade fievre.

PHASE ULCEREUSE : les nodules et les papules évoluent le plus sduven
vers une ulcération cutanée profonde d’extensiomgrmessive et chronique.
Classiquement, cette perte de substance dermoréypige présente un fond nécrotique
jaunatre, des bords décollés et un pourtour oeddmaCe décollement peut atteindre

plusieurs centimétres et faire communiquer desedcgatellites.

PHASE DE CICATRISATION ET SEQUELLES : la guérison spontanée des
lésions est possible. Le tissu cicatriciel esteibxt, scléreux et I'impotence fonctionnelle
engendrée par les ulceres péri articulaires ®tfaction des cicatrices conduisent a des
séquelles a type d’ankylose, de blocage en positiciause, d’amputation de membre

ou de perte d’'organe, de lymphcedeme par strictaaircielle.

LES FORMES PARTICULIERES ET COMPLICATIONS : une
ostéomyeélite, une atteinte multifocale, une sudtibém bactérienne (tétanos, septicémie)
[4], une association d'un large ulcére thoraco-ahidal et pleurésie massive [90, 91],
une co-infection avec le VIH ou aveMansonella perstangfilariose) [92], etc. Une

localisation génitale est généralement secondairefayer a distance [93].
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1.6. DIAGNOSTIC DIFFERENTIEL

Le diagnostic différentiel de l'infection M. ulceranschez 'homme repose sur
plusieurs manifestations dermatologiques dont laficoation ne peut étre acquise

gu’'avec l'aide de la biologie [4, 22]. A l'instar :

[0 des nodules : piglres, boutons, kystes, lipomesnéles, onchocercomes,
adénite, mycose ;

O des plaques : lépre, cellulite, mycoses, psoriasis

0 des formes cedémateuses : cellulites, éléphan@asispmycose ;

0 des ulceres : ulcére tropical phagédénique, leisioea, pian, carcinome
épidermoide, stomatite gangréneuSar(crum ori3, ecthyma a streptocoque ou
a staphylocoque ;

[0 des ostéomyeélites : tuberculose, les ostéites @uea a pyogenes, mycétomes.

1.7. DIAGNOSTIC

Dans les zones endémiques le diagnostic reposeuswstr la clinique, le
diagnostic microbiologique reste trop peu utiliS&€lon 'OMS, il faut au moins deux
examens positifs parmi les quatre diagnostics bati§iques pour affirmer
formellement le diagnostic. Les prélevements d@dipour le diagnostic bacteriologique
de l'ulcere de Buruli sont : les écouvillons, I'agpion a l'aiguille fine et la biopsie a
I'emporte-piéce ou chirurgicale. lls doivent étnelpvés apres le diagnostic clinique
[22, 23].

1.7.1. EXAMEN DIRECT DES FROTTIS CUTANES

La mise en évidence de bacilles acido-alcoolotasis (BAAR) par examen
direct des frottis au microscope (méethode de Zigrtisen ou coloration a I’Auramine)
a partir d’écouvillons passés sur les bords désal&l'ulcére est le test de diagnostic de
premiére intention disponible dans la plupart desez d’endémie. Sa sensibilité est
faible, inférieur a 60% [22].
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11.7.2. CULTURE

La culture sur milieux de Lowenstein-Jensen (LJhleGos ou BACTEC
pratiqguée a partir des écouvillons ou des biopsitanées est difficile et longue (peut
atteindre jusqu’a 12 mois pour devenir positive)esLcolonies obtenues sont
eugoniques, jaunatres, rugueuses et a bords brearqués. Le diamétre est de 2 mm
et peut atteindre 5 mm, la surface est irrégukiies’y développe en général un bouton
central surélevé de 1 mm. Sa sensibilité est failde?20 a 60% [4, 22].

11.7.3. HISTOPATHOLOGIE

Elle nécessite une biopsie profonde (jusqu’a I'apwose) d'une lésion. Elle
montre une nécrose de coagulation du tissu soasw€wt de I'aponévrose avec une
réaction inflammatoire modérée et parfois une Masite et une minéralisation. Les
BAAR sont en plus ou moins grand nombre (rares tssilceres, nombreux dans les
nodules). Sa sensibilité est de 90% [22, 94].

11.7.4. AMPLIFICATION GENIQUE (PCR)

Cet examen est realisé directement sur les écloastitliniques ou bien a partir
des milieux de culture. Son principe repose suetherche de I'ADN dé/. ulcerans
par la détection de la séquence d’insertic?4Blpar PCR. Sa sensibilité est de 98% et
sa spécificité est proche de 100%. Les techni@R ne sont accessibles que dans de
rares laboratoires alors qu’elles permettent ugrbatic rapide [22].

1.8. TRAITEMENT

La chirurgie et I'antibiothérapie sont les deuxnpipaux traitements actuels de
l'ulcere de Buruli. Avant la recommandation de I'GMen 2004 tendant a utiliser
I'antibiothérapie, les interventions chirurgicatemnstituaient le traitement de base [95,
96]. L'association Rifampicine-Streptomycine caig le traitement standard [95], qui
a montré des résultats prometteurs : guérison dendaié des lésions précoces et
ulcérées de moins de 5 cm, réduction du volumeonésl et donc I'étendue de
I'intervention chirurgicale, diminution du risque dechute post-chirurgicale des formes

évoluées ou compliquées (ostéomyeélites) [97].
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L’association Rifampicine-Clarithromycine est employée chez les femmes
enceintes. L’association Rifampicine-Moxifloxacine est réservée uniquement pour les
adultes [95].

La chirurgie consiste en une exérése-suture des formes précoces nodulaires ou
une chirurgie complexe a type d’excision large en zone saine associée a une greffe

cutanée pour les formes évoluées visant a améliorer le pronostic fonctionnel [98].

Les mesures associées au traitement, la diffusion des regles d’asepsie et la
qualité des pansements, sont essentielles pour favoriser la cicatrisation et limiter les
surinfections bactériennes. La vaccination antitétanique doit étre a jour [4]. La
kinésithérapie et la rééducation fonctionnelle (appareillage) doivent étre utilisées au plus
tét afin de limiter les séquelles invalidantes [95]. L'intérét des techniques adjuvantes
(thermothérapie, oxygénothérapie hyperbare, héparines de bas poids moléculaires) [99]
et I'efficacité des plantes utilisées dans le traitement traditionnel sont discutés [100].

11.9. PREVENTION ET LUTTE

Actuellement, il n’existe pas de vaccin pouptgvention primaire de I'ulcérde

Buruli [8]. La vaccination par le bacille de Calmette-Guérin (BCG) conférerait un
certain degré de protection [101]. Il est nécessaire de renforcer I'éducation sanitaire des
populations a risque sur I'hygiéne personnelle et celle de I'environnement, ainsi que les
soins a toute écorchure ou coupure [102]. La stratégie de lutte contre l'ulcere de Buruli
menée par 'OMS, adoptée en mars 2009 a Cotonou (Bénin) est fondée sur la détection
précoce, la mise au point d’outils de diagnostic simples et ['utilisation précoce des

antibiotiques [103].

Il a été démontré que I'exposition a des piqQres répétées de punaises aquatiques
saines conférerait une protection contre la formation des lésibhsufcerans Cette
hypotheése ouvre des perspectives pour la recherche de nouvelles stratégies préventives
[104].


https://www.mcours.com/
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. INFECTION A M. ulcerans CHEZ LES ANIMAUX

I1l.2. EPIDEMIOLOGIE DE L'INFECTION A M. ulcerans CHEZ LES
ANIMAUX

L’épidémiologie de l'infection a. ulceranschez les animaux reste encore trés
mal connue en dépit des efforts de rechercheasmaladie. L'Australie est le seul pays
a avoir déclaré la maladie chez les animaux [8h lojee la surveillance active soit en
cours dans certaines zones d’endémie d’Afrique J[10% maladie sévit dans plusieurs
zones d’endémie en Australie mais pour des raismusinues, les cas chez les animaux
domestiques et sauvages n'ont été signalés que I'@das de Victoria [8, 10]. Une
exception en 2011, un cas d’'une infectioMaulceransa été diagnostiqué par PCR
chez une tortueL{ssemys punctata punctatanportée d’Inde, qui est morte dans un

aquarium au Japon [106].

La premiére infection naturelle chez les animawit €écrite par Mitchell PJ, et
al. en 1984 chez des koal®héscolarctos cinereli$l07], puis d’autres infections ont
été diagnostiquées chez des marsupiaux : phalaregeasds {richosurus vulpecula
possums a queue anneléBséudocheirus peregrinys phalangers de montagne
(Trichosurus caninysd’Orbost [10, 108, 109], potorow@torous longipes[110], et
chez des chevaux [111], des chiens [112], des af{pg@ma pacop [113], un chat
[114] et une tortue [106]. Tous ces cas, a I'exoepdu potoroo et phalangers de
montagne étaient localisés dans la méme régioaredque celle ou sont apparus les cas

humains et ils étaient tous confirmés par PCR laorkoire [8, 10] (Figure 5).

Les hétes de diverses especes sensibles expériemsatd sont : les |ézards, les
amphibiens, les tatous, les rats, les souris, E®msters, les cochons d’Inde, les
aulacodes et les bovins. D’'autres animaux commeolsye, le lapin et la poule
semblent réfractaires a I'infection [36]. Le paisse développe pas une infection mais

son organisme peut étre colonisé amulcerang115].
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Figure 5. Localisation des cas chez les animaux peapport a des cas humains
dans I'Etat de Victoria en Australie depuis les anées 1940
Source : Elsner L, Wayne J, O'Brien CR, McCoawarMalik R, Hayman JA,
et al. LocalisedMycobacterium ulcerangfection in a cat in Australia. J Feline Med
Surg. 2008;10:407-12

Comme chez les humains, le mode d’infection,dagmission ou les réservoirs
de M. ulceranschez les animaux font I'objet de controversesi'yl a aucune preuve
évidente indiquant une transmission d'un animal ’'autie. L’environnement
constituerait la source d’infection [2]. En effdgs enquétes environnementales ont été
effectuées aprés la confirmation par PCR du diggnae l'infection aM. ulcerans
chez les chiens et les alpagas. Divers échargilbon été prélevés a partir d’'une variété
d’emplacements : I'eau des abreuvoirs, les matiéeales, les feuilles fraiches et
feuilles mortes des plantes autour du lieu derdi&n des animaux, la végétation, la
terre, etc. L’ADN deM. ulceransa été mis en évidence dans tous ces préléevemants p
la méthode de PCR [112, 113]. En 1987, I'équipdiehell PJ a déja constaté que les
koalas et les humains sont initialement infectésne’ source commune dans

I'environnement [116].
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L’ADN de M. ulceransa été détecté dans les féces des animaux infetiiéss,
marsupiaux) et d’autres animaux apparemment saigglants dans les régions
d’endémie. lls pourraient constituer donc des ré&ses et hotes naturels de la bactérie

dans I'environnement [2, 107-110].

Plusieurs hypothéses ont été émises sur le modeation des animaux, telles
que :

O Inoculation deM. ulceranspar l'intermédiaire d’'une blessure cutanée auanve
de la région infectée. Ceci pourrait s’expliquer lgafait que les parties atteintes
chez certains animaux sont souvent soumises a testraumatismes ou des
blessures causées par les grattages et les cabdt$4].

0 Contamination de I'animal par voie orale ou pareviaspiratoire et propagation
de M. ulceransdans l'organisme par voie sanguine ou lymphatigDeci
pourrait expliquer la présence d’infection systamigcomme chez la tortue
[106], infection respiratoire chez les koalas [1&7]a présence dd. ulcerans
dans certains organes internes des animaux autoffsié, estomac, poumons,
intestin) [10, 107, 110].

O Inoculation deM. ulceranspar l'intermédiaire d’'une piqlre d’insectes vecteu
comme le moustique, a I'exemple d’'un alpaga quirésgnté des ulcérations
apres avoir été piquée par des moustiques quefpmeaines auparavant [111-
114].

l11.2. DETECTION DE M. ulcerans CHEZ LES ANIMAUX SAUVAGES

11.2.1. DETECTION DE M. ulcerans CHEZ LES VERTEBRES

Dans les zones endémiques, une grande variétértbnés aquatiques et non

aquatiques qui partagent le méme environnemenliegudaumains ont été examinés.

Les mammiféres, les grenouilles, les reptiles stpeissons ont été proposés
comme réservoirs possibles Blle ulcerans Auparavant, les enquétes pddr ulcerans
chez ces animaux en Australie et dans certainesn®gl’Afrique n'ont pas donné de
résultats positifs [2, 116, 118-120].
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Mais plus récemment, la biologie moléculaire ayperde détecter TADN d#.

ulceransdans certaines espéces animales :

0 En Australie, 'TADN deM. ulceransa été détecté dans les échantillons de
matieres fécales et dans le tractus gastro-intdgdEs possums a queue annelée
(Pseudocheirus peregrinuget des phalangers-renardsi¢hosurus vulpecula
en bonne santé apparente [65, 108-110, 121]. Ciesaax sont considérés
comme des sentinelles potentielles dans la prowagde l'ulcere de Buruli
dans plusieurs régions de I'Australie [122].

0 L'analyse de plusieurs especes de poissons résaté&hana et au Bénin a pu
montrer la présence dié. ulceransdans cingq especes de poissons appartenant a
la famille desPoecilidae Aplocheilidag et Cichlidaedont le Tilapia [123]. Une
autre étude a aussi révélée la présendd.ddceranset/ouM. ulceransecovar
liflandii chez les poissons, tétards et amphibiens darddes d’eau au Ghana.
Les amphibiens peuvent en étre malades mais less@@ et tétards sont
seulement infestés [115].

I1.2.2. DETECTION DE M. ulcerans CHEZ LES INVERTEBRES

En Australie, plusieurs investigations ont aboutaamise en évidence dd.
ulcerans chez les moustiques qui sont proposés comme vecfeientiels deM.
ulcerans[124-126]. En Afrique, c’est dans les insectesatiques comme la punaise
d'’eau (familles deBelostomatidaeet Naucoridag, les coléoptéres (famille de
Hydrophilidag, I'escargot et dans les larves de luciole (ordddonata sous-ordre :
Anisoptereys que 'ADN de M. ulceransa pu étre détecté. Il a été démontré tue
ulceransse multiplie a I'intérieur des glandes salivaidesces punaises aquatiques [68,
127-130]. Au Japon, trois membres d’'une familleegtiatteints de I'ulcere de Buruli.
L’ADN de M. ulceranssubspshinshuense été détecté dans les écrevisses capturées

d’un canal d’eau stagnante dans la cour de leusana[131].
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[11.3. INFECTION NATURELLE DES ANIMAUX

111.3.1.  MANIFESTATIONS CLINIQUES

La période d’incubation de la maladie chez les anixnest inconnue, mais des
données suggerent qu’elle peut étre plus longus kéarcas des marsupiaux (0opossums)
gue chez 'homme. Les symptdomes chez les animaubenmceux des humains. La
présentation clinique de I'infectionM. ulceransla plus commune chez les animaux est
un ulcere ou une Iésion cutanée. Elle se locahisgéméral sur la téte (nez, ceil, oreille,
sous le menton) (Figure 6), sur la patte (coussinatse, métatarse, avant-bras, cuisse,

aine) (Figure 7), et sur le scrotum, la croupdaegueue (Figure 8) [2, 113].

Généralement, la forme évolutive de I'infection zhes animaux se manifeste
sous deux formes (non ulcérative et ulcérativek lésions peuvent étre uniques ou
multiples sous forme disséminée au niveau de leomégtteinte. Elles sont souvent

accompagneées d’'une perte de poils [2, 10, 107,114] -
FORME NON ULCERATIVE :

Le nodule est une lésion ferme, indolore, souveabmpagnée d’'un prurit, c’est
pourquoi lI'animal leche parfois la partie atteinenviron 1 cm de diametre, il est

localisé dans les tissus sous-cutanés et en gamihrétent a la peau.

L’cedeme est une tuméfaction (gonflement) diffuseisstutanée, étendue,
ferme, a bords mal définis. Elle peut s’étendrena partie d’'un membre ou a une

grande partie de la face.
FORME ULCERATIVE :

C’est une lésion cutanée indolore, se caractérig@nune perte et encastrement
du tissu sous-cutané avec un centre nécrose. Aut,débcere est superficiel mais il
évolue plus profondément avec des bords creusé@esecinduration environnante. En

I'absence de surinfection, les ulcéres restentlords et n'ont pas d’odeur particuliere.
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AUTRES FORMES :

[0 Ostéomyeélite : ce cas est apparu chez les koalaseemanifestant par une
atteinte osseuse et un écoulement purulent au wnideala mandibule et du
radius [107].

O Infection systémique : chez les reptiles, I'infeatiaM. ulceranschez une tortue
n'a été diagnostiquée qu’'en post mortem. La maladiévoluée sans signe
d’infection externe. Le seul signe détecté étaimdrexie. A l'autopsie, la tortue
a montré de multiples nodules blancs sur la surfdeela capsule et le
parenchyme de divers organes tels que le foiegtlg Fintestin et les poumons
[106] (Figure 9). D’autres membres inhabituels dumplexe M. marinuniM.
ulceransétaient a I'origine de maladies chez des repélestraliens : une tortue
peinte, morte au Zoo Taronga (Sydney) avait étécték, un python tapis
présentait une granulomatose multifocale et un qgythacheté souffrant
d’anorexie et ayant une tendance a s’enrouler t@zent, avait une infection
systémique [132]. Chez les mammiféres (potorou,ldspamarsupiaux) : les
examens effectués a l'autopsie ont révélé la poeseeM. ulceransdans les

organes internes ainsi que des lésions caractgesti10].

0 Chez les amphibiensXénopus tropicalis M. ulceransecovarliflandii peut
entrainer un coelomitis (infection du ccelome / abelo) et ultérieurement un

cedeme généralisé ou local (ballonnement) qui saujburs mortels [56].
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Figure 6. Photographie des ulcéres et Iésiondw ulcerans au niveau de la téte chez
les animaux
(A) Koala : ulcére au-dessus de I'ceil gauche ; (Bapossums : ulcéres sur le nez ; (C)
Alpagas : ulcére sur la face.
Source : adaptée par I'Auteur.

Figure 7. Photographie des ulcéres et Iésiond ulcerans au niveau de la patte
chez les animaux
(A) Cheval : ulcere sur la cuisse ; (B-C-D) Chiemdcération extensive sur les tarses et
métatarses ; (E) Potorou : ulcére sur le coussifEtG) Possums : ulcérations des
métatarses.
Source : adaptée par I'Auteur.
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Figure 8. Photographie des formes ulcératives darfection a M. ulcerans au
niveau de la partie caudale chez les animaux
(A) Potoroo : ulcere sur la queue ; (B) Chien eutcsur la croupe ; (C) Possum a queue
annelée : ulcéres sur la queue et sur les oreilles.
Source : adaptée par I'Auteur.

Figure 9. Multiples nodules blancs jaunatres sur laurface du poumon d’'une
tortue (Lissemys punctata punctata) dues aM. ulcerans
Source : Sakaguchi K, lima H, Hirayama K, OkamotpNatsuda K, Miyasho
T, et al.Mycobacterium ulceransfection in an Indian Flap-Shelled Turtleigsemys
punctata punctata J Vet Med Sci. 2011;73(9):1217-20.
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111.3.2.  DIAGNOSTIC

Sur le plan clinique, il faut envisager une inigata M. ulceranspour les
animaux vivant en zone d’endémie connue qui présénin ulceére sans autre cause
apparente, généralement sur une extrémité et sbuaet des bords creusés. Le

diagnostic biologique montre des BAAR dans les stilthans cliniques [133].

Au laboratoire, les méthodes de diagnostic biojogi employées chez les
animaux sont identiques a ceux des humains. Lesstypechantillons cliniques a
prélever sont : les écouvillons (a sec ou en milileutransport) qui sont prélevés
notamment sous les bords décollés d’'un ulcéergifatson a I'aiguille fine qui peut étre
réalisée sur n’importe quelle Iésion non ulcératifles nodules, les formes
cedémateuses) ou les ulcéres qui n‘ont pas de démtdlés [114], les tissus frais qui
proviennent de la résection des Iésions compottarst les niveaux du tissu cutané et
sous-cutané (conviennent le mieux en histopathe)ptgs coupes de tissus fixés inclus
dans la paraffine et I'exsudat purulent (une exoeptans le cas d’'un cheval qui a

donné des analyses positives en histopathologielteire) [111].

L'examen direct des frottis : coloration par la méthode de Ziehl-Neelsen qui
met en évidence la présence de nombreux BAAR iglitdaires dans les macrophages
et des BAAR extracellulaires. lls sont plus nhombirau niveau de la zone de nécrose
centrale [107, 111-114].

La culture in vitro: seuls les échantillons prélevés chez les chevaugse
koalas ont permis d’isole. ulceransdans la culture sur le milieu de Léwenstein-
Jensen. Dans le cas du cheval, l'incubation ét80aC et la culture primaire était
obtenue en 8 semaines. Pour les koalas, ellea€d&itC et 37°C [107, 111].

L’histopathologie : révele également la présence de nombreux BAAR e gt
de visualiser les modifications cutanées qui dépendiu stade d'évolution de la
maladie. On observe des dégénérescences a diades savec l'infiltration d’'un petit
nombre de cellules inflammatoires. Il y a une ngerde coagulation confluente dans le
derme profond, le tissu sous-cutané et 'aponéwoss-jacente. La plupart des bacilles
se trouvent dans les zones profondes de I'échamtidin observe parfois une vascularite

et les Iésions s’étendent a la marge du tissu Bécro
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La phase précoce de la guérison se caractérisenparéaction granulomateuse
mal organisée dans le derme et le tissu sous-cutdimdiltration granulomateuse
renferme des macrophages enflés (cellules eépittedhi des cellules géantes de
Langhans et des lymphocytes, qui finissent par éordes granulomes tuberculoides.
On observe rarement les BAAR [112, 114].

L'amplification génique : la PCR (PCR classique ou PCR en temps réel)
reposant sur la détection de la séquence d’inseld404 est la méthode de diagnostic
moléculaire pour confirmer l'infection 8. ulcerans chez les animaux [10]. La
fourniture d’'un diagnostic étiologique rapide pafHP est extrémement utile dans la
formulation d’'un pronostic et dans I'adoption d'traitement adéquat [112]. Le typage
moléculaire VNTR (nombre variable de répétitiontendem) pour 9 loci a permis de
révéler que la souche & ulceransinfectant les animaux est de méme profil génétique

que celle infectant les humains [112].

[11.3.3. DIAGNOSTIC DIFFERENTIEL

Chez les animaux, a la phase d’ulcération étabhepourra discuter plusieurs

diagnostics, entre autres :

0 Les autres infections mycobactériennes touchancip@alement les chiens, les
chats, les opossums ou les koalas : la tubercidokealisation cutanédvi
bovis M. microti), la panniculite causée par des mycobactériesogssance
rapide M. fortuitum M. xenop), la lepre féline et les granulomes léproides des
chiens M. lepraemuriunp, les infections cutanées aux membres du complexe
avium etc. [134-137] ;

O Les infections cutanées staphylococciques, streptigques et autres germes
atteignant souvent les extrémités. Elles se caisetd par des lésions
croUteuses et surtout par un état fébrile ;

0 La phytiose Phytium insidiosumtouchant les chevaux, les chiens et les chats :
ce sont des granulomes d’évolution lente, caradéripar un tropisme
vasculaire, une atteinte systémique (vaisseau»d, atteinte des tissus mous
(cellulite, abces, ulcéres) et une atteinte de (kératite) [138] ;
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O L'ulcere phagédénique : il differe de l'infectionM. ulceranspar son mode
d’installation rapide et brutal et par son caractére douloureux ;

0 Les ulceres traumatiques de la peau, les troubles circulatoires artério-veineux,
diabéte, affections malignes ;

0 La maladie granulomateuse systémique causéeNpachelonei M. marinumet

M. kannsasiket I'ostéomyélite causée plslr. chelonaechez la tortue [106].

Pour la phase pré-ulcérative, la présence d’'un nodule sous-cutané, associé ou
non a un cedeme, fera évoquer de nombreuses hypothéses : lepre, granulome a corps
étranger, kyste sébacé, abces, furoncle, réaction inflammatoire suite & une morsure ou
piglres par exemple. La biopsie, 'anatomopathologie et I'amplification génique sont
nécessaires pour le diagnostic précoce de cette lésion pré-ulcérative qui ne provoque

aucun trouble et passe ainsi souvent inapergue chez I'animal [111-114].

111.3.4. TRAITEMENT

Il N’y a pas de traitement spécifique pour l'infectiorMa ulceranschez les
animaux. Dans la faune sauvage, l'infection a été appelée a résoudre sans traitement
comme dans le cas d’'un phalanger renard et d’'un phalanger de montagne [108]. Dans
les cas graves, les animaux ont été euthanasiés. Aprés la confirmation du diagnostic par
PCR, divers moyens thérapeutiques ont été utilisés chez les animaux domestiques,
incluant I'antibiothérapie, le débridement chirurgical et la cryochirurgie.
L’antibiothérapie consistait a utiliser I'association d’antibiotiques recommandés par
'OMS pour traiter l'ulcere de Buruli chez 'homme [139, 140]. Voici quelques

exemples de schémas thérapeutiques qui ont été employés avec les résultats obtenus :

0 Le traitement antibiotique seul, association Rifampicine - Ciprofloxacine, a
permis de traiter avec succes un chien, alors qu’un cheval a été euthanasié apres
I'échec d’un traitement antibiotique non adapté (Gentamicine sulfate - Procaine
Pénicilline) [111, 112] ;

0 La combinaison de la chirurgie (débridement des ulcéres) avec I'antibiothérapie
(association Rifampicine - Clarithromycine) a permis de guérir un chien, un chat
et des alpagas [112-114] ;

WwWww.MmMCours . cCol
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0 La cryochirurgie : application de I'azote liquidar toute I'étendue de la Iésion
ainsi qu’'une marge de 1 cm autour de sa circonéé&esuivi d’'un traitement
avec Sulfadimidine / Triméthoprime par voie oralealouti a la guérison
compléte d’'un cheval (Figure 10) [111] ;

O Sous peine de récidive ou apres un échec de teiteou sans avoir traité

I'infection, d’autres animaux ont été euthanasidsl[114].

Figure 10. Photographie d’'une série de lésionsM. ulcerans sur la partie caudale
de la patte arriére d’'un cheval
(A-E) : 2 semaines, 6 semaines, 3,5 mois et 4,5,mespectivement, aprés une biopsie
et traitement de cryochirurgie ; (F) : le chevatesa un rétablissement complet.
Source : van Zyl A, Daniel J, Wayne J, Mc CowanMaJik R, Jelfs P, et al.
Mycobacterium ulceranmfections in two horses in south-eastern Ausiraliust Vet J.
2010;88:101-6.

l11.4. INFECTION EXPERIMENTALE

Plusieurs études expérimentales ont été effectizsdes animaux pour mieux
comprendre I'épidémiologie, la pathogénie et camedeés modalités de traitement de
'ulcere de Buruli. L'inoculation expérimentale ede les deux caractéres dé.
ulcerans: la nature nécrotique des lésions provoquées gbpisme pour les endroits
les plus froids de I'organisme [36, 141-144].
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L’inoculation intradermique d’animaux sensiblesyarque des lésions cutanées
qui imitent celles décrites chez I'homme au sitajdttion : apparition progressive
d’érythéme, papule, nodule, cedeme, ulcére minémtracture [36], et entraine une

infection systémique chez les lézards [141].

L’inoculation intraveineuse donne lieu a I'appanitides Iésions au niveau des
pattes, de la queue, du museau, des testiculessslusous-cutané et aussi au niveau
des poumons. Au niveau de la patte, la premiérdafesaation est une nécrose du tissu
conjonctif correspondant a des amas de BAAR ta@shmeux. Dans les poumons, on
peut également trouver des endroits de nécroseatgilation mais aussi des follicules,

plus ou moins riches en BAAR et situés a coté dameériole [36].

Apres injection intra péritonéale, une ascite, sofivhémorragique, peut
s’installer aprés cing a six mois. Le liquide eatiyre en BAAR mais a I'endroit de
I'inoculation, on observe une escarre dont lacstme histologique est en tout point

comparable a celle des Iésions humaines [36].

L’inoculation plantaire a la souris, au rat, au sten produit en trois a six
semaines (dépendant de la quantité de germesésjeahe rougeur et un gonflement
évoluant vers l'ulcération et méme I'amputationrdembre. Souvent, il y a métastase a

I'autre membre et aux testicules [36].

Aprés une injection, aussi bien dans la patte quns des testicules, ou apres une
injection intraveineuse un certain nombre d’animaléveloppent un cedéme sous-
cutané considérable au niveau de I'abdomen et daxhdonnant a ces animaux un
aspect tres caractéristique « en boule ». L’exahsiologique du tissu cutané révéle
une nécrose du derme contenant des BAAR. Les afswtggerent que l'injection de
M. ulceransdans la peau facilite grandement l'infection gicafe son soutien pour le
réle d'un vecteur invertébré ou autre voie d'ent@@me une piqldre ou une lacération
profonde ou les bactéries seraient contenues da@sibn. Une certaine quantité lde

ulceransest nécessaire pour pouvoir provoquer une infie¢86, 141-145].
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DEUXIEME PARTIE : METHODES ET RESULTATS
l. MATERIELS ET METHODES

I.1. CADRE, DUREE ET OBJECTIFS DE L’ETUDE

Cette étude a été réalisée au sein du laborateitéJdité des Mycobactéries de
I'Institut Pasteur de Madagascar sis a AmbatofetgikAntananarivo, dans le cadre
d’'une convention de stage entre l'Institut PastiMadagascar (IPM), la Faculté de
Médecine de I'Université d’Antananarivo, le Déparent d’'Enseignement des Sciences
et de Médecine Vétérinaires (DESMV) et I'AuteurleEh été menée du 18 Novembre
2013 au 31 Juillet 2014.

L'objectif de cette étude est de mettre en placdidgnostic moléculaire dd.

ulceranspar la méthode PCR.

l.2. MATERIELS
1.2.1. MATERIEL BIOLOGIQUE

Deux souches dil. ulceransont été utilisées dans cette étude (Identification
12.26 et 12.29). Ces souches ont été isolées eh &DLentre Pasteur du Cameroun

(CPC) puis repiquées au laboratoire de I'UnitéMgsobactéries a I'lPM.

1.2.2. EQUIPEMENTS

[.2.2.1. THERMOCYCLEURS

L’amplification génique par PCR est effectuée damsappareil automatisé

appelé « thermocycleur » :

0 Les PCR classiques sont realisées dans le therheocye< MultiGene,
Labnet®» (Figure 11). L'appareil est muni d'un btbermique avec 96 puits ou
on incube les microtubes contenant le mélange iokael. Son couvercle
chauffant presse les capuchons des tubes pour bempée formation de
condensation. Il comporte un panneau d’affichageneclavier qui permet de

programmer, mémoriser et démarrer le programme gliication de la PCR.
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0 La PCR en temps réel est réalisée dans le thernsaryeStepOne Real-Time
PCR systems, Applied Biosystems®». Cet appareiodie de 48 puits et il est
relié & un ordinateur (Figure 12). En utilisantldgiciel « StepOne Software
v.2.2.2® », les différents paramétres de 'ampdifion sont réglés et mémorisés
sur l'ordinateur. Ce logiciel permet aussi d’enstgr et d’analyser toutes les

données tout au long de la réaction.

Figure 11. Thermocycleur MultiGene, Labnet® pour FCR classique

Source : Autedur.

Figure 12. Thermocycleur StepOne Real-Time PCR syatns, Applied Biosystems®
pour PCR en temps réel

Source : Auteur.



32

[.2.2.2. AUTRES MATERIELS

Plusieurs matériels de laboratoire et consommabtesété utilisés pour la

réalisation de cette étude, voici quelques exemples

Bain-marie (Memmert)

Incubateur (Dry bath FB 15103 Fischer Scientific)

Vortex

Microcentrifugeuse réfrigérée (Centrifuge 5402 Eyjuaf)
Microcentrifugeuse (Fisherbrand)

Evaporateur Speed Vac

Hotte

Générateur (Consort) et cuve pour électrophorasadfrand)

Nanodrop Spectrophotometer 2000

Scan gel

Transilluminateur UV

Micropipettes Pipetman P1000, P200, P100, P20, P10

Microtubes 1,5 ml, 2 ml

Microtubes 0,2 ml (PCR-Reackt PP GE DECKEL FARBER ML_DNA, RNA
und RNase free, Life Science Products, réf. 06F328aL79)

O Barrette (MicroAmpM, PCR compatible DNA/RNA/Rnase Free, Applied
Biosystems, réf. 4358293)

O oOoo0o0ooooogogoogogoogood
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1.2.3. REACTIFS

La préparation des réactifs se fait en plusietages (annexe).

1.2.3.1. REACTIFS POUR LEXTRACTION DE L’ADN
GENOMIQUE

La méthode de VAN EMBDEN est la méthode d’extattide I'ADN
génomique standard employée au laboratoire detBUteés Mycobactéries a I'lPM. Les
réactifs nécessaires pour cette méthode sont :

Tris (Hydroxyméthyl aminométhane) (SIGMA, réf. 80K2)

EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid) (SIGMA,.1@70M0262V)

TE 1X (Tris EDTA)

Lysozyme 10mg/ml (SIGMA, réef. 53H7154)

SDS 10% (Sodium Dodecyl Sulfate) (SIGMA, réf. SLEHOV)

Protéinase K 10mg/ml (EUROBIO, réf. 069829)

NaCl 5M (Chlorure de Sodium) (PROLABO, réf. 2784k}

CTAB (Bromure de cétylméthylammonium) 10% (SIGMASf.r036K0145) /

NaCl 0,7M (PROLABO, ref. 27810.295)

0 Chloroforme (SIGMA, réf. SZBA1320) / Alcool isoanyie (PROLABO, réf.
032BR) (24:1)
Isopropanol (PROLABO, réf. 20842.298)

0 Ethanol 70% (PROLABO, réf. 20821.296)

O 0O o oogoogo o d
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1.2.3.2. REACTIFS POUR L'AMPLIFICATION GENIQUE
(PCR)

Les réactifs nécessaires pour I'amplification géeigar PCR sont :

Eau purifiée HPLC (High-performance liquid chrongrphy) Gradient Grade
(réf. 1346537)

Tampon d’amplification 10X (INVITROGEN, réf. 585060

MgCl> 25 mM (Chlorure de magnésium) (INVITROGEN, réf8968)

DMSO (Diméthylsulfoxyde) (F-515, réf. 68 et 72)

dNTP (Désoxynucléosides triphosphates : dATP, d@TH,P et dTTP) 10 mM
et 2 mM (SIGMA, réf. SLBF6924V)

0 Tag polymérase 5 unités/pl (INVITROGEN, réf. 520169

0 Amorces sens (Forward) et anti-sens (Reverse):

«  MU1-new 20uM (SIGMA, réf. 8016324581-000010)

«  MU2 20uM (SIGMA, réf. 8016324581-000020)

«  MUF1 5pmol/pl (SIGMA, réf. 8016324581-000030)

« MURL1 5pmol/pl (SIGMA, réf. 8016324581-000040)
Sonde MUFT1 5pmol/ul (SIGMA, réf. 8016814903-000010

1.2.3.3. REACTIFS POUR L'ELECTROPHORESE

Les réactifs nécessaires pour I'électrophorésgain’agarose sont :

O 0O o oo o &

Poudre d’'agarose (INVITROGEN, réf. 0000237816)

Eau distillée stérile

Tampon TBE 1X

BET (Bromure d’éthidium) 10mg/ml (SIGMA, réf. E8761

Bleu 6X (Sucrose 40%, Blue bromophenol; SIGMA, 80389, B-6131 )
Marqueur de poids moléculaikeDNA 50 ng/ul (SIGMA, réf. D 9780)
Marqueur de poids moléculaire 100pb DNA Ladder Qy/ul (SOLIS
BIODYNS, réf. 100pb BPB 0160)
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.3. METHODES

[.3.1. MESURES DE SECURITE AU LABORATOIRE

Toutes les manipulations au laboratoire nécessifapplication stricte des
regles d’hygiéne et de sécurité. Chaque local @s¢Lc pour une ou plusieurs activités
précises. Le port de gants stériles, de blouser@repde calot est indispensable pour
protéger les manipulateurs contre les différergdquis au laboratoire et pour éviter la
contamination de la manipulation. Les gants doiv&iné changés de temps en temps
durant les différentes manipulations. Les manipahst doivent se faire autant que
possible dans la glace afin de préserver les féagttila préparation. Certaines de ces
différentes étapes de la manipulation décritesessdus ont été effectuées sous hotte
Poste de Sécurité Microbiologique (PSM). Une lumiBitra-violet (UV) est allumée

pendant 15 minutes avant de quitter la salle agit@que manipulation sous hotte.

Les consommables et les autres matériels utilmésstériles et a usage unique,
sinon, ils doivent étre nettoyés, deésinfectés eisgm a l'autoclave avant chaque
utilisation. Apres chaque manipulation, la pailasdoit étre rangée, nettoyée et

désinfectée.

1.3.2. REPIQUAGE DES SOUCHES DEM. ulcerans

Les deux souches 12.26 et 12.29 ont chacune étpiéggs en 4 tubes de culture.
Le repiquage consiste a ensemencer les soucheéd. ddceranssur le milieu de
Loéweinsten-Jensen (LJ) afin d’obtenir assez dertetohomogénes. Pour favoriser la
croissance des souches isolées, un bouillon DUB@® ajouté dans le milieu. Le
traitement des micro-organismes vivants s’effectaes un local réservé dont I'acces

est reglementé, au laboratoire NSB3 (Niveau dergéduiologique 3).
Protocole de repiquage :

Le repiquage se fait comme suit :

O Identifier les tubes LJ : identifiant de la souehe&late de manipulation ;

O Verser 200 ul de Dubos dans les tubes LJ ;
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Prélever quelque colonies a I'aide d’'une tese ;

Ensemencer les colonies dans les tubes LJ : refegtcolonies a la surface du
milieu incling ;

Ranger les tubes en position couchée et bouchass#esur un plateau ;

Incuber les tubes dans I'étuve a 30°C ;

Surveiller régulierement I'évaporation de liquideq jours) avant de revisser les

tubes ;

La lecture est faite une fois par semaine. Letumd ont donné des résultats
positifs a la sixieme semaine avec un nombre dened estimé entre 200 a 300 par

tube.

1.3.3. EXTRACTION DE L’ADN GENOMIQUE PAR LA
METHODE DE VAN EMBDEN

1.3.3.1. PRINCIPE

La technique d’extraction d’ADN utilisée dans cedtede est celle décrite par
van Embden, et al. [146]. Elle consiste a tuemgsobactéries, puis extraire et purifier
'ADN génomique. Sous l'action de la chaleur, lesuches mycobactériennes en
suspension sont tuées. L’action combinée du lysezgtrde la protéinase K permet la
lyse bactérienne et la libération de I'acide nupiéi dans la solution.

Le lysozyme détruit la paroi bactérienne en cataty I'hydrolyse des
muropeptides qui forment la couche rigide de laplactérienne. La protéinase K, une
protéase active a 65°C, digere les protéines merabes, intracellulaires, notamment
celles qui sont liees a I'ADN. Cette action de tatpinase K est combinée avec le SDS,
un puissant détergent qui est aussi un agent dénatl’ADN libéré sera ensuite
extrait ou isolé par I'action du chloroforme-alcasbamylique en milieu hyper salé et
en présence du CTAB. Le CTAB permet I'éliminatioesddébris cellulaires, des
protéines non digérées et des polysaccharidesrpeipfation et aussi par I'extraction
sélective au chloroforme-alcool isoamylique. L’ADMSt précipité en présence
d’isopropanol, puis purifié par I'éthanol 70% g@rmet I'élimination des sels.
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1.3.3.2. TECHNIQUE

L’extraction de I'ADN génomique d#&l. ulceransa été faite selon les étapes

suivantes :
Premiere étape : Inactivation

Des colonies dé. ulceransont été prélevées sur le milieu LJ a l'aide d’'une
dese et mises en suspension dans 500 ul de tantpdiX TWans un microtube a vis 2
ml, puis incubées au bain marie sec a 80°C perifantinutes.

Deuxieme étape : Lyse — Purification — Précipitatio

Apres refroidissement a température ambiante, Sfepllysozyme a 10 mg/mi
ont été ajoutés dans la suspension. Le tout a él@ngé au vortex puis incubé a 37°C
pendant au moins une heure au bain-marie. Apres dg75 pl de solution SDS (10%)
/ Protéinase K (10 mg/ml) [75ul/5ul], 'ensemblété mélangé au vortex puis incubé a
65°C au bain marie pendant 10 minutes. La condsmran sel dans le tube a été
augmentée avec 100 pl de NaCl 5M afin d’éviter danfation de précipité acide
nucléique-CTAB. Ensuite, un volume 100 pl de solutCTAB/NaCl 0,7M préchauffée
a 65°C a été ajouté, puis le mélange a été vojtesg’a I'obtention d’une solution a
aspect laiteux et incubé ensuite a 65°C pendamifiQtes. Le mélange a été transvasé
dans un microtube 1,5 ml et additionné d’un voluhee750 pl de chloroforme/alcool
isoamylique [24/1]. Aprés mélange par inversiontaloe, il a été centrifugé a 10 000
rom, pendant 5 minutes a température ambiante (Ee@ Eppendorf 5402). La
centrifugation a permis d’obtenir deux phases .eaga et organique. L’ADN est
soluble dans la phase aqueuse alors que les défitilaires se trouvent dans la phase

organique.

Le surnageant aqueux contenant 'ADN a été enséitapéré dans un autre
microtube. L’ADN a été précipité par addition de€D50 d’isopropanol. Aprés agitation,

le mélange a été incubé a — 20°C pendant au mombeure.
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Troisieme étape : Lavage

Aprés une centrifugation a 10 000 rpm pendant Sutesa 27°C, le surnageant
a été jeté. Le culot d’ADN a été ensuite rincé alreunl d’éthanol 70°C, puis a la suite
d’'une nouvelle centrifugation a 10 000 rpm pendantinutes a 27°C, le surnageant a
été jeté. Pour bien éliminer le reste du surnagesmg centrifugation pendant quelques
secondes a été effectuée et le surnageant aspé@iélead’'une micropipette. Le culot a
éte séche a 37°C pendant 10 minutes au Speed &dabé ouvert. Enfin, le culot
d’ADN a été remis en suspension dans 50 a 75 UleldX (en fonction du culot)

pendant 24 heures a 4°C.

Les ADN extraits sont conservés a — 20°C.

[.3.4. PREPARATION DES ADN DE TRAVAIL

1.3.4.1. QUANTIFICATION DE L’ADN

1.3.4.1.1. ELECTROPHORESE SUR MINIGEL
D’AGAROSE 0,8%

* PRINCIPE

L’électrophorése sur gel a base d’agarose assaagiéeomure d’éthidium (BET)
est une des techniques qui permet de quantifiddNAextrait. Comme I'’ADN est une
macromolécule chargée négativement, sous I'efiet dhamp électrique homogene, il
migre de la cathode (-) vers I'anode (+) a travarmatrice du gel d’agarose dans un
tampon de migration TBE 1X. Le BET est un réadiitercalant qui se fixe entre les
bases nucléiques a l'intérieur de la double héli@ette molécule naturellement non
fluorescente présente une fluorescence (rouge @yamgqu’elle est intercalée entre les
bases nucléiques et apres excitation aux longuéorsdes ultraviolettes (UV). Le
principe de la quantification consiste a mesuriatdhsité de la fluorescence émise par
I’ADN sur le gel contenant du BET. La fluorescemst proportionnelle a la quantité de
I’ADN. La quantité d’ADN est estimée a partir du myaeur de taille moléculaire.
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« TECHNIQUE

Pour préparer un minigel d’agarose 0,8% (taillex68 mm), 0, 2 g d’agarose
ont été mélangés a 25 ml de tampon TBE 1X danslenreeyer, puis le mélange a été
chauffé au four micro-onde pour faire fondre l'agg jusqu’a avoir une solution
limpide. Aprés refroidissement a une températurendion 55°C (température
supportable au toucher), 2 ul de BET 10mg/ml om @putés, le tout mélange
doucement sans faire de bulles. Le gel a été ceuléle moule a électrophoréese
horizontale muni d’'un peigne dont les dents formernes puits pour le dépbt des
échantillons, puis solidifie a température ambigrgadant 20 minutes. Une fois que le
gel s’est solidifié, le peigne a été retiré et leue a été placé dans la cuve a

électrophorese contenant le tampon de migration TBE

Un mélange de 3 pl d’eau distillée stérile, 1 pbteu 6X et 2 ul d’ADN a été
déposé dans chaque puits du gel. 2 ul de marqectailld moléculaire. DNA 50 ng/ul
ont été déposeés dans les deux puits se trouvadmague extrémité du gel. Le bleu de
bromophénol 6X est un tampon de charge qui denstfieolore la solution, ce qui

permet de suivre la migration.

La migration a été réalisée sous une tension deva2d pendant 30 minutes. Le

gel a été visualisé et photographié sous un ttensiateur UV.

La quantité d’ADN extrait a été ensuite estiméermiaque dépot en comparant
I'intensité de la bande d’ADN a celles des margseale taille moléculairé DNA 50

ng/ul.

Il est a noter que le BET est un produit dangerédypgsséde un effet mutagene
et doit étre manipulé avec précaution. Les indiceti recommandent pour sa

manipulation de porter des gants en vinyle.
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1.3.4.1.2. DOSAGE SUR LE
SPECTROPHOTOMETRE, NANODROP 2000

L’'appareil Nanodrop 2000 Spectrophotometer® perdeetjuantifier et évaluer
la qualité des ADN extraits. Il est lie a un ordewa et en utilisant le logiciel
« NanoDrop 2000 Software® », différents paramébesvent étre mesurés. Les acides
nucléiques ont la propriété d’absorber les raydvsa une longueur d’onde de 260 nm

grace aux composes aromatiques présents dangrleziuge moléculaire.

La concentration des ADN est déterminée par unsureeeffectuée a 260 nm

(Az260) contre un échantillon appelé « blanc », & pditin volume de 1 ul d’ADN.

Une unité d’absorbance a 260 nm correspond a B0AIQN par pl de solution a

pH neutre (1 DO = 50 ng/ul). La concentration C AB3N est obtenue par la relation :

IC = 50 ng/ul x As]

Les protéines absorbant a 280 nm, le ratien/A2go est utilisé pour estimer la
pureté de I'acide nucléique. L’ADN devrait avoir watio d’environ 1,8 (+ ou — 0,1).
L’absorption & 230 nm refléte la contamination'deHantillon par des substances telles
que les hydrates de carbone, les peptides ou &®fsh Dans le cas d’échantillons purs,

le ratio Aved/A230 devrait étre d’environ 1, 8 — 2, 2 (Tableau 1).
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Tableau I. Exemple de quantification des ADN extras sur Nanodrop 2000

N° ID Concentration A260 260/280 260/230
échantillon ADN
1 26.1 141,7 ng/ul 2,834 1,8 0,97
2 26.2 171,2 ng/ul 3,42 1,34 1,34
3 26.3 234,3 ng/ul 4,69 1,87 1,54
4 29.1 26,7 ng/ul 0,534 1,57 0,25
5 29.2 30,2 ng/pul 0,6 1,56 0,5
6 29.3 24 ng/ul 0,48 1,65 0,53

1.3.4.2. DILUTION DES ADN EXTRAITS

La mise en place des deux méthodes de PCR a éwiugié a partir des ADN
extraits dilués a 2 ng/ul. Mais pour connaitre desils de détection des PCR, deux
séries de dilutions des ADN dans I'eau distillé®ikt ont été réalisés : dilution au demi
(1/2) et dilution au dixiéme (1/10).

Premiéere série de dilutions : dilution au Y2

La premiére étape consiste a diluer la solutionenp@ur avoir 4 ng/ul. Ensuite,
six dilutions successives ont été effectuées arpdet4 ng/pl jusqu’a obtenir 0,125
ng/ul. Les concentrations finales seront donc gy 2 ng/ul, 1 ng/ul, 0,5 ng/ul, 0,25
ng/ul, 0,125 ng/pul.
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Deuxiéme série de dilutions : dilution au 1/10

La dilution des solutions méres pour avoir 10 ngpédté effectuée, puis huit
séries de dilution successives a partir de 10 n/gdu’a obtenir 18 ng/ul. Les
concentrations finales seront donc : 10 ng/ul, fulhd..10' ng/ul, 1.1 ng/pl, 1.16°
ng/ul, 1.10 ng/ul, 1.1 ng/ul, 1.1 ng/ul.

Les ADN dilués sont conservés a — 20°C.

Pour chaque technique de PCR expérimentée, un eotleyb pl d’ADN a été
ajouté dans chaque mix correspondant. La quaritheNl dans chacune des réactions
pour les deux séries de dilutions est donnée d@atableau Il.

Tableau II. Quantité d’ADN dans chaque réaction PCRcorrespondante pour les

deux séries de dilutions d’ADN a tester

Dilution au 1/2 Dilution au 1/10
N° Quantité/ul Quantité/réaction N° Quantité/pul Quantité/réaction
(en ng) (en ng) (en ng) (en ng)
1 4 20 1 10 50
2 2 10 2 1 )
3 1 5 3 1.16 0,5
4 0,5 2,5 4 1.18 0,05
S 0,25 1,125 5 1.10 5.103
6 0,125 0,625 6 1.10 5.10*
7 1.10° 5.10°

8 1.1¢ 5.10°
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[.3.5. PCR CLASSIQUES

Deux protocoles de PCR classique ou conventionmeiteété testés : I'un est
celui publié par 'TOMS en 2001 [22], également repdans son nouveau manuel
« Diagnostic de l'ulcere de Buruli au laboratoiren»2014 [23]. L’autre est celui mis au
point par le Docteur Sara EYANGOH du Centre PasteuCameroun (protocole du
CPC, communication personnelle) [147]. La mise Ete de ces deux protocoles de
PCR classique a été d'abord effectuée avec lesntithias d’ADN de M. ulcerans
extraits dilués a 2 ng/ul. Ensuite, I'étude de dassbilité des deux protocoles a été

effectuée avec les deux séries de dilutions d’ADN.

1.3.5.1. PRINCIPE

La PCR («Polymérase Chain Reaction » ou Réactkon Chaine par
Polymérase) est une technique de biologie molé&eujaermettant I'amplification de
séquences spécifiques d’ADN, mise au point par Kamlis dans les années 80. Elle
permet de générer des dizaines de milliards d’elamep d'un fragment d’ADN
particulier (la séquence d’intérét, ADN d’intérét DN cible) a partir de séquences

spécifiques d'oligonucléotides de synthése, appealésorces.

Ces amorces sont spécifiques de la séquence ldiangt encadrent celle-ci. La
PCR repose sur deux principes : la complémentdesebrins nucléotidiques de 'ADN
(A avec T et C avec G) et I'activité enzymologidiie~ 3’ de la Taq ADN polymérase
thermostable permettant d’assembler a la chainddssxynucléotides (ANTP) selon la
complémentarité avec I’ADN & copier en fonctionldgempérature et en présence de

tous les composants nécessaires.

La PCR est réalisée dans un mélange réactionnelogouprend I'extrait d’ADN
(ADN matriciel), la Taq polymérase, les amorcesestquatres désoxyribonucléosides
triphosphates (ANTP : dATP, dGTP, dCTP et dTTP)eanes dans une solution
tampon. Les tubes contenant les mélanges sont scaindies cycles de température

réitérés plusieurs dizaines de fois dans le bleuffant d’'un thermocycleur.
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La PCR comprend plusieurs étapes (Figure 13) :
Premiére étape : La dénaturation

O La dénaturation initiale : elle consiste a chaufiermélange a 94 ou 95°C
pendant quelques minutes au début de la PCR. Ceayaiet de déshybrider
I’ADN double brin, de casser la structure de laldewhélice, d’homogénéiser le
milieu réactionnel par le phénomene d’agitationriique, et enfin de dénaturer
les autres enzymes qui pourraient se trouver dasallition.

0 La phase dénaturation proprement dite : c’estp@tde chauffage qui se répéte a
chaque cycle de PCR. Elle permet de dénaturer igbldobrin d’ADN, de
décrocher les polymérases qui sont encore fixémsnatrice, et d’homogénéiser

le milieu réactionnel.
Deuxiéme étape : L’hybridation

Elle permet aux amorces sens et anti-sens de rideyba leur séquence
complémentaire sur les brins d’ADN matrice, graceng température qui leur est
thermodynamiquement favorable (généralement compeistre 40 — 70°C). Cette
diminution de température permet aux liaisons hgdne de se former et donc aux

brins complémentaires de s’hybrider.
Troisiéme étape : L’élongation (polymérisation)

Cette phase s’effectue a une température délamgatie 72°C. A cette
température, la Taq polymérase se lie aux ADN mat@maires amorces et catalyse la
réplication en utilisant les désoxyribonucléotigedsents dans le mélange réactionnel.
Les régions de I'ADN matriciel en aval des amorcamt ainsi sélectivement

synthétisees.
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Figure 13. lllustration des différentes étapes dealPCR classique

Source : Auteur

[.3.5.2. LES AMORCES

Le gene de I'ADN cible deM. ulceransdans cette étude est la séquence
d’'insertion 12404 Les amorces sens MUl-new et anti-sens MU2 spéei§i de
I'lIS2404 sont celles décrites par 'TOMS en 2001 (tabledu [R2, 23]. Les positions
respectives de ces amorces sur le gene sont iopesi25 a 344 et positions 840 a 821
(numéro d’accession GenBank U38540). Ces amoraergdt 515 paires de base (pb)

d’amplicons.

Tableau Ill. Amorces sens et anti-sens des PCR clagues

Amorce Séquence 52 3 Tme *

Sens MUl-new  GAT CAA GCG TTC ACG AGT GA 64,1

Anti-sens :MU2 GGC AGTTACTTC ACT GCA CA 61,6

*Tm : Température de fusion ou « Melting Temperature »
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La préparation des amorces a été effectuée dasaléamix, sous hotte et les
réactifs ont été placés dans un bac a glace. lta gamorces a été fournie sous forme
lyophilisée (SIGMA ALDRICH). Chaque amorce a ét@rige dans de I'eau purifiée

HPLC pour avoir une solution stock de concentratio@ uM.

Des aliquots de 50 pl de la solution stock 100 i &é conservés a -20°C.
D’autres ont été dilués au 1/5 avec de I'eau peitHPLC pour avoir les solutions de
travail 20 pM qui sont aussi conservés a -20°C.

[.3.5.3. PCR CLASSIQUE : PROTOCOLE DE L’'OMS

[.3.5.3.1. PREPARATION DU «MIX » OU MELANGE
REACTIONNEL

Pour éviter toute éventuelle contamination, lgppration de la réaction PCR a

éte effectuée dans 2 pieces différentes :
0 La salle « mix » pour préparer le mélange de risacti
0 Lasalle ou a été faite I'addition des ADN.

La préparation a été effectuée sous hotte et nmiatdans la glace pour éviter
la dégradation des réactifs. La composition du ngdaréactionnel est donnée dans le
tableau IV.

Le mix nécessaire pour le nombre de tubes a émaprélans un microtube de
1,5 ml. Il a été mélangé au vortex, puis centrifyggndant quelques secondes. Ensuite,
un volume réactionnel de 15 pl a été distribuésddraque microtube de 0,2 ml avant
I'ajout des ADN. Pour les témoins négatifs, 5 pdali purifiée HPLC ont été ajoutés a

la place des ADN, dans la salle mix.



47

Tableau IV. Composition et volume des réactifs pouPCR classique, protocole de

'OMS
Réactifs Volume par réaction Concentration finale

(uh (20 pl réaction)
Eau purifiée HPLC 9
Tampon 10X 2 1X
MgClz 25 mM 1,2 1,5 mM
dNTP 2 mM 2 0,2 mM
MU1-new 20 uM 1 1uM
MU2 20 pM 1 1 uM
Taq polymérase 5 unités/pul 0,2 0,05 unités/ul
Volume total 16,4

1.3.5.3.2. AJOUT DE L'ADN

L'addition d’ADN a été faite dans la salle dédgéeela et effectué sous hotte.
Un volume de 5 ul d’ADN a été ajouté dans chaqueatube correspondant contenant
le mix.
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1.3.5.3.3. AMPLIFICATION

Les microtubes bien fermés contenant la réactiuir €t ADN) ont été mis dans
le thermocycleur MultiGene, Labnet®. L'amplificatigpar PCR a été effectuée selon le

programme suivant :

0 Une dénaturation initiale de 94°C pendant 4 minutes

0 35 cycles comprenant chacun :
o Une dénaturation de 94°C pendant 40 secondes ;
o Une étape d’hybridation de 60°C pendant 40 secondes
o Une étape d’extension de 72°C pendant 40 secondes ;

0 Une élongation finale de 72°C pendant 5 minutes.
Les produits de la PCR ont été conservés a + ga@tdélectrophorese.

La durée cette amplification sur le thermocyclewltM&ene est de 2 heures 30

minutes.

1.3.5.4. PCR CLASSIQUE: PROTOCOLE DE SARA
EYANGOH (CPC)

1.3.5.4.1. PREPARATION DU MIX ET AJOUT DE
L’ADN

Les conditions de préparation du mix et d’addit@dADN sont identiques a
celles citées ci-dessus. Un volume réactionnel depP a été distribué dans les
microtubes pour la PCR. Puis, un volume de 5 pdtdejue échantillon d’ADN a été

ajouté.

La composition du mélange réactionnel est donnés ketableau V.
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Tableau V. Composition et volume des réactifs pouPCR classique, protocole
selon Sara EYANGOH

Réactifs Volume par réaction Concentration finale

(uh (25 pl réaction)

Eau purifiée HPLC 11,3

Tampon 10X 2,5 1X

MgCl> 25 mM 2 2mM

DMSO 2,5

dNTP 10 mM 0,5 0,2 mM

MU1-new 20 uM 0,5 0,4 uM

MU2 20 uM 0,5 0,4 UM

Taq polymérase 5 unités/pul 0,2 0,04 unités/ul

Volume total 20

1.3.5.4.2. AMPLIFICATION

La PCR a été réalisée dans le thermocycleur Mel&; Labnet® selon le

programme suivant, elle dure 3 heures 30 minutes :

0 Une dénaturation initiale de 95°C pendant 5 minutes

0 40 cycles comprenant chacun :
o Une dénaturation de 95°C pendant 1 minute ;
o Une étape d’hybridation de 57°C pendant 1 minute ;
0 Une étape d’extension de 72°C pendant 1 minute ;

0 Une élongation terminale de 72°C pendant 5 minutes

Les produits de la PCR ont été conservés a + ga@tdélectrophorese.
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[.3.5.5. ELECTROPHORESE SUR GEL D’AGAROSE 2%

1.3.5.5.1. PRINCIPE

L’électrophorése sur gel d’agarose est I'une deEshrtiques qui permettent
d’interpréter les résultats du diagnostic par PGRsique pour Vvérifier la présence et la

taille des amplicons.

Elle permet la migration et la visualisation deslécules de poids moléculaire
différents. Le résultat positif donne une bandaespondant a la taille des amplicons

attendus en comparant avec le marqueur de poidscaoialre.

Dans cette étude, les mémes préparations ont figétuges pour les deux

protocoles de PCR classique.

1.3.5.5.2. PREPARATION DU GEL D’AGAROSE
2%

L’électrophorése a été effectuée dans la salle PGR.

Dans un erlenmeyer contenant 200 ml de TBE 1Xdé goudre d’agarose ont
été ajoutés. Le mélange a été chauffé au four eoroimdes pendant quelques minutes
jusqu’a I'obtention d’une solution parfaitement firde, apres disparition compléte des
bulles. La solution a été laissée refroidir jusgaetaviron 55°C, puis 10 pl de BET
(10mg/ml) ont été ajoutés. Les peignes ont étalidst et I'agarose a été coulée a
I'horizontale dans le moule (taille 100 x 150 mmiisp laissée refroidir pour
polymériser le gel pendant environ 30 minutes. pegnes ont été ensuite retirés. Puis
le moule contenant le gel a été baigné dans undamiBE 1X dans la cuve a
électrophorése en respectant la polarité lors dundirement (les puits du cété de

I'électrode chargée négativement).

[.3.5.5.3. ELECTROPHORESE ET
VISUALISATION DES PRODUITS PCR

Les produits de la PCR ou amplicons ont été miguése gel d’agarose 2%

selon les étapes suivantes :
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0 Préparation des échantillons : un volume de 9 gl pleduits de la PCR de
chacun des échantillons a été bien mélangé avael 1g& bleu de bromophénol
6X sur un papier parafilm.

[0 Dépbt des échantillons : une fois tous les écHanslpréts, le mélange a été
déposé délicatement dans chaque puits du gel porrdant suivant un plan de
dépot préétabli. Dans le premier et le dernierspuitpl de marqueur de poids
moléculaire 100pb DNA Ladder 0,1pg/pl ont été dépos

O Migration : la cuve a électrophorese a été branehuegénérateur en respectant
la polarité. La migration a été réalisée a 120svpindant 45 minutes.

0 Visualisation : le gel a été récupéré et placélaylaque de I'appareil « Scan
Gel» relié a un ordinateur. Il a été ensuite visegbar transillumination aux UV
(260 — 320 nm) en utilisant le logiciel « Infiniyapt ». La photo du gel a été
prise et enregistrée sous format JPEG dans urefidei I'ordinateur.

[.3.5.6. INTERPRETATION DES RESULTATS

Elle consiste a déterminer la présence ou non dhamele correspondant a la
taille du fragment attendue pour chacun des éitlmast déposés en comparant avec le
marqueur de poids moléculaire 100pb DNA Ladder §/jiju Chaque échantillon doit
étre interprété dans l'ordre de dép6t. Les résukiant validés si le témoin négatif est

bien négatif (pas de bande).

Pour les deux protocoles de PCR classique, la& tdds amplicons attendue est
de515 ph

.3.6. PCR EN TEMPS REEL TAQMAN

Le protocole de PCR en temps réel adopté dansétetie est celui mis au point
par le Dr Sara EYANGOH du Centre Pasteur du Canmerguotocole du CPC,
communication personnelle) [147]. La gamme de idifud’ADN au % a été d’'abord
expérimentée puis la gamme de dilution au 1/10.
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[.3.6.1. PRINCIPE

La PCR en temps réel utilise le principe de baselal PCR classique
(amplification cyclique d’'un fragment d’ADN, baséar une réaction enzymologique)
avec pour différence une amplification mesurée pas en fin de PCR mais tout au

long de la réaction, donc en temps réel.

A chaque cycle d’amplification, la quantité d’ADNstemesurée grace a un
marqueur fluorescent dont I'’émission est directeam@moportionnelle a la quantité
d’amplicons produits. Ceci permet d'obtenir uneétimue de la réaction et donc la
quantification de I'ADN alors que la PCR classique donne que la mesure finale.
Plusieurs systemes de détection sont utilisés [@odetection ou la quantification du

signal fluorescent en temps réel.

lls sont divisés en 2 groupes : les agents intentalet les sondes. Dans cette
étude, la méthode de PCR utilisant la sonde a dv@tée : la PCR en temps réel
TagMan ou hydrolyse de sondes. Cette sonde esisémeence d’oligonucléotides
spécifiques du fragment d’ADN cible. La sonde esarguée a son extrémité 5’ par un
fluorochrome émetteur « reporter » FAM (6 carbaxgfescéine), et a son extrémité 3’
par un fluorochrome suppresseur « quencher» fgerd TAMRA (6-carboxy-
N,N,N’,N’-tetraméthylrhodamine), qui inhibe I'émiss du reporter lorsqu’ils sont a
proximité I'un de l'autre. Au cours de la PCR, @idonde est hybridée sur sa cible, elle
est hydrolysée par 'ADN polymérase. Le reportersaséparé du quencher émet un
signal proportionnel au nombre de sondes hydrob/séeesurable au moment de
I'élongation (Figure 14). La spécificité de la réan est liee a la fois a celle des
amorces et a celle de la sonde réduisant signifezaent I'émission de fluorescence

non spécifique due a des mésappariements ou desedim’amorces.

Les difféerentes étapes de la PCR TagMan sont :

0 La dénaturation: elle permet de déshybrider I'ADN double brin,
d’homogénéiser le milieu réactionnel ;
O L’hybridation : elle permet aux amorces sens et anti-sens, aireil@ sonde,

de s’hybrider a leur séquence complémentaire surries d’ADN matrice ;
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0 L’élongation: pendant cette phase, 'ADN polymérase synthétesebiin
complémentaire a partir du brin matrice, ceci grase désoxyribonucléotides
libres dans la réaction ainsi qu’a une tempérdtaverable. C’est également au
cours de cette étape que I'ADN polymérase va cligersonde, entrainant
libération du reporter permettant ainsi I'émissiale fluorescence. La

fluorescence est mesurée a la fin de chaque étdjoaghation.

Sonde Tagman
Tagman Tt it

5 i 3 I I

ADM double brin cible

> TITTITTTOITCCITOCICOINNT =
3 )
0 o Denaturation 94°C

Le flusrochrome est
inhibe par la proximite

du suppresseur -‘-\-“‘-\.__

¥
I_T/,

e e Hybridation 559C

L'amorce et la sonde s'hwbrident

surr beurs séquences cibles L
- Sonde hyividee

o
. o

La polymerase déplace et hydrolyse

Elengation 55°C

la sonde.,

Le fluorochrome émet de la flucrescence.

Plus on a de sondes hydrolysées, Sonde hydrolysée
donc de cbles, ples on a de fluorescence -I f SVEr SuppresseUr

Sonde hydrobysée ? -1.
avec fAuorodhrome active E ‘-)I
. | i':' -f: fll
‘\ ?-ﬂ\ Mesime de |z Suorescence

Figure 14. Principe de la PCR en temps réel TagMan

QJ/

Source : Institut Louis Malardé. PCR en temps réBlisponible
http://www.ilm.pf/PCRtempsreel (acces le 28 Noveen®d13).
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Les résultats sont collectés et analysés au coard’adnplification, dont
I'évolution est représentée graphiquement sous dod courbes sigmoides. C'est la
courbe d’amplification qui représente l'intensie ld fluorescence émise par rapport au
nombre de cycles de PCR. En général, la fluoregcesicmise a I'échelle logarithmique

dans la courbe d’amplification.

Les caractéristiqgues d’'une courbe d’amplificatigpique de la PCR en temps
réel sont les suivantes (Figure 15) :

0 La phase d'initiation : la quantité de fragmentsdfiés est encore insuffisante
pour géneérer une fluorescence supérieure a la tignease. Les réactifs sont en
eXCes mais a une concentration assez faible adwitdi que la renaturation des
brins d’ADN n’entre en compétition avec I'hybridati des amorces.

0 La phase exponentielle: les fragments amplifiésetiant des signaux
fluorescents supérieurs au seuil de détection. pldication se fait de fagon
exponentielle ; cette phase est représentée sous fite droite sur la courbe. La
guantité d’ADN matrice est le seul facteur limitant

0 La phase plateau : les réactifs commencent a neauleviennent des facteurs
limitants. L’ADN polymérase s’épuise en premipuis les autres réactifs
comme les dNTP, les amorces et sondes. De plugnigéicons s’accumulent
dans le milieu réactionnel, entrant en compétitewec I'hybridation des
amorces. L’activité de 'ADN polymérase diminue p&uyeu jusqu’a devenir
nulle, donc la fluorescence également. Il en résut amortissement au niveau

de la courbe, puis un plateau.

La ligne de base représente une ligne ajustéatarisité de fluorescence émise
lors des premiéres étapes de la PCR. La fluoresaemconnait encore que tres peu de
changement. La ligne seuil est une ligne juste ey a la ligne de base,

correspondant au signal de fluorescence minimusigatficatif pour le thermocycleur.
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Dans cette étude, l'intensité de la fluorescentaawésentée en fluorescence
normalisée générée par le fluorochrome émettewoats de chaque cycle de la PCR

(ARnN). LeARn est calculé automatiquement par la formule :

ARnN = fluorescence lors du cycle — fluorescence deligne de base

Phase plateau

Phase exponentielle

o——6—0—6—0—0—0—0—+————— [igne de base Ligne seuil
Phase d'initiation

Intensité du signal fluorescent émis

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Ct (cycle seuil) Nombre de cycles PCR

Figure 15. Cinétique d’amplification d’'une PCR en emps réel
Source : Tse C, Capeau J. Quantification des acidetéiques par PCR
quantitative en temps réel. Ann Biol Clin. 2003%19-93.

Le cycle seuil ou Ct (« cycle Threshold ») corregp@ la valeur en abscisse

(nombre de cycles) du point d’intersection de larbe d’amplification et la ligne seuil.

La courbe standard est une droite qui va représéagevaleurs de Ct obtenues
expérimentalement en fonction du log des conceatsitd’ADN cibles fixés, issues de
série de dilutions d’'un échantillon standard (ganteeconcentrations connue d’ADN)
(Figure 16). La valeur de Ct est inversement priopanelle au log de la concentration
initiale en ADN cibles donc au nombre initial dgas d’ADN cibles.
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Ainsi, la quantité initiale d’ADN cible d'un échaldn a analyser (de
concentration inconnue) peut étre déduite a pdesr Ct de la courbe standard obtenue,
selon la relation suivante, définissant un lierreefeé nombre initial de copies d’ADN
cible, I'efficacité de I'amplification et le cyclkeeuil (Ct) :

lLog (No) = log (E+1) Ct + log (Nit)

Oou:

No: nombre initial d’ADN cible

E : efficacité de I'amplification

Ct : cycle seuil de I'échantillon,

Nt : nombre total d’amplicons a Ct

Cette relation est déduite de I'équation décrivaméaction PCR :

INt=No (E+1J} ol E = 1 quand I'amplification par PCR est pa€ait

Amplification Curves
3.3
3_
2.7
5 24
o~
e 21
g 18]
E 151
° 1 .2"'
=
T 098]
0.6
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2 4 6 81012141618202224 262830 32 34 36 38404244
Cycles
Standard Curve
35—4\\
€3]
g 25-
Error: 0.0231 2 20 \\»\
Efficiency: 1.972 L't
£ 159 \
(5]
104 s
2 4 6 8
Log Concentration

Figure 16. Illustration d’une courbe standard issued’une dilution en série d’un
échantillon standard
Source : Tse C, Capeau J. Quantification des scidecléiqgues par PCR
quantitative en temps réel. Ann Biol Clin. 2003%5719-93.
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.3.6.2. PCR EN TEMPS REEL TAQMAN : PROTOCOLE
DE SARA EYANGOH MODIFIE

1.3.6.2.1. LES AMORCES ET LA SONDE

Le fragment d’ADN cible dans cette étude est2484 Les amorces MUF1 et
MURL1 et la sonde MUFT1 utilisées sont spécifiquescdtte séquence (tableau VI).
Elles ont été développées par Rondini, et al. (RQ0R0], et ont été reprises par le Dr
Sara EYANGOH lors de la mise au point de PCR erptengel TagMan [147]. Les
positions respectives de ces amorces sur le gérie positions 406 a 424 et positions
465 a 449 et celles de la sonde sont de 447 a d@@éro d'accession Genbank

AF003002). Ce couple d’amorces a été congcu pougrgénin fragment de 59 pb.

Tableau VI. Amorces sens, antisens et sonde poarPCR en temps réel

Oligonucléotides Séquence 5> 3 Tme *

Amorces SensMUF1 ATT GGT GCC GAT CGAGTT G 66,1

Anti-sens MUR1 TCG CTT TGG CGC GTA AA 66,6

Sonde MUFT1 6FAM - CAC CAC GCA GCA 75,2
TTCTTG CCG T - TAMRA

* Tm : température de fusion ou « Melting Temperature »

Les amorces et la sonde ont été fournies sousefdywmphilisées (SIGMA
ALDRICH). Leurs préparations ont éte effectuéessdén salle mix, sous hotte et
placées dans un bac a glace. Chaque amorce (MUMUBLL) a été reprise dans de
I'eau purifiée HPLC pour avoir une solution stoak ebncentration 100 uM suivant la
fiche technique. Des aliquots de 50 pl de la sofustock 100 uM ont été conservés a -
20°C. D’autres ont été dilués au 1/5 avec de I'paudfiee HPLC pour avoir les

solutions de travail 5pmol/ul qui sont aussi comégra -20°C.
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La sonde (MUFT1) a été doublement marquée, aveapporteur, le FAM sur
son extrémité 5’, et un quencher, le TAMRA sur satrémité 3'. Elle se dégrade tres
facilement a la lumiere.

La sonde a été reprise dans 51 pl d'eau purifie€Gde maniere a avoir la
solution stock de 100 pM. Puis des aliquots dedation mére ont été dilués a
5pmol/ul afin d’avoir les solutions de travail. Cakquots et la solution stock sont
conservés a — 20°C, a l'abri de la lumiére (en alabt les tubes avec du papier

aluminium).

1.3.6.2.2. PREPARATION DU MIX ou
MELANGE REACTIONNEL

La composition du mix du protocole original de &&BYANGOH a été modifiée
et adaptée selon les réactifs disponibles au ladioFal.a réaction a été d’abord mise au
point selon un protocole de PCR classique en aititites concentrations et quantités
des réactifs selon le tableau VII. Un volume del 8’ADN a été ajouté dans 20 pl de
mix. L'amplification a été effectuée dans le theayweur MultiGene, Labnet® selon le
programme suivant : activation de I'enzyme a 95&adant 3 min, suivie de 40 cycles
d’amplification de 95°C pendant 15 sec (dénaturtiet 60°C pendant 45 sec
(hybridation et polymérisation) et une élongatiorake 60°C pendant 3 min.

Puis les produits de la PCR ont été migrés suele@garose 3% pendant une
heure a 120 volts, et visualisés sous la lumiere EXVcomparant les bandes observées
avec le marqueur de poids moléculaire 100pb DNAdEeadla taille des fragments
obtenus correspondait & celle attendb@ ph.
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Tableau VII. Composition du mix du protocole modifié pour la mise au point de la
PCR en temps réel

Mix modifié Volume/réaction Concentration
() finale/25 pl

Eau purifiée HPLC 11,8
Tampon 10X 2,5 1X
MgCl2 25mM 2 2mM
dNTP 10mM 0,5 0,2mM
Taq polymérase 5 unités/ul 0,2 0,04unités/ul
MUF1 5pmol/ul 15 0,3pmol/ul
MUR1 5pmol/ul 15 0,3pmol/ul
Volume total 20

Ensuite, le mélange réactionnel (tableau VIII) péau PCR en temps réel

TagMan a été préparé dans la salle mix, sous hotte.

Toutes les manipulations ont été effectuées dagkate. La quantité de chaque

réactif nécessaire en fonction du nombre de tuigsionnels a été préparée.

Le mix a été préparé dans un microtube 1,5 ml dénbddns un papier
aluminium afin de le mettre a I'abri de la lumiéAgres avoir bien mélangé le mix au
vortex, 20 pl ont été distribués dans chaque cuplde barrettes destinée a
I'amplification en prenant soin de respecter lenpdie@ plaque initialement prévu. 5 pl

d’eau purifiee HPLC ont été ajoutés dans les cgpaés témoins négatifs.
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Tableau VIII. Composition et volume des réactifs par PCR en temps réel

TagMan
Réactifs Volume par réaction Concentration finale
(uh (25 pl réaction)

Eau purifiée HPLC 11,3
Tampon 10X 2,5 1X
MgCl> 25 mM 2 2mM
dNTP 10 mM 0,5 0,2 mM
MUF1 5 pmol/ul 15 0,3 pmol/ul
MUR1 5 pmol/ul 15 0,3 pmol/ul
Sonde MUFT1 5 pmol/ul 0,5 0,1 pmol/ul
Taq polymérase 5 unités/pul 0,2 0,04 unités/ul
Volume total 20

1.3.6.2.3. AJOUT DE L’ADN

L'addition d’ADN a été effectuée dans la salleer@ge pour cela et toujours
sous hotte. Les expériences avec la série deatikiiu ¥z ont été effectuées en premier.
Les secondes expériences ont été réalisées avganmime de dilution au 1/10. Un
mélange contenant 5 pl d’échantillon d’ADN non dila été ajouté dans chaque

expérience.

Pour chaque série de dilutions d’ADN (dilutions*atet au 1/10), un volume de
5 ul I’ADN a été ajouté dans chaque cupule cormedg@ate contenant le mix. Chaque
échantillon a été fait en duplicate. Les barretiet été bien refermées apres I'ajout
d’ADN.
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1.3.6.2.4. AMPLIFICATION

Les barrettes ont été déposées dans le thermacgtepOne Real-Time PCR
systems (Applied Biosystems®). Les différents paimes et le programme de
'amplification ont été réglés et mémorisés surdioateur relié au thermocycleur en
utilisant le logiciel StepOne Software version 2&. L'amplification a été ensuite

lancée selon le programme suivant (durée : 1 H&urainutes) :

0 Dénaturation initiale : 95°C pendant 3 minutes ;
0 40 cycles comprenant chacun :
o Dénaturation a 95°C pendant 15 secondes ;
0 Hybridation et élongation a 60°C pendant 45 secende

[.3.6.3. LECTURE ET ANALYSE DE LA PCR EN TEMPS
REEL TAQMAN SUR LE LOGICIEL StepOne Software
v.2.2.2®

Les données de la fluorométrie obtenues lors d&JR en temps réel TagMan
ont été collectées et analysées sur le logiciggte Software v. 2.2.2®. Ce logiciel
permet de suivre I'évolution de I'amplification,rda mesure de fluorescence. Plusieurs
données sont obtenues, a I'exemple de la coudrelification telle que:

0 ARn vs Cycle ARn représente I'amplitude du signal de fluorescaeraenalisé
généré par la réaction de PCR, ainsi que les dsraartir desquelles la valeur

Ct est calculée. Cette courbe affiche la val&Rn en fonction du nombre de

cycles. Il permet d’identifier et d’examiner les g@lifications irrégulieres, ainsi

gue de visualiser les valeurs du seuil et de felide base de la réaction.
0 Rn vs Cycle : Rn représente la fluorescence durtepoormalisé. Cette courbe
affiche la valeur Rn en fonction du nombre de cyclepermet d’identifier et

d’examiner les amplifications irrégulieres.

Chaque courbe peut s’afficher sous la forme draplgique du type linéaire ou

logarithmique (Figure 17).
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Rn
ARnN

d Threshald Exponential phase
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C
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ARn
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Figure 17. Représentation graphique des données BER en temps réel

Rn est la fluorescence du colorant rapporteur éiyar la fluorescence d'un
colorant de référence passif ; c'est a dire Rreestgnal de rapporteur normalisé au
signal de fluorescence de ROX ™. (A) Rn est traa@donction du nombre de cycles
PCR. (B)ARN est Rn moins la ligne de bas&Rn est tracée par rapport au nombre de
cycles de PCR. (C) Une courbe d'amplification meidrvariation de logARn) avec le
nombre de cycles de PCR. Baseline=ligne de baseeshold=ligne seuil ; Ct=cycle
seuil ou «cycle Threshold ».

Source: Tse C, Capeau J. Quantification des acidedeiques par PCR
quantitative en temps réel. Ann Biol Clin. 2003%79-93.

La courbe standard a été établie par le logiiepOne Software v. 2.2.2® lors
de I'analyse d’'une expérience de quantificationodie. Les caractéristiques de cette
courbe sont :

O Valeurs de pente/efficacité : l'efficacité de [alifipation est calculée en

utilisant la pente de la droite de régression daesurbe standard.
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La conversion « pente de courbe standard / eff&ed®CR » est donnée par la
relation : pente = (1/logE). Une pente proche d@ iBdique une efficacité
optimale (100%) de I'amplification par PCR.

0 Ordonné a l'origine « Y-intercept » : il correspotigdoriquement au temps mis
par la PCR pour obtenir une quantité de fluoresesunpérieur a la valeur seuil.

O Valeurs R (coefficient de corrélation de Pearson): la val&i indique la
proximité entre la droite de régression et les fgotte données Ct des réactions
standard. Par exemple, la valeur 1,00 indique wmgélation parfaite entre la
droite de régression et les points de donnéesvhlieerr R > ou égale a 0,99 est
souhaitable.

0 Valeurs Ct: le cycle seuil (Ct) est le nombre geles de PCR pour lequel le
niveau de fluorescence atteint le seuil. Une va@iur8 et <35 est souhaitable.
Une valeur Ct <8 montre que la réaction contieop te cible. Une valeur Ct

>35 montre que la réaction ne contient pas asseiblie

1.3.6.4. VERIFICATION DES AMPLICONS SUR GEL
D’AGAROSE 3%

Un gel d’agarose a 3% (taille 190 x 205 mm) apééparé, compose de 7,59 de
poudre d’agarose, 250 ml de TBE 1X et 13 ul de BBmMg/ml. Un mélange de 10 pl
d’amplicons et 2 pl de bleu 6X a été déposé dams|Eh puits correspondant. La
migration a été effectuée a 120 volts pendant 5butes. La taille des amplicons
attendus étant de 59 pb, le marqueur de taille ecnd@e 100pb DNA Ladder a été

utilisé comme référence.
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1.3.6.5. SPECIFICITE

Afin de vérifier la spécificité de la PCR basée kudétection de la séquence
d’insertion 12404 les ADN de 12 espéces bactériennes ci-dessoustértestés en
PCR en temps réel TagMan avec 'ADNMeulcerans.

[0 Complexe Mycobacterium tuberculosis: Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium bovis

0 Agent de la lepre Mycobacterium leprage
Mycobactéries atypiques Mycobacterium intracellulare Mycobacterium
fortuitum, Mycobacterium xenopi

0 Autres bactéries :Streptococcus pyogenesStreptococcus pneumonijae
Legionnella spp Legionnella pneumophija Mycoplasma pneumoniae

Chlamydia pneumoniae

Les ADN des mycobactéries ont été obtenus a pdetsr souches et isolats
cliniques isolés et identifiés au laboratoire. ltfextion a été réalisée extraits selon le
méme protocole que pod. ulcerans par la méthode de van Embden. Les ADN des
autres bactéries sont des témoins positifs poukitiede diagnostic au laboratoire.

La PCR a été réalisée selon les mémes conditioascglle des échantillons

d’ADN de M. ulcreransde la série de dilutions au 1/10.

[.3.7. REPRODUCTIBILITE DES TESTS PCR

Toutes les expériences décrites ci-dessus, aessPICR classiques que PCR en
temps réel TagMan, ont été répétées au moins glaéérau cours de cette étude, dans
les mémes conditions. Les échantillons d’ADN desxdsouches d#l. ulcerans(12.26

et 12.29) ont été utilisés en méme temps dans nkates expériences.
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II. RESULTATS
II.1. RESULTATS DES PCR CLASSIQUES

.1.1. MISE EN PLACE DES PCR CLASSIQUES

Deux protocoles de PCR classiques ont été mis &re plans cette étude : le
protocole de I'OMS et le protocole de Sara EYANG@4ns chaque expérience, trois
échantillons d’ADN chacune des deux souchedldellcerans12.26 et 12.26 ont été
utilisés. Ces échantillons ont été dilués a l'eastilte stérile pour avoir une
concentration a 2 ng/pl. Ainsi, pour le protocokel©®MS, la quantité d’ADN est de 10
ng dans 20 ul de réaction (5 pl d’ADN et 15 pl de)mPour le protocole de Sara
EYANGOH, elle est de 10 ng dans 25 pl de réadtonl d’ADN et 15 ul de mix).

Le méme couple d’amorces MU1-new et MU2, générastamplicons de 515
pb, spécifigues du fragment d’ADN dé. ulceranscible 12404 a été employé dans

ces deux protocoles.

Al

ADN souche ADN souche
12.26 12.29

L7 AT B2 B2
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ADN souche ADN souche
12.26 1229
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Figure 18. Gel d’agarose des produits d’amplificabn obtenus lors de la mise en

place des PCR classique

[A] : protocole de Sara EYANGOH
[B] : protocole de 'TOMS
(M) : marqueur de poids moléculaire 100pb DNA Ladd®) : concentration d’ADN
dans une réaction en ng/pl ; (T-) : ttmoins négatif

En comparant les fragments des produits PCR avemdejueur de poids
moléculaire 100pb DNA Ladder, les migrations pactbphorése des amplicons des
deux protocoles de PCR classique sur gel d’ag@#%sent donné des résultats positifs
apres visualisation a 'UV, avec une bande corredpot a un fragment de 515 pb. Les

témoins négatifs ne présentent pas de bande (Fi§ire
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11.1.2. SENSIBILITE DES PCR CLASSIQUES

Apres que les deux protocoles des PCR classigue @é mis en place, I'étude
de leur sensibilité (seuil de détection) a etéatfiee en utilisant les échantillons d’ADN
des deux séries de dilutions au %2 et au 1/10 @allg. La série de dilutions au %2 (4 a
0,125 ng/ul) a été testée en premier, ensuitésagroir obtenu leurs résultats, les tests
avec la série de dilutions au 1/10 (10 a £.m@/ul) ont été effectués. Le témoin négatif
est constitué de 5 ul d’eau purifiée HPLC. Une tiéaccontenant 5 pl d’ADN non

dilué a été ajoutée dans chaque expérience amrdtie témoin positif.

[1.1.2.1. SENSIBILITE DE LA PCR CLASSIQUE SELON LE
PROTOCOLE DE L'OMS

Le protocole de PCR classique de 'OMS est sensibée tous les échantillons
de la série de dilution au %, jusqu’ a la conceintnad’ADN a 0,125 ng/ul (figure 19).
Par contre, avec la série de dilutions au 1/10sdes échantillons a 10 ng/ul et 1 ng/ul
présentent des bandes correspondant a la taikedai, 515 pb. A partir de la
concentration d’ADN a 0,1 ng/ul, la PCR n’est ptigtectable (figure 20). Le seuil de
détection du protocole de PCR classique de 'OMSlesc une concentration d’ADN a
0,125 ng/ul soit 0,625 ng dans 20 ul de réaction.

Les échantillons d’ADN des deux souchesMeulcerans12.26 et 12.29 ont
donné des amplicons correspondant a la taille deede 515 pb.
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Figure 19. Gel d’agarose obtenu a partir de la séide dilutions au %. Protocole de
PCR classique de 'OMS
[A] : ADN de la souche 12.26
[B] : ADN de la souche 12.29
(M) : marqueur de poids moléculaire 100pb DNA Laddd -2 -1-0,5-0,25 -
0,125) : concentration d’ADN dans une réaction gfuh; (T-) : témoins négatifs ;

(T+) : témoins positifs.

En comparant les fragments des produits PCR awemdrqueur de poids
moléculaire 100pb DNA Ladder, tous les échantilld#®DN de la série de dilution au
% ont donné des résultats positifs, présentanthamele qui correspond a la taille
attendue de 515 pb. Les témoins positifs présentam bande a 515 pb et les témoins

négatifs ne présentent pas de bande (Figure 19).
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Figure 20. Gel d’agarose obtenu a partir de la séide dilutions au 1/10. Protocole
de PCR classique de TOMS

[A] : ADN de la souche 12.26

[B] : ADN de la souche 12.29
(M) : marqueur de poids moléculaire 100pb DNA Laddd0 - 1-0,1 - 18- 103 -
10%-10°%- 10°) : concentration d’ADN dans une réaction en ngf{T+) : témoins

négatifs ; (T+) : témoins positifs.

En comparant les fragments des produits PCR awemdrqueur de poids
moléculaire 100pb DNA Ladder, les échantillons dMx 10 ng/pl et 1 ng/ul ont
donné des résultats positifs, présentant une bauideorrespond a la taille attendue de
515 pb. Les échantillons aux concentrations asalesde 1 ng/ul sont négatifs, ils ne
présentent pas de bande. Les témoins positifs mig¥geune bande a 515 pb et les

témoins négatifs ne présentent pas de bande (R2§)re
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[1.1.2.2. SENSIBILITE DE LA PCR CLASSIQUE SELON LE
PROTOCOLE DE SARA EYANGOH

Le protocole de PCR classique de Sara EYANGOHsessible avec tous les
échantillons de la série de dilutions au %2 (Fiqitg et de la série de dilutions au 1/10
(Figure 22). Pour la série de dilution au 1/10,adtip des échantillons a 1.2g/ul,
I'intensité de la fluorescence des bandes a coménarsiestomper mais les bandes sont
encore visibles. Ainsi, le seuil de détection dotpcole de PCR classique de Sara
EYANGOH est d’'une concentration d’ADN dd. ulceransinférieure a 1.18 ng/ul
soit 5.1¢° ng dans 25 pl de réaction.

ADN souche ADN souche
1226 1229

ng/pl

515 pb
400 ph
300 ph
200 ph

100 ph

Figure 21. Gel d’agarose obtenu a partir de la séide dilutions au %.. Protocole de
PCR classique de Sara EYANGOH

(M) : marqueur de poids moléculaire 100pb DNA Lexdd(4 -2-1-0,5-0,25 -
0,125) : concentration d’ADN en ng/ul ; (T-) : téimmégatif ; (T+) : témoin positif.

En comparant les fragments des produits PCR awemdrqueur de poids
moléculaire 100pb DNA Ladder, tous les échantilld#®DN de la série de dilution au
Y% ont donné des résultats positifs, présentanthamele qui correspond a la taille
attendue de 515 pb. Le témoin positif présentebamele a 515 pb et le témoin négatif

ne présente pas de bande (Figure 21).
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Al

ng/pl 01 102 0% w' 1w 10

515 pb - e W W - =

400 pb
300 pb
200 ph

100 pb

B]
ng/pl 01 102 10° 10* 107 10°

Figure 22. Gel d’agarose obtenu a partir de la séide dilutions au 1/10. Protocole
de PCR classique de Sara EYANGOH

[A] : ADN de la souche 12.26

[B] : ADN de la souche 12.29
(M) : marqueur de poids moléculaire 100pb DNA Laddd0 - 1 -0,1 - 18- 10° -
10%- 10°- 10°) : concentration d’ADN dans une réaction en ng/T}) : témoins

négatifs ; (T+) : témoins positifs.

En comparant les fragments des produits PCR awemdrqueur de poids
moléculaire 100 pb DNA Ladder, tous les échantdldiADN de la série de dilution au
1/10 ont donné des résultats positifs, présentaathande qui correspond a la taille
attendue de 515 pb. Toutefois, lintensité de laoitscence des bandes diminue
progressivement au fur et a mesure que I'ADN sdiiéd Les témoins positifs
présentent une bande a 515 pb et les témoins f¥gati présentent pas de bande
(Figure 22).
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II.2. RESULTATS DE LA PCR EN TEMPS REEL TAQMAN

11.2.1. MISE AU POINT DE LA PCR EN TEMPS REEL

Dans cette étude, le protocole de PCR en temps déetloppé par Sara
EYANGOH (protocole du CPC) a été modifié. Afin desttre au point la PCR et de
tester les amorces MUF1 et MURL, le protocole médisans la sonde MUFT1) a été
testé dans un premier temps en utilisant les féatdiSponibles au laboratoire en PCR
classique (tableau V). Les mémes échantillons d’ADAIng/ul utilisés pour la mise en
place des PCR classique ont été testés dans aegmtApres I'amplification génique
dans le thermocycleur MultiGene, Labnet®, les aogpis ont été révélés par
électrophorese sur gel d’agarose 3%. En compagardrhplicons avec le marqueur de
poids moléculaire 100pb DNA Ladder, nous obsenmes des bandes correspondant a
59 pb (Figure 23).

ADN souche ADN souche
12.26 12.29

ngll M 2 2 2 2 2 2 T-

Figure 23. Gel d’agarose obtenu en PCR classiqueyoda mise au point de la PCR
en temps réel
(M) : marqueur de poids moléculaire 100pb DNA Laddg@) : concentration d’ADN
dans une réaction en ng/pl ; (T-) : témoins négatif

En comparant les fragments des produits PCR awemdrqueur de poids
moléculaire 100pb DNA Ladder, tous les échantilldi&sDN sont positifs, présentant

une bande qui correspond a la taille attendue dpb5%.e témoin négatif ne présente
pas de bande (Figure 23).
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11.2.2. MISE EN PLACE ET SENSIBILITE DE LA PCR EN
TEMPS REEL TAQMAN

Vu les résultats précédents (paragraphe Il.2.J)rdéocole modifié a été retenu

pour la mise en place et I'étude de la sensildiééa PCR en temps réel TagMan.

11.2.2.1. COURBE STANDARD DE LA PCR EN
TEMPS REEL TAQMAN

La courbe standard, représentant les valeurs debt@nues en fonction des
quantités d’ADN cibles issues d’'une série de dilgi des échantillons au 1/10 (gamme
de concentrations de 10 ng/ul & BIW/ul) a été construite (Figure 24). La valeur de
Ct de chaque échantillon est inversement proporét® au nombre de copies initial de
I’ADN cible : plus la quantité d’ADN dans I'’échaliin augmente, plus la valeur de Ct
est faible. Ainsi, si un échantillon de concentmtinconnue doit étre analysé, la
quantité initiale d’ADN cible contenu dans cet éauiibon peut étre déduite a partir des

Ct de cette courbe standard.

Standard Curve

75

3254

Pente = - 3,605

3004

Y-Intercept = 19,233

Cr

250 4 Rz = 0,993

226 1 Efficacité = 89,405 %.

20.0 4

15.0 |

125 1

1000001 00001 oo a0 002 a1 a2 1 2345 10 2040
Quiantity

Figure 24. Courbe standard obtenue a partir d’une érie de dilutions d’ADN deM.

ulcerans au 1/10 avec la PCR en temps réel TagMan
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1.2.2.2. SENSIBILITE DE LA PCR EN TEMPS REEL
TAQMAN

L'étude de la sensibilité de la PCR en temps aeété effectuée en testant les
échantillons d’ADN de deux séries de dilutions ¥awet au 1/10). Les résultats ont été

analysés sur le logiciel « StepOne Software v.2:2.2

11.2.2.2.1. RESULTATS A PARTIR DE LA
SERIE DE DILUTION AU Y2

Les résultats donnés sur la figure 25 montrentadesbes d’amplification des
PCR obtenues avec la série de dilutions au ¥2 deméltons d’ADN des deux souches
12.26 et 12.29 (4 ng/ul a 0,125 ng/ul).
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Figure 25. Courbes d’amplification obtenues avec les échantillons d’ADN de la
série de dilutions au %2
[A] : témoins positif et négatif[B] : graphique linéaire[C] : graphique logarithmique
La valeur de ligne seuil a partir de laquelle la valeur de Ct est calculée est
représentée par la droite en rouge. Le témoin négatif donne une droite (Figure 25).

Cours

| Cours, exercices & projeTé de fin d'études




Les valeurs de Ct obtenus a partir des courbespiification sont données dans

le tableau IX ci-dessous.
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Tableau IX. Valeurs de Ct des échantillons de la Hition au ¥~

ADN ID échantillon Ct Concentration d’ADN
ADN de la 26.1 15,52595 4 ng/ul
souche 12.26 26.2 16,09881 2 ng/ul
26.3 17,57446 1 ng/pl
26.4 19,40221 0,5 ng/pl
26.5 20,41471 0,25 ng/ul
26.6 21,98136 0,125 ng/pul
ADN de la 29.1 15,99343 4 ng/ul
souche 12.29 29.2 17,01503 2 ng/ul
29.3 18,84280 1 ng/pl
29.4 19,30546 0,5 ng/ul
29.5 20,93322 0,25 ng/ul
29.6 22,61841 0,125 ng/ul
Témoin négatif neg indéterminé
Témoin positif pos 16,91133

Les résultats sont validés: le témoin négatif &sen négatif (pas
d’amplification) et la valeur du Ct du témoin pdsiest de 16,91. Toutes les valeurs de

Ct des échantillons sont comprises entre 15 at28pnt tous sont positifs.
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Pour déterminer plus précisément le seuil de détede la PCR en temps réel,
nous avons effectué les expériences avec les didbrast’ADN de la série de dilution
au 1/10.

11.2.2.2.2. RESULTAT A PARTIR DE LA
SERIE DE DILUTION AU 1/10

Les résultats de I'une des expériences avec ia sér dilution au 1/10 des
échantillons d’ADN des deux souches 12.26 et 12129ng/ul a 1.18 ng/ul) sont
montrées sur la figure 26. Le tableau X indiquevidsurs de Ct correspondantes. Dans

chaque expérience, les échantillons ont éte faitfuplicate.
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Figure 26. Courbes d’amplification obtenues avec $eéchantillons d’ADN de la
série de dilutions au 1/10
[A] : témoins positif et négatif[B] : graphique linéaire[C] : graphique logarithmique
La valeur de ligne seuil a partir de laquelle ldeua de Ct est calculée est

représentée par la droite en bleue. Les témoiratifgonnent une droite (Figure 26).
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Tableau X. Valeurs de Ct des échantillons de la dition au 1/10

ADN N° 1D échantillon Ct Concentration d’ADN
ADN de la 1 26.1 13,74937 10 ng/pul
2 26-1 13,86628
souche 12.26 4 26.2 16,54837 1 ng/ul
4 26-2 16,75164
5 26.3 19,62732 0,1 ng/pul
6 26-3 19,08838
7 26.4 23,72401 1.70ng/ul
8 26-4 23,90712
9 26.5 27,51919 1.10ng/ul
10 26-5 27,25747
11 26.6 32,74375 1.¥0ng/pl
12 26-6 32,89143
13 26.7 36,46431 1.80ng/ul
14 26-7 37,50098
15 26.8 indéterminé 1.10° ng/ul
16 26-8 indéterminé
ADN de la 17 29.1 13,16993 10 ng/ul
18 29-1 13,16955
souche 12.29 44 29.2 16,14893 1 ng/ul
20 29-2 16,95171
21 29.3 20,44284 0,1 ng/ul
22 29-3 20,83961
23 29.4 23,92806 1.F0ng/ul
24 29-4 23,43889
25 29.5 27,28873 1.f0ng/ul
26 29-5 27,40459
27 29.6 33,77584 1.1¥0ng/ul
28 29-6 32,27387
29 29.7 38,84221 1.8ng/ul
30 29-7 37,01455
31 29.8 indéterminé 1. 0% ng/ul
32 29-8 indéterminé
Témoins négatifs 33 neg 1 indéterminé
34 neg 2 indéterminé
Témoin positif 35 positif 10,04944

Les résultats sont validés: les témoins négatdat shien négatifs (pas
d’amplification) et la valeur du Ct du témoin pdsitst de 10,04. Les valeurs de Ct des
échantillons d’ADN ayant eu des amplifications saoimprises entre >13 et <34,
concentrations de 10 ng/pl & I*10g/ul (N° 1 a 12 ; 17 & 28).
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Ces échantillons contiennent assez de cible poumgige une amplification.
Les autres échantillons ont des valeurs de Ct swBmdéterminées (N° 13 a 16 ; 29 a
32). Ainsi, le seuil de détection de la PCR en ten@el est d’'une concentration d’ADN

deM. ulceransestimée a 1.10ng/ul soit 5.1¢ ng dans un volume final de 25 pl.

1111.2.3. VERIFICATION SUR GEL D’AGAROSE

L’électrophorése des produits PCR sur gel d’agargsst d’aucune utilité en
PCR en temps réel. Mais dans cette étude, ell@ &fédctuée afin de vérifier si les

courbes obtenues expriment vraiment la positivitéest.

Les produits de I'amplification des échantillon&@N de M. ulceransde la
série de dilutions au 1/10 ont été migrés par glpbbrése sur un gel d’agarose 3% . En
PCR en temps réel, la positivité a été marquédgqagmentation de la fluorescence sur
la courbe d’amplification. Sur le gel, la posit&viest marquée par la présence des
bandes qui correspondent a la taille des ampliatiesdue. Une concordance entre les
courbes et les amplicons migrés sur gel a été vbseres résultats obtenus ont montré
que les échantillons sensibles en PCR en tempgméstntent une bande correspondant
a 59 pb sur le gel (Figure 27). Le seuil de débecte la PCR est d’'une concentration
d’ADN & 1.10* ng/pl.
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Figure 27. Gel d’agarose obtenu par la migration deamplicons de la PCR en
temps réel (série de dilutions au 1/10)

(M) : marqueur de poids moléculaire 100pb DNA Laddd0 - 1-0,1 - 18- 103 -
10%-10°- 10°) : concentration d’ADN dans une réaction en ngT}) : témoins

négatifs ; (T+) : témoin positif.

En comparant avec le marqueur de poids molécul&ifpb DNA Ladder, les
échantillons aux concentrations d’ADN de 10 &' 1@/ul présentent une bande qui
correspond a la taille attendue 59 pbpartir de 1& ng/ul, la PCR ne donne plus de
réponse (Figure 27).

11.1.2.4. SPECIFICITE

La spécificité de la PCR 2804 pour la détection moléculaire d& ulceransa
éteé testée sur 12 bactéries en PCR en temps rgblaha Les résultats obtenus n’ont
montré aucune amplification avec les ADN de ces bEZtéries (valeurs de Ct
indéterminées) ; seul 'ADN deM. ulcerans s’est amplifié (tableau Xl). Pour
vérification, les produits PCR ont été migrés dactophorése sur gel d’agarose a 3%
et aucune bande correspondant a la taille du fragateendue n’a été détectée pour les
12 bactéries. L'amplification de I’ADN d#l. ulceransa révélé la présence de bande
(59 pb).
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Tableau XI. Résultats de I'amplification des ADN ds différentes espéces
bactériennes testées

Especes bactériennesAmplification

M. tuberculosis négatif
M. bovis négatif
M. leprae négatif
M. intracellulare négatif
M. fortuitum négatif
M. xenopi négatif
S. pyogenes négatif
S. pneumoniae négatif
Legionnella spp. négatif
L. pnemophila négatif
M. pneumoniae négatif
C. pneumoniae négatif
M. ulcerans positif

L’amplification génique par PCR ciblant la ségueréinsertion 12404 n'a
donné de résultat positif qu'avec I'ADN dd. ulcerans Cette séquence est donc
absente dans les ADN des autres espéeces bacté&rietilises. Elle est spécifique du

génome dé. ulcerans

II.3. REPRODUCTIBILITE

Pour la détermination du seuil de détection degebanéthode, les expériences
ont été répétées au moins quatre fois. Pour larditation de la spécificité de la PCR
IS2404 TagMan, I'expérience a été répétée trois fois. Danus les cas, les mémes

résultats ont été obtenus.



TROISIEME PARTIE : DISCUSSION
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TROISIEME PARTIE : DISCUSSION
. DISCUSSION

L’infection a M. ulceransest une mycobactériose commune a ’lhomme et aux
animaux. Ces derniéres années, cette pathologieagistement apparue comme une
cause de plus en plus importante de morbidité éansonde. Du fait que l'ulcére de
Buruli reste méconnu par la population, le nomleecds peut étre surestimé méme si
cette maladie émergente sévit dans plus de 33d¢mys le monde. Elle pose aussi des

problemes diagnostiques et thérapeutiques.

Chez les animaux, la maladie n'a été déclaréeielfiienent qu’en Australie. Le
mode de transmission est obscur, mais certainéces@nimales sont impliqguées dans

I'épidémiologie de cette infection.

Jusqu’a présent, il 'y a pas de déclaration affieiconcernant I'infection M.
ulcerans a Madagascar. Soit la maladie est méconnue desorpels de santé
(médecins, infirmiers) et des vétérinaires, etd#fication des cas, s'ils existaient, serait
peu probable ; soit le pays est totalement indeshmda maladie. Les vétérinaires
doivent étre avisés du danger représenté par dlioie a M. ulceranset ils sont
solliciter a élaborer et appliquer les dispositi@tgslatives et réglementaires, a prendre
des mesures relatives a I'importation d’animauxrpater I'introduction de ce type de

maladie a Madagascar.

Parmi les quatre diagnostiques bactériologiquesabaratoire, la PCR est la
méthode la plus sensible pour détedterulcerans(sensibilité 98%, résultat disponible
en 48 heures). Cependant, la faisabilité de ceng@sessite un laboratoire équipé et
expérimenté. Jusqu’a ce jour, il n'existe pas ¢ tkagnostique utilisable sur le lieu
méme des soins. L’'OMS recommande actuellement qu@ins 70% des cas cliniques
suspects d’ulcére de Buruli soient confirmés partest positif par PCR. D’ou, un
réseau de laboratoires effectuant la PCR a étemgdace dans les pays d’endémie et
non endémiques [23]. Dans les pays ou la maladiepas encore été détectee, il est
nécessaire de mettre en place au préalable la de&tA€R pour une éventualité de

suspicion de cas.
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L'objectif de cette étude était donc de mettre ke le diagnostic moléculaire
deM. ulceranspar la méthode PCR a I'Institut Pasteur de Masiegya

Deux techniques de diagnostic moléculaireMleulcerans PCR classique et
PCR en temps réel TagMan ont été mises en plapesaat sur la détection de la
séquence d’insertion 2404 qui parmi plusieurs méthodes publiées, est cénsalla

meilleure actuellement [23].

Dans cette étude, des souchesvdailceransisolées a partir des cultures sur le
milieu de Léwenstein-Jensen ont été utilisées gaumise en place du diagnostic

moléculaire au laboratoire.

La méthode d’extraction d’ADN dB®l. ulceransqui a été employée dans cette
étude est la méthode de van Embden [146]. Il exiisieurs méthodes d’extraction
d’ADN citées dans la littérature [151] en plus dbBBérentes méthodes qui ont été
proposées avec les protocoles de PCR pour cettle gtmais la méthode de van
Embden est la méthode courante d’extraction d’ARN chycobactéries utilisée dans le

laboratoire de I'Unité des Mycobactéries, ou céttele a été réalisée.

La bonne reproductibilité des tests PCR, aussi BiER classiques que PCR en
temps réel TagMan, a été assurée en répétantpésiexces au moins quatre fois dans
les mémes conditions. Aussi, en incorporant dars|ud réaction les ADN extraits a
partir des deux souches dé& ulceranset en effectuant tous les échantillons en
duplicate, les mémes résultats ont été obtenus gloague protocole de PCR testé

(méme seuil de détection).

Deux protocoles de PCR classique ont été misedame plans cette étude, le
protocole de 'OMS [22, 23] et le protocole de SBNMANGOH [147]. Le méme couple
d’amorces a été utilisé pour ces deux protocolesnorce sens MU1-new et I'amorce
anti-sens MU2. Ces amorces ont été publiées paM$Ogénérant un amplicon de 515
pb, qui sont Iégérement modifieées par rapport @eele Ross BC, et al. (1997), MU1 et
MU2 (positions respectives 272 a 291 et 840 a 8ganérant un amplicon de 568 pb
[152].
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La comparaison des résultats des deux protocoléd®QR classique a montré
que celui de Sara EYANGOH, qui avait un seuil déeckon a une concentration
d’ADN estimée inférieure a 1.f0ng/ul soit 5.1 ng d’ADN dans le mélange
réactionnel, était nettement plus sensible quei cgéu 'OMS (0,125 ng/ul). En
supposant qu’'une copie du génomeMleulceranscorresponde a 5 fg d’ADN [153],
ainsi ces limites de détection correspondent reseeeent a moins d’'une copie (1
copie) de génome soit environ 209 copies d2408 et 125 000 copies de génome,

équivaut a 26 125 000 copies de484 par mélange réactionnel.

Ces résultats du protocole de Sara EYANGOH sonllenes que ceux de Ross
BC, et al. (1997) avec le couple d’'amorces MU1 @i2vidont la limite de détection
était de 2 copies de génome d’ADN M ulcerans[152], représentant environ 418
copies de 13404

La PCR 2426 développée par Stinear T, et al. (20@@ctant les séquences
d’insertion 12404 et I2606 avec le couple d’amorces MU4 et MU9 (positionsd Al
1138 et 1306 a 1326) est aussi moins sensibleagueéthode de Sara EYANGOH que
nous avons utilisé, car sa limite de détectionté&ai 100 génomes par mélange
réactionnel [153]. Toutefois, en 1999, Stinear T,ak, a pu améliorer le seuil de
détection a 0,1 copies de génome soit environ Zfesode 12404 en utilisant la
technique PCR décrite par Ross BC, et al. (199%¢ & couple d’amorces MU5 et
MUG6 (positions respectives 383 a 401 et 852 a §¥1))

A la difféerence de la PCR classique, la PCR en sendéel est une méthode
guantitative qui permet de mesurer 'amplificatitout au long de la réaction et de
guantifier le nombre de génomes contenus danscleanéllions. Le protocole de PCR
en temps réel TagMan de Sara EYANGOH a été modifisnis en place dans cette
étude avec le couple d’'amorces MUF1 et MUR1 ebtads MUFTL1.

La courbe standard de I'amplification par PCR enpe réel a été obtenue a
partir d'une série de dilutions des échantillo#sN de M. ulceransau 1/10 (10 ng/ul
a 1.10° ng/ul).
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Le coefficient de corrélation®etant de 0,993, la pente — 3,605 et I'efficacié d
la PCR correspondante de 89,40%, qui est plusefaiat rapport a celle de Rondini S,
et al. (2003), supérieure & 90% avec le coefficilntorrélation R0,999 et la pente —
3,51 [150]. Avec un seuil de détection a une commaéon d’ADN de M. ulcerans
estimée a 1.16ng/ul soit 5.1¢ ng dans le mélange réactionnel, correspondanDa 10
copies de génome et 20 900 copies d40& cette méthode de PCR en temps reel
TagMan est moins sensible comparée a celle de Rio8diet al. (2003), qui avait un
seuil de détection a 0,2 génomes par mélange oéaeli soit environ 42 copies de
1S2404[150]. Cette faible sensibilité pourrait étre egp€e par la faible efficacité de la
PCR.

Dans cette étude, le protocole de PCR classiqueate EYANGOH est donc
100 fois plus sensible que le protocole de PCReemp$ réel TagMan. Ce qui est
différent des résultats de Rondini S, et al. (2068) a montré que I''S2404 Test
TagMan est 10 fois plus sensible que le test dgndistic basé sur la PCR classique
[150]. Egalement différent des résultats de FyfetJal. (2007) dont les tests PCR
Multiplex en temps réel utilisés par avec des éthams cliniques étaient 100 a 1 000

fois plus sensibles que la PCR classique [154].

Les résultats que nous avons obtenus sont plutprenants car la PCR en
temps réel devrait étre plus sensible que la P@ssitjue. Deux explications pourraient

étre discutées :

0 Le fait que le protocole de PCR en temps réel da B¥ANGOH a été modifié.
Les réactifs que nous avons utilisés sont différeih effet, nous avons adapté
le protocole avec les réactifs qui étaient displesilau laboratoire. De méme, ils
sont différents de ceux utilisés par Rondini et alkec un programme

d’amplification différent ;

0 La pureté des ADN joue un certain role sur le bérodlement de la PCR. Nous
pouvons constater que les résultats de la spectmmpiétrie sur Nanodrop ont
montré que certains échantillons d’ADN extraitsspréaient une contamination,

surtout celle reflétée par I'absorption a 320 nm.
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Pour améliorer la sensibilité de la PCR en tem@al TagMan, il serait
préférable d’utiliser un kit commercial comme ddmgrotocole de Sara EYANGOH
[147] ou celui de Rondini S, et al. (2003) [150f Béme pour I'extraction d’ADN afin
d’avoir des échantillons d’ADN plus purs. Il seraiissi intéressant de continuer le
travail sur le protocole de PCR en temps réel Tagial’'OMS qui venait d’étre publié
[23].

Nous avons testé 12 especes bactériennes poudd'déte la spécificité de la
PCR deM. ulceransreposant sur la détection de la séquence d’'insel®404

Ces bactéries sont des pathogenes susceptibledraiber des infections
cutanées aussi bien chez 'homme que chez les arjnet'ou des microorganismes
environnementaux. Aucun des ADN génomiques de ac&éesaespeces bactériennes

testées n'a produit des amplicons, ce qui montgedade spécificité de la PCR2&)4

Bien que la séquence d'insertior2#®4 est aussi présente chez d’autres espéces
de mycobactéries atypiques [45, 47-49], cellesecsont pas présentes dans les lésions
typiques, d’'un point de vue clinique, de l'ulcére Buruli. La PCR fondée sur la
recherche de I'I3404 dans les échantillons cliniques, reste donc unehadé
spécifique pour la confirmation d’'un cas d'ulcere Buruli. Mais son application a
'analyse des échantillons environnementaux estns@pécifique car ces bactéries

portant la séquence d’insertior24sont aussi présentes dans I'environnement [154].

La méthode PCR présente aussi des inconvénieatslpoconfirmation en
laboratoire de l'ulcére de Buruli : elle nécessite laboratoire bien équipé avec
séparation des salles pour les différentes étapms, exécution est codteuse, elle
nécessite un personnel qualifié et un contréleurigax de la qualité, et elle ne permet

pas la distinction entre organismes viables etviables dans les échantillons [23].

Un autre outil de diagnostic moléculaire a étéetteppé récemment pour la
détection d’agents bactériens, viraux et parasgaifamplification isotherme LAMP
(« Loop mediated isothermal AMPlification »). Deméthodes LAMP, basées sur la
détection de la séquence d’insertiol2484 ont été développées pour le diagnostic de
M. ulceransdans les échantillons cliniques, qui sont nettérp&rs sensible que notre
étude.
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Celle de Njiru ZK, et al. (2012) avait une limde détection équivalente a 2 a 20
copies de 13404 (0,01 a 0,1 copies de génome) [155]. Les deuxnigales, LAMP
classique et pwLAMP (« pocket warmer LAMP ») déypgées par Ablordey A, et al.
(2012) étaient capables de détecter a une limitd0@ecopies la séquence d’insertion
cible 12404 (1,4 copies de génome) a 60°C aprés 60 minudesplification. Cette
limite a été améliorée a 30 copies d2484lorsque la LAMP classique était effectuée a
65°C [156]. Il serait intéressant aussi de mettregpkace et d’évaluer cette technique

d’autant plus qu’elle est plus simple et facile tp®CR.

.  RECOMMANDATIONS

Les mycobactéries occupent une place importantes danmicroflore de
'environnement. Bien que la tuberculose et la dépsoient les maladies
mycobactériennes les plus répandues, on ne peusqasestimer l'importance en

médecine humaine et vétérinaire des mycobactéypgjaes.

Notre étude a des intéréts sur le plan médicaktdéepremiere mise en place de
la technique PCR pour la détection Me ulceransa Madagascar. Elle nous a permis
I'obtention d’'un outil de diagnostic et plus loia détermination de la situation sanitaire
de Madagascar vis-a-vis l'ulcere de Buruli. Et srplan scientifique, les résultats
obtenus peuvent étre utilisés par d’autres chersheomme références dans des
recherches sur 'amélioration des techniques dgndistic de l'infection a/l. ulcerans

aussi bien chez 'homme que chez les animaux.

Les travaux de recherches axés sur les mycobactétgpiques et les
mycobactérioses sont rares dans ce pays. Nousnsauoeffectuer la mise en place de
ce diagnostic moléculaire qu’'avec des souchdsl.dalceransprovenant de Cameroun.
Aussi, I'application des tests PCR sur des écHanslcliniques n’a pas pu étre réalisée

car il n’existe pas encore de cas clinique suspawiu a ce jour a Madagascar.
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Ainsi, nous recommandons :

De rechercheM. ulceranspar ces techniqgues PCR dans les échantillons de
I'environnement (eau, boue, insectes terrestresj@atiques, végeétaux terrestres
et aquatiques, crustacés, poissons, mammiferestiers etc.) prélevés dans les
zones chaudes et humides surtout marécageusesddgdsaar.

De multiplier les études sur les mycobactériesigtigs dontM. ulceranset les
mycobactérioses a Madagascar aussi bien chez I'moqua chez les animaux
en instaurant un réseau de surveillance : signateisuspicions, effectuer et
envoyer les prélevements nécessaires aux lab@stopour analyses
microbiologiques. Pour cela, il faudrait coordontes efforts de recherches au
niveau des services de santé humaine et vétérifhopital, CSB, poste
vétérinaire, vétérinaire sanitaire, etc.) et auvealy des laboratoires dans toute

I'lle.

Cela permettrait de déterminer notre situationdémiiologique concernant

'ulcere de Buruli etM. ulcerans s'’ils existent a Madagascar ou bien que le pays

demeure indemne. Ainsi, nous pourrions prendreniesures relatives y afférentes telle

gue la réglementation des mouvements des animauxnemsur le territoire malgache

susceptibles d'étre réservoirs e ulceransdans I'environnement. Si la maladie existe

a Madagascar, ces tests pourront étre utilisés [@oudepistage actif de l'ulcere de

Buruli chez ’lhomme dans les zones qui peuvent @&residérées comme zones a forte

suspicion.

La maladie ulcére de Buruli ou l'infectionMy ulceransétant encore méconnue

par la population, les médecins et les vétérinairkgmdagascar, nous recommandons :

O Une éducation sanitaire au niveau des communaoi@semant cette maladie

afin de prendre les mesures nécessaires dans enéuakté de suspicion ou

notification de cas ;

0 Une sensibilisation de la population a amener lakdes présentant toute forme

de plaie quel que soit la cause, dans les cengresmiké le plutdt possible pour

une meilleure prise en charge ;
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0 Une formation des agents de santé sur les maladiesgentes et les maladies

tropicales négligées.

Nous proposons également, d’informer les vétésaiaux frontieres de
I'existence de I'infection . ulcerans Afin d’éviter I'introduction de cette maladie a
Madagascar, un contréle rigoureux de I'importatitenimaux est trés important. Nous
suggérons aussi, une surveillance active des amrimamnant surtout des pays
endémiques : mettre en quarantaine obligatoiremsignaler la présence d’'une
suspicion de la maladie aux autorités compétemtésctuer un prélevement adéquat
pour envoi a un diagnostic dd. ulceranspar la méthode PCR pour confirmation

rapide.
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CONCLUSION

L'ulcere de Buruli ou infection 8. ulceransest devenue une maladie de plus
en plus préoccupante et répandue dans le mondesagae beaucoup de souffrances
humaines. Elle atteint aussi les animaux domedsdigele sauvages qui pourraient

constituer des réservoirs potentiels de cette maaiébie dans I'environnement.

La mise en place du diagnostic moléculaireMieulceransa été réalisée avec
succes. Deux méthodes de diagnostic PCR ont é&srlace : la PCR classique et la
PCR en temps réel TagMan, reposant sur la détedtida séquence d’insertion2804
La PCR classique permet l'identification Blie ulceransmais la PCR en temps TagMan
permet aussi sa quantification dans les échargillon

Les résultats sur la sensibilité (seuil de détetaes tests PCR nous montrent
que le protocole de PCR classique de 'OMS est smeansible que le protocole de
PCR en temps réel TagMan. Mais le protocole de El@ssique de Sara EYANGOH
est jugé le plus sensible, son seuil de détecsbniee copie de génome b ulcerans
par mélange réactionnel, soit environ 209 copiesadéquence d’insertion 2804

Cette étude apporte une contribution majeure aeldppement des outils de
diagnostic rapide de l'ulcere de Burili. Ces outils diagnostic PCR mis en place
permettront de faire des investigations plus amprdies et des recherches $vr
ulceransa Madagascar. Sur le plan médical, ils sont digyes pour la confirmation
des éventuelles suspicions ou importations de @afection a M. ulceransaussi bien

chez ’'hnomme que chez les animaux.

D’autres travails méritent d’étre faits pour amgdiola sensibilité de la méthode
PCR. La réalisation des tests PCR sur des écluastitlliniques ou environnementaux a

Madagascar est souhaitée.
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ANNEXES



ANNEXES. PREPARATION DES REACTIFS ET TAMPONS

1- REACTIFS POUR L’EXTRACTION D’ADN GENOMIQUE

e TE 10X (solution stock)

Tris (hydroxyméthyl aminométhane) [Sigma, réf. 8@K8] ...............ccoeeeeiiinnns 1,211g
EDTA (éthylene diamine acide tétraacétique) [Sigréh,070M0262V] ........... 0,3722g
Eau diStIlIEE (ED) OSP wvrrerrrriiiiiieeeeeesmmmmm e e eese s eeeeeeeaeeaaeesenseessnnnenees 100mi

Le tampon est stérilisé a l'autoclave 120°C pend&nmin et conservé a température

ambiante.

e TE1X
TE 10X .. 50ml
5 2 1= o 500ml

e Lysozyme 10mg/ml
Lysozyme [Sigma, réf. 53H7154] ....cooiiii i 10mg

La solution de lysozyme est distribuée en aliquie®Qu et conservée a —20°C.

e SDS10%
SDS (Sodium Dodécyl Sulfate) [Sigma, réf. SLBHO7LQV........ccoovveeeeeeeeiiiiiiinnns 10g
B R 0 ] o PP 100ml

* Protéinase K 10 mg/ml
Protéinase K [Eurobio, réf. 069829].........ccooeiiiiiieiiiiiiiine e eeeeeeeees 100mg

La solution de Protéinase K est distribuée en atigjde 5Ql et conservée a —20°C.



* Protéinase K 10mg/ml / SDS 10%

Protéinase K LOMQO/MI ... e e e e e e e e e e e e ee e e eenneeeeeennnne pl

SDS L1000 .o a
 NaCl5M

NaCl [Normapur, Prolabo, réf. 27810.295] ....ceeeemiiieiiiiiiiiiiiee e 29,29

e PP 80ml

B I 0 ] o PP 100ml

La quantité NaCL est ajoutée dans I'ED et le voleseajusté a 100ml par de I'ED. La
solution est stérilisée a l'autoclave 120°C pendiEhimin et conservée a température

ambiante.

» CTAB 10% /NaCl 0.7M

NaCl [Normapur, Prolabo, réf. 27810.295] ....ceeeemriririiiiiiiiiieeiee e 2,05g

B I 0 ] o TP 40ml
CTAB (Bromure de cétyltriméthylammonium) [Sigmaf. @36K0145] ..................... 59
B R 0 ] o TP PP TP 50ml

Les deux réactifs sont préparés séparément etesmniite mélangés. Le mélange est

conservé a température ambiante.

e Chloroforme / Alcool isoamylique 24:1
Chloroforme [Sigma, réf.SZBAL320] ...cccuviiiieeeeeieeieeeeee e 96ml

Alcool isoamylique [Normapur, Prolabo, réf. 032BR]..........c.cccccovveeiiieeeiiiiiiiiieiiinn, ami

» Isopropanol [Rectapur, Prolabo, réf. 20842. 298]



» Ethanol 70%
Ethanol [Rectapur, Prolabo réf. 20821.296] ....ccccuvvviiiiieiiiieeeeeeeeeeeeeeeen 70ml

2- AMORCES ET SONDE POUR L’AMPLIFICATION GENIQUE (PCR)

* Solutions stocks 10M

Amorce/ Référence Sequence Eau purifiée HPLC
sonde (SIGMA, réf.) (5—3) pour 100 uM
(solution stock)
MU1- 8016324581-000010 GAT CAA GCG TTC ACG 454 ul
new AGT GA
MU2 8016324581-000020 GGC AGT TAC TTC ACT 439 pl
GCACA
MUF1 8016324581-000030 ATT GGT GCC GAT CGA 452l
GTTG
MUR1 8016324581-000040 TCG CTT TGG CGC GTA 411l
AA
MUFT1 | 8016814903-00001p6FAM - CAC CAC GCA GCA 51 pl
TTCTTG CCG T-TAMRA

Les solutions stocks d’amorces et de sonde setriliiées en aliquote de 80

et conservées a - 20°C.

* Solutions de travail (20uM) : 100 pl
AMOICE 100 M .o 2Qd

Eau pUrfIEe HPLC ... ..ottt e e 8l



* Solutions de travail (5 pmol/ul) : 100 pl
Amorce / Sonde 100 UM ... ul

Eau purifiEe HPLC .. ...t eeemme e erree e e 95l

Les amorces et la sonde sont conservées a - 2@%3uhes de la sonde sont enveloppés

dans un papier aluminium afin de les mettre ai’deda lumiére.

3- REACTIFS POUR L'ELECTROPHORESE

* TBE 10X (solution stock)

TriS [SIgMa, réf. T-L378] .. it e e e 107,79
Acide orthoborique [Normapur, Prolabo, réf. 2018FP............ccccceeiiiiiiiiiiiiinne, 55¢g
EDTA [Sigma, réf. E-5134] cooviiiiiiiiiieee ettt 9,39
I PP 800ml
B R 0 ] o TP UU PPN PPPPPPPTN 1000ml

Le tris, I'’Acide orthoborique et 'EDTA sont a lai§ dissouts dans 8QDd’ED, puis le
volume est ajusté a 1000ml. Le tampon TBE 10X &&ilisé a l'autoclave 120°C

pendant 15 min et conservé a température ambiante.

« TBE 1X
L= =0 0 ) G 100ml
B I 0 ] o TR U PPN PPPPPRPTN 1000ml

e BET (Bromure d’éthidium) (10mg/ml)
Bromure d’éthidium [Sigma, réf. E-8751].......ccccoiii i e 50mg

La solution de BET est conservée a +4°C.



* Bleu 6X

Sucrose 40% [Sigma, réf. S-0389] ......cccciiiiiiiiiiiiii e 4q
Bleu de bromophénol [Sigma, réf. B-6131] ......cuuviriiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 25mg
I I 0 1] S 10ml

Le Bleu 6X est aliquoté et conservé a +4°C.

» Marqueurs de poids moléculaireh DNA (50nghl) : pour le dosage

A DNA (500ug/ml) [SIGMA, REf. D-9780] ......evveieeeiiiiiiiiaeeeieiiiiee e e e ul. 10
B I =S 5 PP PP PP PP PPRTPPPN ul... 157
BlEU BX .t e e e e e e e e e e e e ul..... 33

Le X DNA est conservé a +4°C.

e Marqueur de poids moléculaire 100pb DNA Ladder 0,1 pg/u(SOLIS
BIODYNS, réf. 100pb BPB 0160)
Marqueur de poids moléculaire préte al'emploi, pour I'électrophorése, conservé a
+4°C.

Cours

| Cours, exercices & prﬁjé‘l’é de fin d'études



