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Editorial : la vie d'une revue scientifique

Lorsque j'ai pensé a la création de cette revue il
y a plus d’une année, j’ai été frappé par [’intérét
que portait la communauté médicale et scientifique
a cet évenement. Au début, je comptais m'inspirer
des propos des rédacteurs en chef des revues
locales, régionales, nationales et internationales,
mais aprés réflexion, j'ai décidé de tourner
résolument mon regard vers l'avenir plutot que vers
le passé.
Ce numéro marque le début d'une série
d'événements importants dans la vie de notre revue
et pourquoi pas de notre laboratoire et
établissement. Les membres fondateurs de la revue
dont je félicite vivement n’ont pas cessé de
m’encourager quant a la sortie du premier numéro.
Larédactrice en chef travaillera de concert avec la
rédactrice en chef adjointe et les responsables de
section pour améliorer I'efficacité du processus de

rédaction. Dans ce numéro figure un appel a la
publication.
Le second point qui aura lieu en cours d'année est
I'introduction d'un processus électronique de dépot
des manuscrits et d’une version imprimable afin
d’offrir un service a nos auteurs.Actuellement tous
les manuscrits ont été déposés sur un mode
électronique, reste seulement a faire paraitre
graduellement un masque de saisi des articles qui
facilitera son traitement.
J'ai beaucoup apprécié le travail réalisé par toute
I’équipe et je les remercie explicitement dans ce
numéro. Le seul aspect de la revue qui m'inquiete,
cependant, c'est la pérennité.
Un troisieme évenement a eu lieu dont nos lecteurs
ne sont peut-étre pas au courant : les articles publiés
par la RAL sont disponibles en version électronique
sur I’adresse du site du LCBM : http://www.lcbhm-
cacbhatna.com/
Directeur de la publication
Professeur A.KASSAH-LAOUAR
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L’invité de la revue

Monsieur A. Madoui
DG du CLCC - Batna

Le Centre de Lutte Contre le Cancer de Batna est un jeune établissement qui a ouvert ses portes aux patients en
mai 2012, issu d’un ambitieux programme gouvernemental pour la prise en charge des malades et alléger la
souffrance des usagers. La composition humaine a permis de rayonner su la région sud-est du pays voir méme a
I’échelle nationale, pour une prise en charge qualitative et quantitative dans toutes les spécialités biologique,
médicale et chirurgicale a la satisfaction des citoyens. Ce qui m’engage a dire tous mes vifs remerciements a
I’équipe soignante, a tous le personnel et a I’équipe dirigeante de cette revue. Je tiens a encourager toute 1’équipe
de la RAL pour tous les efforts déployés quant a la réussite du premier numéro.
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A propos de la Revue Aurassienne du Laboratoire

Par Professeur A. KASSAH-LAOUAR
Directeur de la publication

La revue Scientifigue du Laboratoire
Central de Biologie Médicale (LCBM) de I’EHS
Centre de Lutte Contre le Cancer (CLCC) de Batna
est créée en Octobre 2019 et en Novembre de la
méme année, il y a eu la sortie premier numéro de
la revue. L’objectif global de la création de cette
revue scientifique est de mettre en place un systéme
d’information pour diffuser les connaissances
scientifiques sur la biodiversité biologique. Cette
revue est Trimestrielle. L’éditeur du bulletin est le
LCBM du CLCC de Batna. Celui-ci est un service
créé en 2012 avec le CLCC et a ouvert ses portes au
mois de février 2016 sous la responsabilité du
Docteur KASSAH-LAOUAR Ahmed Professeur
Chef de service spécialiste en Microbiologie
Clinique. Le centre diffuse des informations en
ligne a travers le site web: http: www.lcbm-
cachatna.com.
Cette revue est diffusée gratuitement en ligne et en
imprimé. Les articles publiés dans ce bulletin ne
peuvent en aucun cas étre republiés ou subir une
manipulation commerciale. En cas d’appropriation
des données par une personne étrangére a la
publication notamment par manque de respect des
procédures normales de citation bibliographique, le
contrevenant sera soumis en justice conformément
aux lois en vigueur relatives au droit de propriété
intellectuelle. A des fins bibliographiques, un
article du bulletin devrait étre cité de la maniere
suivante :
Nom de I"auteur (Année). Titre de Iarticle. Bulletin
Scientifique du LCBM n°: Bulletin n°: page (de-a)

DIRECTEUR DE LA PUBLICATION
Professeur Ahmed KASSAH-LAOUAR (Chef de
service du Laboratoire Central de Biologie
Médicale CLCC-Batna-Faculté de Médecine de
Batna)

Comité de rédaction
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Procédures éditoriales

- Le Rédacteur en Chef, le Rédacteur en
Chef Adjoint et les Rédacteurs associés
ont la responsabilit¢ de décider si le
manuscrit soumis peut étre publié dans la
revue. Le Rédacteur en Chef ou le
Rédacteur en Chef Adjoint soumettent
donc aux lecteurs un manuscrit déja jugé
comme important pour la publication.

- Un manuscrit doit é&tre analysé par au
moins deux lecteurs issus du Comité
scientifique. Le choix des lecteurs est
décidé par le Rédacteur en Chef, le
Rédacteur en Chef Adjoint et les
Rédacteurs associés. En cas de besoin, un
manuscrit peut étre soumis aux lecteurs
externes identifiés par le Rédacteur en
Chef, le Rédacteur en Chef Adjoint et les
Rédacteurs associés avec possibilité des
propositions des membres du Comité
scientifique.

- La décision d’accepter ou de rejeter un
manuscrit & partir des avis des lecteurs est
sous la responsabilitt du Rédacteur en
Chef, le Rédacteur en Chef Adjoint et des
Rédacteurs associés. Aucun article ne
pourra étre accepté sans avoir subi le
processus d’analyse prévu pour cette
revue. En cas d’une position négative des
lecteurs, 1’auteur est appelé a subir
I’interrogatoire de la part du Rédacteur en
Chef ou du Rédacteur en Chef Adjoint afin
de prendre la décision finale. L’auteur
pourrait étre appelé a revoir profondément
son texte ou & faire des activités de
recherche complémentaires.

- Avant la publication de la revue, celle-ci
est soumise a tout le Comité scientifique

pour susciter un commentaire sur le
contenu et le format.
INSTRUCTIONS AUX AUTEURS
Cadre général
La revue Scientifigue du LCBM est trimestrielle. Elle
couvre 1’écologie des services du centre, la biologie
dans toutes ses formes, microbiologie et hygiéne,

hémobiologie et transfusion sanguine, biochimie
médicale, parasitologie-mycologie médicale,
pharmacologie, histo-embryologie, biologie

moléculaire, des reports de cas , des cas cliniques, des
études faites dans le service, des conduites a tenir dans
les disciplines biologiques, des nouveautés dans le
domaine de la biologie, des annonces pour des journées
d’étude ou scientifiques, des mises a jour, des citations
et proverbes scientifiques, des revues de la littérature.

La revue recevra des articles rédigés en langue
frangaise. Un manuscrit ne peut pas dépasser deux
pages. Des exceptions sont faites en négociation a
I’avance avec le Rédacteur en Chef et Rédacteur en
Chef adjoint qui en informeront les Rédacteurs associés.
Le manuscrit peut également concerner un petit texte
sur une page ou plus qui donne une information
scientifique pertinente. Cette information peut concerner
notamment un complément ou une rectification sur une
publication déja faite dans ce méme bulletin. Avant la
production de la revue, les articles acceptés seront
chaque fois publiés en ligne. En paralléle avec le
numero ordinaire de la revue, il est également prévu,
selon les besoins et les demandes, de sortir
annuellement un numéro spécial comprenant des articles
autour des themes précis, des actes de colloque, etc. Les
articles de la revue spéciale subissent le méme
traitement que ceux de la revue ordinaire.

Préparation du manuscrit

Le manuscrit qui est un article scientifique de recherche
ou de forum, doit avoir:

Format

- la police de caractéres: Times New Roman

- la taille de police pour le titre de la revue: 14

- la taille du contenu: 10

- Interligne: simple, avec 2 cm de marge pour les deux
cotés

- Format en 2 colonnes

Titre

Le titre du manuscrit doit donner une information
concise. Si le titre contient un nom d’espéce, celui-Ci
doit étre mis en italique et suivi par le nom de son
auteur et I’année de sa publication. Le nom de famille et
de l'ordre doivent également suivre et mis entre
parenthéses. (Ex: profil de sensibilité aux antibiotiques
d’Escherichia coli isolés de bactériémies dans le service
d’onco-hématologie)

Le(s) nom(s) de I’(des) auteur(s), est suivi par une
adresse postale et une adresse E-mail si elles existent.
Les mots-clés ne peuvent pas dépasser 04 mots. Les
mots qui se retrouvent dans le titre du manuscrit ne
peuvent pas revenir dans les mots-clés. Le résumé est
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produit en francais et en anglais et en arabe ne peut pas
dépasser 15 lignes.

Contenu

Contenu pour les articles de recherche
scientifique

Les sections importantes du contenu du manuscrit
sont:  Introduction, Méthodologie, Résultats,
Discussion et Conclusion (Ces deux sections
peuvent étre combinées), Remerciement (facultatif),
Bibliographie. La discussion devra comprendre
assez de matiére. Les figures et les tableaux
accompagnent les textes. Tout nom scientifique de
I’espece doit étre suivi, au moins une fois, par un
nom de son (ses) auteur(s) et de I’année de sa
publication, de préférence des sa premiére citation
dans le texte. Des symboles internationalement
reconnus peuvent étre utilisés.

Bibliographie

La bibliographie se note de la fagon suivante dans
le texte et doit obeir aux accords (a la convention)
de Vancouvert:

- Bibliographie dans le texte: La mention des
références dans le texte se fait par des numéros
entre parenthéses ou entre crochets.

- Liste des références bibliographiques citées a la
fin de Iarticle: les références sont classées par
ordre d’apparition dans le texte. On doit
évidemment citer tous les auteurs et le titre du
document.

Les noms des périodiques (revues, journal bulletins,
etc.) doivent s’écrire en entier et non en abrégé. Les
noms des périodiques et les titres des livres doivent
étre mis en italique.

Ex:

13. Arlet, G., M. Rouveau, I. Casin, P. J. M.
Bouvet, P. H. Lagrange, and A.Philippon. 1994.
Molecular epidemiology of Klebsiella pneumonia
strains that produce SHV-4 b-lactamase and which
were isolated in 14 French hospitals. J. Clin.
Microbiol.32:2553-2558.
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Les bonnes pratiques de prescription des marqueurs tumoraux

Par Docteur LAABED Nihad
Résumé

Biochimie
MISE AU POINT

La prise en charge des cancers est multidisciplinaire dont la part du biologiste est non négligeable.
Actuellement on note [’émergence de nouveaux marqueurs sériques pouvant indiquer la présence d’un cancer.
En pratique médicale, on assiste souvent a des prescriptions fréquentes du dosage de marqueurs tumoraux et qui
ne sont pas toujours appropriées, entrainant ainsi un surcout financier important. Dans cet article, sont passés

en revue les bonnes pratiques de prescription des MT que chaque médecin doit connaitre et bien maitriser.
Mots clés : cancer ; marqueurs tumoraux ; prescription ; dépistage ; diagnostic ; suivi.

INTRODUCTION
Les marqueurs tumoraux (MT) sont
actuellement largement utilisés en clinique. S’ils
peuvent rendre des services certains, leur utilisation
abusive est souvent dénoncée. Le dosage des
marqueurs tumoraux n’a de justification que s’il
contribue a améliorer la survie, la qualité de vie
et/ou le colt de la prise en charge des patients
atteints de cancer. L’objectif de cet article est de
clarifier les conditions dans lesquelles le dosage des
MT est d’un intérét, ainsi que les bonnes pratiques
que chaque médecin doit connaitre et bien
maitriser.
NOTION DE MARQUEUR TUMORAL
Les MT correspondent a des substances sécrétées
par les cellules dans les liquides biologiques
permettant ainsi leur dosage. Leur présence a des
taux élevés signe de fagon plus ou moins spécifique
la présence de cancer. (1)
CRITERES D’UN MARQUEUR IDEAL
En théorie un MT idéal devrait :
1. étre sensible et spécifique
2. Avoir une valeur prédictive positive et
négative maximale
3. refléter la charge tumorale
4. prédire le pronostic
5. prédire la rechute
Malheureusement le MT idéal n’existe pas! De
tous les marqueurs qu’on utilise actuellement,
aucun ne peut répondre a tous ces objectifs a la fois.
)
PRINCIPAUXMARQUEURS TUMORAUX
Les antigénes onco-foetaux
- ACE : Antigéne Carcino-Embryonnaire
- AFP : alpha-foetoprotéine
Antigénes carbohydratés
- CA 19-9, CA 125, CA 15-3, CA 50, CA
242 et CA 72-4.
Les cytokératines

- Cyfra2l
Les hormones et leurs métabolites
-  HCG: hormone gonadotrophique
chorionique

- Thyroglobuline
- Thyrocalcitonine

Les enzymes
- NSE : neurone spécifique énolase
- PSA: antigéne spécifique de prostate
Les immunoglobulines
- 1gG, IgM
Autres marqueurs tumoraux
- SCC: antigene des carcinomes a cellules
sguameuses.
- Protéine S100B
- Chromogranine A. (3)
INTERET CLINIQUE DU DOSAGE DES MT
» Dans le dépistage
Le dépistage des populations a risque par le
dosage d'un MT peut étre précieux dans:
- les formes héréditaires de cancer
médullaire de la thyroide (CT).
- I'népatocarcinome chez les patients
cirrhotiques (AFP).
- du choriocarcinome chez les patients
atteints d'une maladie trophoblastique
(hCG). (4)
» Dans le diagnostic
L'élévation d'un MT peut suffire & poser le
diagnostic :
- ducancer de la prostate (PSA).
- de cancer médullaire de la thyroide en
présence d'un nodule thyroidien (CT).
- de cancer testiculaire chez I'hnomme ou le
choriocarcinome chez la femme (hCG).
- d'hépatocarcinome chez un patient
cirrhotique (AFP > 400 pg/l). (5)
» Dans le pronostic — Bilan d'extension
La concentration initiale d'un MT est un bon
indicateur de la masse tumorale et peut
constituer un facteur pronostic fiable. Cette
concentration de base peut orienter le choix
thérapeutique. (6)
» Dans le suivi sous traitement
L'analyse cinétique des concentrations de MT
doit étre la regle pour évaluer la réponse au
traitement :
- une augmentation de plus de 25% comme
un signe de progression
- une diminution de plus de 50% comme un
signe de rémission partielle.

RAL numéro 00 Décembre 2019
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» Dans la surveillance aprés traitement —

Récidives et métastases

L'appréciation dynamique des variations de
concentrations de MT est supérieure a l'analyse
d'une valeur isolée :

- Une augmentation de 3 dosages
consécutifs, signe une récidive biologique.
(7)

REGLES DE PRESCRIPTION DES MT
en quelques points (8,9,10) :

e Choisir un MT en fonction de la tumeur
primitive et de son type histologique.

e Doser les MT avant traitement afin de
disposer d'une valeur de référence pour
étudier I'évolution ultérieure du MT

e La majorité des MT trouvent leur place
dans le suivi de I'efficacité du traitement et
dans la surveillance ultérieure.

e Ne pas associer plusieurs MT sauf au
moment du diagnostic de la maladie

e Interpréter le résultat d'un dosage de MT
avec des données anatomo-pathologiques,
cliniques et radiologiques.

e Faire doser le ou les MT dans méme
laboratoire pour éviter les variations inter-
techniques.

o Ne pas modifier la stratégie thérapeutique
a la lumiére d'un seul dosage.

o |l faut garder a I'esprit qu'un taux « normal
» de MT n'exclut pas un cancer et qu'un
taux élevé de MT ne signe pas toujours un
cancer.

o le dosage des MT ne se concoit que dans le
cadre d’une tumeur primitive accessible a
un traitement spécifique

LES FAUX POSITIFS ET LES FAUX
NEGATIFS

Valeurs faussement basses

* La tumeur ne produit pas de marqueurs

* Une petite masse tumorale ne produit pas
assez de marqueurs pour étre détectables en
périphérie

* Le MT est produit, mais n’est pas secrété

e La wvascularisation de la tumeur est
insuffisante pour  libérer une concentration
détectable du marqueur

Valeurs faussement élevées

* Destruction massive de la tumeur (nécrose)
avec libération importante de marqueurs en
périphérie. (11)

CONCLUSION

Littérature riche, études nombreuses mais intérét et
fiabilit¢ souvent contestables, c’est ce que
représentent les MT. Actuellement, aucun MT
sérique ne peut contribuer avec certitude ni au
dépistage ni au diagnostic du cancer. Cependant, cet
examen complémentaire garde son utilité dans le
cadre de suivi post-thérapeutique, ainsi que la
détection précoce des rechutes et métastases.
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Numeération et cytologie sanguine : Parameétres pré-analytiques, leurs

variations et les conséquences sur les résultats biologiques
Hémobiologie et transfusion sanguine

MISE AU POINT

Par Docteur Salhi-Djihane

Résumé :

Le but de cet article est d’aider a la reconnaissance des non-conformités liées a la phase pré-analytique
en hématologie cellulaire « de routine ». Les paramétres pré-analytiques sont présentés par ordre «
chronologique », en commencant par les renseignements a fournir par le prescripteur, les conditions du
prélevement sont ensuite exposées, sous l’aspect du matériel (anticoagulant, type de tube) et de la méthodologie.
Une fiche de recommandations générales résume les principaux points discutés.

Mots clés : sang, phase pré-analytique, frottis sanguin, non-conformité.

effacement des contours

Renseignements fournis avec la prescription de
P’analyse

L’usage au moins trois données sont
rigoureusement indispensables les nom et
prénom, 1’age et le sexe du patient ; le nom et
I’adresse du médecin prescripteur, le type
d’échantillon primaire et le site anatomique
d’origine si besoin. Toutes les autres
informations  peuvent étre  considérées
comme facultatives mais certaines sont
importantes, car pouvant générer des
interférences lors de I’analyse ; pouvant
guider [D’étude cytologique en attirant
’attention sur telle ou telle lignée selon une
éventuelle orientation clinique.

Conditions du préléevement

Matériel

Anticoagulant : nature et concentration

Utilisé depuis plus de 40 ans en hématologie,
I’acide éthyléne diamine tétra acétique (EDTA)
sous forme de sel di- ou tripotassique (K2 ou K3
EDTA) reste aujourd’hui I1’anticoagulant de
référence pour le comptage et la mesure des cellules
sanguines. Le K2 EDTA est recommandé par
I’International council for standardization in
hematology (ICSH) comme par le Clinical and
Laboratory Satndards Institute (CLSI) aux Etats-
Unis, bien qu’en pratique I’utilisation de K2 ou de
K3 EDTA soit indifférente. S’il reste le plus adapté
a I’hématologie cellulaire, ’EDTA n’est toutefois
pas dépourvu d’effets sur les éléments des trois
lignées circulantes.

Effets sur les globules rouges : lorsque le
prélévement est conservé plus de 24 heures a
température ambiante, D’EDTA induit une
augmentation du VGM.

Effets sur les leucocytes les polynucléaires
neutrophiles et les monocytes sont les éléments les
plus sensibles & la présence de I’EDTA. Les
modifications morphologiques apparaissent dés 2
heures apres le prélevement (vacuolisation des
cellules) et s’accentuent avec la durée de
conservation (perte des ponts entre les lobes des

polynucléaires,
cytoplasmiques). Les effets sont

d’autant plus marqués et rapides que

la concentration en EDTA est

élevée (remplissage incomplet du

1AL tube). Enfin, des cas
ik d’agglutination leucocytaire
: induite  par I’EDTA et
(® responsable de « fausses »

leucopénies ont été rapportés.
Effets sur les plaquettes : il s’agit
en pratigue du principal
inconvénient 1ié a 1’utilisation de
EDTA en cytologie. L’EDTA
induit tout d’abord un changement
de forme des thrombocytes, de
discoide a sphérique, introduisant une
erreur dans la détermination du volume plaquettaire
moyen (VMP). Il existe une possibilité d’agrégation
plaquettaire dans le tube contenant de ’EDTA, due
a la présence d’anticorps sensibles a I’EDTA et
provoquant une pseudo thrombopénie. Les
compteurs électroniques basant leur reconnaissance
des éléments figurés sur le volume, seules les
plaquettes non agrégées sont décomptés. Le nombre
de plaquettes rendu par 1’automate est donc sous-
estimé dans une proportion variable selon
I’importance du phénoméne d’agrégation, lui-méme
dépendant du délai avant analyse (il s’amplifie avec
la durée de conservation du tube). il est
indispensable de rechercher des amas plaquettaires
devant toute valeur basse de plaquettes rendue par
I’automate, alarmée ou non, chez un sujet sans
antérioritt de thrombopénie, ou devant une
aggravation importante d’une thrombopénie connue
(en particulier proche du seuil transfusionnel
théorique de 30 G/I) .

Type de tube

Le tube de référence est le tube en plastique (ou
indifféremment en verre siliconé) sous vide, de 2 ou
4 ml.
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Méthodologie

Lieu de prélévement

Classiquement, le prélevement est effectué au
bras. Les wveines du pli du coude sont
généralement

choisies, en raison de leur taille qui assure un débit
de sang sa-tisfaisant et de leur faible mobilité
Réalisation du prélévement

Il est indispensable de garantir le bien-étre du
patient lors de prélevement, un patient détendu et
coopérant améliore de beaucoup la probabilité
d’obtention d’un prélévement satisfaisant. Pour le
site, il faut choisir une veine de calibre suffisant (pli
du coude) permettant une ponction franche et un
écoulement facile et rapide du sang dans le tube. Si
le malade est perfusé, il est impératif de choisir le
bras opposé a la perfusion en raison du risque de
dilution du prélévement. Celui-ci se traduit par une
baisse artéfactuelle de tous les paramétres mesurés
de la NFS.

Le nettoyage de la peau s’effectue a I’alcool
isopropylique a 70 %. Il faut laisser sécher a I’air,
complétement, le site de ponction (risque
d’hémolyse).

Durée de maintien du garrot

Une mise en place prolongée du garrot est connue
pour  générer une  hémolyse et  une
hémoconcentration.  Le  retentissement  de
I’hémolyse sur la NFS n’est sensible que lorsqu’elle
est intense (sous-estimation des érythrocytes et de
I’hématocrite avec une valeur d’Hb juste et des
constantes fausses). Il est recommandé de laisser le
garrot moins de 1 minute et de ’enlever ou de le
desserrer lorsque le sang commence a arriver dans
le tube.

Ordre des prélevements

En raison d’interférences possibles de ’EDTA avec
les prélévements destinés a d’autres analyses, le
tube de NFS doit &tre prélevé parmi les derniers,
aprés le tube sec, le tube citrate, le tube avec
séparateur et le tube hépariné, sachant que certaines
recommandations exigent que le tube EDTA soit
parmi les premiers.

Remplissage du tube

Le remplissage doit permettre d’atteindre la
concentration recommandée en anticoagulant
EDTA. Le tube doit donc au mieux étre rempli avec
le volume attendu, selon le type choisi (dans une
marge recommandée dex 10 % selon le NCCLS).
Toutefois, un tube EDTA peu rempli n’est pas en
soi une non-conformité pour la réalisation d’une
NFS. Le tube ne doit pas étre trop rempli : il doit
rester apreés remplissage un volume d’air
représentant au moins 20 % du volume du tube.
Ceci facilite a la fois le mélange sang/EDTA au
moment du prélévement (bonne anticoagulation) et
I’homogénéisation du prélévement avant le passage
sur le compteur. Un remplissage excessif peut ainsi
induire de « fausses polyglobulies ».

Mélange anticoagulant/sang

Il faut insister sur le fait qu’un prélévement
coagulé, méme partiellement, est totalement
impropre & la réalisation de la NFS : les taux de
plaquettes, de globules rouges et de leucocytes sont
sous-évalués, de fagon aléatoire et plus ou moins
dissociée selon ’importance de la coagulation du
prélevement. Le paramétre le plus sensible est
probablement la numération plaquettaire, ce qui
impose de rechercher un caillot devant toute valeur
basse de plaquettes. Il s’agit d’une erreur
préanalytique fréquente et souvent difficile a
dépister par la suite en cours d’analyse. II est donc
essentiel de bien réaliser le  mélange
sang/anticoagulant ~ immédiatement  aprés le
prélévement par retournements successifs du tube.
Celui-ci ne doit pas étre agité mais retourné
plusieurs fois doucement (8 a 10 fois).
Identification des échantillons et précautions
avant le transport du tube au laboratoire
L’étiquetage des tubes ou a défaut leur
identification manuelle est une étape pré-analytique
essentielle commune a toutes les analyses de
biologie (le préleveur doit faire confirmer son
identité au patient personnellement). Un tube non
étiqueté est non conforme et doit étre rejeté. Le
délai de traitement des échantillons ayant une
importance en cytologie, la date et I’heure de
prélévement ainsi que le nom du préleveur doivent
figurer sur le tube et/ou la demande
d’accompagnement. Le prélévement doit é&tre
acheminé le plus rapidement possible au
laboratoire. Si la transmission est différée, les tubes
sont conservés a température ambiante. Les chocs
thermiques (type exposition au soleil ou au froid
dans une voiture) ou mécaniques, susceptibles de
provoquer une hémolyse, doivent étre évités
pendant le transport.

Tragcabilité de la phase pré-analytique
Identification univoque du patient (comprenant le
sexe et la date de naissance), nom et adresse du
médecin prescripteur, type d’échantillon primaire,
nature des analyses prescrites, date et heure de
prélévement, identité du préleveur, date et heure de
réception au laboratoire et identité du responsable
de la réception doivent étre tracés et conservés sur
papier ou sur document informatique.
Conservation des échantillons : stabilité des
parametres et recommandations relatives aux
délais avant analyse

Les échantillons doivent étre conservés le temps de
la stabilité des parameétres pour permettre une
éventuelle nouvelle analyse de contrble aprés la
validation des résultats. Les comités internationaux
recommandent que le comptage automatique des
éléments du sang veineux prélevé sur EDTA et
maintenu a température ambiante soit effectué dans
les 6 heures aprés le prélevement. Ce délai est
limitt a 4 heures pour les préléevements en
microméthodes. La conservation des tubes au-dela
de 24 heures n’est pas recommandée. Un frottis
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sanguin doit étre réalisé au mieux dans les 2 heures
suivant le prélévement, une fois fixé et coloré le
frottis sanguin est parfaitement stable dans le
temps.

Réalisation d’un frotti sanguin

II s’agit d’une étape a la frontiére des phases pré-
analytique et analytique. Il peut étre envisagé dans
la pré-analyse en tant qu’étape de préparation de
I’échantillon. II est certain que sa qualité
conditionne  totalement celle de [D’analyse
proprement dite (analyse morphologique et formule
leucocytaire au microscope).

Etalement

Les lames doivent étre en verre, dégraissées, a
bords rodés (a 45°), a pans coupés. Le sang doit
s’épuiser progressivement tout au long du frottis, ni
trop épais ni trop fin, dont la longueur doit
représenter environ les deux tiers de la lame.
Identification des lames

L’identifiant doit étre écrit lisiblement et avec une
encre résistant aux réactifs de fixation et de
coloration (ou au crayon a papier) ainsi qu’a 1’huile
d’immersion.

Séchage des frottis

Les frottis doivent sécher librement & ’air. Aucun
artifice pour accélérer le séchage (agitation,
séchoir) ne doit étre utilisé. Ces méthodes peuvent
en effet induire des changements morphologiques
artéfactuels sur les leucocytes  (contours
cytoplasmiques).

Coloration

La coloration de référence est celle de May-
Griinwald-Giemsa « standardisée ».

Analyse comme contrdle de la qualité de la phase
pré-analytique

Les non-conformités des échantillons en
hématologie cellulaire peuvent étre totales (rejet de
I’ensemble  des paramétres) ou partielles
(n’affectant qu’un ou quelques paramétres).
Plusieurs de ces non-conformités peuvent et doivent
étre dépistées lors de la réception du prélévement
au laboratoire identification, renseignements
fournis, remplissage des tubes, date et heure de
prélévement. Mais beaucoup d’autres, pourtant
potentiellement responsables d’importants artefacts
pouvant influer sur le résultat, sont totalement «
masquées » a ce stade du processus : échantillon
coagulé avec des microcaillots, ayant subi un choc

thermique, agrégation plaquettaire induite par
I’EDTA, plasma lactescent, etc. Il est donc
indispensable de dépister ces non-conformités lors
de la phase analytique elle-méme. Toute non-
conformité constatée doit étre communiquer
rapidement au prescripteur

CCMH

La CCMH est le parametre de validation technique
de la NFS.

Une CCMH effondrée doit faire rechercher un
prélévement coagulé (sous-estimation des globules
rouges). Une CCMH élevée (> 36) peut révéler :

* une anomalie technique liée a l’automate lui-
méme ;

Une interférence dans la mesure des parameétres
érythrocytaires liée au prélevement (plasma
hémolysé ou lactescent, présence d’une agglutinine
froide);

« la  présence  d’hématies  déshydratées
(possiblement observées chez des sujets sous
chimiothérapie, chez des brllés, des patients
positifs au virus de I’immunodéficience humaine,
etc.)

Etude du frottis

Lors du décompte de la formule au microscope, si
le résultat automatique a été rejeté, une observation
simple de la morphologie des hématies et des
leucocytes peut témoigner de la variation de
plusieurs paramétres préanalytiques aboutissant a
des non-conformités le plus souvent seulement
partielles.

Connaissance des résultats antérieurs

Enfin, concernant a la fois I’analyse et la post
analyse, la connaissance de résultats antérieurs est
d’une grande importance. Une variation franche de
la valeur du VGM entre deux analyses rapprochées
dans le temps et en dehors de toute transfusion peut
témoigner d’une erreur d’étiquetage. Une baisse
importante sur tous les paramétres de la NFS
suggere quant a elle ’existence d’une dilution ou
d’une coagulation du prélévement. La encore la
regle est de rechercher systématiquement Ila
présence d’un caillot lorsque 1'une ou plusieurs
lignées sont abaissées.
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Tableau 1.Recommandations générales pour les prélevements de NFS

Toute non-conformité doit étre communiquée rapidement au prescripteur

Recommandé

Acceptable

Non conforme

Identification et

Nom prénom, date de

Nom, prénom (le non

Absence d’identification

tragabilité naissance, sexe renseignement de la date
Heure de prélévement de naissance doit étre
Identité du préleveur et du | signalé sur le résultat
prescripteur (et adresse) rendu sans valeur de
référence)
JeGine Patient a jeun depuis plus | Pas de précision Plasma lactescent en
de 12h Non a  jeun en | situation post prandiale

circonstance d’urgence

(pour Hb et constantes
érythrocytaire, sauf Hb
calculé si disponible)

Anticoagulant

K2 ou K3 EDTA

Citrate ou CTAD (avec
correction de 10%)

Autres anticoagulants,
tube sec

Tube

Plastique ou verre siliconé
sous vide
Microtubes
capillaire

pour sang

Tube non prélevé sous
vide

Mélange sang
anticoagulant

Prélevement coagulé
(quelle que soit la taille

du caillot)

Remplissage Adapté au vide ( 2ml ou | Inferieur au volume prévu | Inferieur ou égal au
4ml) permettant | (réaliser le frottis | volume aspiré par
I’homogénéisation rapidement) I’automate
Micropréléevement entre | Trop rempli (rechercher
200p1 et 500ul un caillot)

Micro préléevement :
moins de 250 pl
Site Veineux : bras opposé a la | Autres Du coté et en amont de la
perfusion perfusion
Garrot Moins d’une minute Plus d’une minute

Place du tube

Dans les derniers tubes

Autres positions

Température de Température ambiante +4°C Choc thermique
transport
Délai avant analyse Numération < 12h Numération: > 12h et | Numération >24h

Frottis < 6h <24h Frottis >12h
Réticulocytes < 24h Frottis >6h et <12h Réticulocytes >24h

Température de Température ambiante +4°C <4°Cou>40°C

conservation
Frottis sanguin Identification des lames Coloration non | Mauvaise identification

Etalement dans les 6h
Séchage a I’ai libre
Coloration
standardisée

MGG

standardisée

Etalement aprés 12 h
Séchage accéléré
Colorant  de
périmé

Giemsa
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Syndrome Hémorragique : Comment Procéder dans un laboratoire

LCBM-CLCC-Batna
khebrim@yahoo.fr

Résumé :
L’hémostase est un processus complexe qui permet de rétablir la circulation du sang dans les

vaisseaux aprés une breche vasculaire. Elle est faite de trois phases, qui sont bien intriquées,

soigneusement chevauchées et continuellement régulées : I’hémostase primaire, la coagulation et la

fibrinolyse. L’hémostase primaire est I’ensemble des phénomeénes qui aboutissent au colmatage initial

d’une bréche vasculaire par formation d’un caillot essentiellement plaquettaire.

Mots clés : Hémostase Primaire, Syndrome hémorragique, Plaquettes, Protéines adhésives

Introduction :

La balance de I’hémostase physiologique

peut étre déséquilibrée a 1’occasion de multiples
pathologies hémorragiques ou thrombotiques, et la
connaissance des bases physiopathologiques de ce
groupe de maladies permet de développer différents
tests d’exploration qui sont plus ou moins
spécialisés pour explorer les anomalies des trois
phases, soit indépendamment et de fagon spécifique
soit globalement.
Conduite a tenir devant une anomalie
hémorragique de I’hémostase primaire :
Devant tout syndrome hémorragique, le biologiste
doit procéder de fagon structurée selon un arbre
décisionnel bien établit :
1. Pousser l’interrogatoire .
A la recherche d’antécédents personnels ou
familiaux, la nature de cette hémorragie (cutanéo-
muqueuse ou profonde ...), I’histoire de début de
cette anomalie, son caractére spontané ou provoqué,
prise médicamenteuse, retentissement général,
caractére récidivant ou pas ...

Une fiche de renseignement,établit par le biologiste

peut étre utilisée et remise au médecin traitant.

2.Dépistage d’une _anomalie de [’hémostase
primaire :

Devant une hémorragie cutanéo-muqueuse :

Il s’agit trés probablement d’une anomalie d’un ou

des acteurs de I’hémostase primaire (plaquettes,

paroi vasculaire, protéines adhésives : Fibrinogéne,

Facteur VVon Willebrand).

Un bilan d’orientation doit étre lancé comportant :

- Une Numération Formule Sanguine: a la
recherche d’une thrombopénie qui peut
expliquer le syndrome hémorragique.

- Un frottis sanguin Périphérique : coloré au
MGG, permet d’éliminer d’éventuelle fausse
thrombopénie qui peut étre due a :

e Agglutination in-vitro EDTA-

dépendante

Par Docteur KKHEBRI Mouna-Khadidja

d’hémobiologie ?
Partie 1 « Hémostase Primaire »

Hémobiologie et transfusion sanguine

MISE AU POINT

o  Satellitisme des PLTs

e Présence de PLTs

e Coagulation partielle (prélévement

non conforme)

Un temps de saignement : Mesure du temps qui
s’écoule entre la création au niveau cutané
d’une bréche vasculaire et 1’arrét du
saignement ainsi provoqueé. C’est un test global
qui explore toute 1’hémostase primaire, se
réalise selon la technique d’Ivy (incision au
niveau de 1’avant-bras)
Il va de 4 a 8 minutes en absence d’anomalies
d’hémostase Primaire. Par contre, il est a
proscrire si taux de plaquettes est inférieur a
50G/L, I’hématocrite est inférieure & 25%, ou
chez un malade ayant pris un AINS dans moins
de 10 J.
Temps d’occlusion plaquettaire : Mesure de la
capacit¢ d’un échantillon de sang total a
former, in vitro, un clou plaquettaire en
condition de flux a fort taux de cisaillement
(processus  d’adhésion et  d’agrégation
plaquettaire).
Le sang total est aspiré et passe au
travers d’une membrane operculée recouverte
de collagéne associé a un autre agent inducteur
de I’agrégation plaquettaire (ADP, Adrénaline),
les plaquettes sont activées et en présence du
facteur Von Willebrand et de fibrinogene
obturent 1’opercule : temps d’occlusion mesuré.
C’est un test avec une bonne sensibilité, les
valeurs normales de ce test differe selon
I’agoniste utilisé (épinéphrine ou ADP) ne
dépassant pas les 160 et 120 secondes
respectivement.
Il a les mémes contre-indications que le temps
de saignement (précédemment citées).
En pratique, les tests de coagulation (TP, TCK,
Taux de fibrinogéne) sont habituellement
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réalisés, revenant dans la plus parts des cas
normaux.

3. Tests a visée diagnostique :

v' Tests explorant les Thrombopathies :

- Etude des Fonctions plaquettaires par

agrégometrie : C’est la mesure, au moyen d’un
agrégometre, de la capacité des plaquettes a
s’agréger en présence d’agents
agrégeant.Consiste a mesurer en continu
I’augmentation de la transmission lumineuse
causée par la formation des agrégats.
Pour D’exploration d’une thrombopathie, 05
agonistes sont utilisés en pratique(L’ADP, la
Ristocétine, le collagéne, I’acide
arachidonique. L’épinéphrine).

- Etudes des Glycoprotéines plaquettaires :
e  Techniques électrophorétiques
e Technique de Cytométrie en flux

- Etude des granules plaquettaires :
e  Par microscopie Electronique
e  Par étude de la sécrétion plaquettaire

v’ Tests explorant le Facteur Von
Willebrand (VWF) :
- Dosage Quantitatif (antigénique) : par plusieurs
techniques : ELISA ..
- Etude des activités fonctionnelles
- Etude des différentes liaisons du VWF
- Dosage Facteur VIII
- Recherche des anticorps anti-VWF.

v’ Tests explorant le Fibrinogéne :
- Dosages Quantitatifs et Qualitatifs
- Etude des Dysfibrinogénémies

v" Biologie Moléculaire :
A la recherche des différentes mutations
génétiques, par différentes techniques

v’ Tests explorant la paroi vasculaire :
Dans le cadre d’une vascularite ou une maladie de
systéme, par des techniques d’immunologie bien
spécifique et hautement spécialisée.
Conclusion :
Les tests explorant 1’hémostase primaire sont
nombreux, et vastes, leur réalisation et leur
interprétation nécessitent une attention particuliére
de la part du biologiste pour ne pas tomber dans des
situations trompeuses.
L’enchainement de ses tests doit suivre un
algorithme  décisionnel ~ établit  suite &
I’interrogatoire préalablement entretenu avec le
malade.
Le diagnostic de certitude d’une anomalie
génétique de l'un des acteurs de 1’hémostase
primaire impose la réalisation d’une enquéte
familiale, pour éventuel dépistage d’autres porteurs
de la méme anomalie au sein de la méme famille et
permet de donner un conseil génétique.
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Erreur de détermination de la NFS par les automates d’hématologie
cellulaire.

Partiel : Erreur de détermination du taux de
I’hémoglobine

Par Docteur N.Benkhelfallah
CLCC-Batna
Mail : Nabila.benkhelfallah@gmail.com

Résumé

Hémobiologie et transfusion sanguine

MISE AU POINT

L’hémoglobine (Hb) est une protéine qui contient du fer, et qui donne au sang sa couleur rouge. Lorsque le niveau
d’hémoglobine apparait inférieur aux niveaux normaux, cela signifie qu’il existe une anémie, qui peut étre due a plusieurs
cause.si Hb est élevée, cela peut étre due a des cardiopathies, a une déshydratation, ou & un séjour passé en hauteur.Le
dosage 1’hémoglobine par la méthode colorimétrique (Cyanhémoglobine) est connue comme méthode de référence. Les
indices érythrocytaires mesurés par les automates d’hématologie, utiles a la démarche diagnostique des anémies, doivent
également étre considérés comme les premiers messages d alerte pour détecter une erreur de détermination de I’Hb (1).

Mot clés : indices érythrocytaires, signal alarme hémogramme.

Plusieurs situations perturbant la mesure de
I’hémoglobine citant :

Déterminer “I’Hb plasmatique” aprés
centrifugation de I’échantillon, qui donne

1. Les lipides et I’hyperchylomicronémie : la turbidité liee a la paraprotéine, puis de
causent une turbidité excessive dans les retirer ce résultat de I’Hb mesurée a partir
cuves de lecture (2). De multiples actions du sang total (4).
correctrices peuvent étre utilisées afin Mesure de La CHCM par diffraction
d’appréhender ce type d’anomalies optique.

v Actions correctrices : Dilution de moiti¢ de I’échantillon avant

a. L’utili.sation des automates qui mesurent analyse (sysmex).

I'Hb intra érythrocytaire (CHCM) par la Les cryoglobulines causent Une fausse
méthode diffraction optique (Siemens . ; . .

. augmentation de I’Hb mais parfois les
Advia, Sysmex). . T, . .,

b. Un remplacement isovolumétrique du anomalies de flux liées & I'hyperviscosité
plasma par un diluant iso-osmotique ou causent sa diminution (aussi les GR)
extraction a I’éther des lipides. Hémolyse : cause une fausse augmentation

c. Un calcul approximatif de la valeur de observée Signalant une alarme : CCMH
I’Hb a partir de la valeur de I’Ht centrifugé >36g/dl
est utilisable en situation d’urgence (3). o Actions correctrices :

2. Les grandes hyperleucocytoses : Liées a Réaliser I’analyse rapidement aprés le
la_destruction dun nombre élevé de GB prélévement dans les grandes hémolyses
par les agents d’hémolyse. Meure de la CHCM par diffraction

o Actions correctrices : .

a. L’addition d’un mélange particulier optique.
dagents 1yt,lques et de détergents avant la La bilirubine interfére rarement au moins
mesure de I’Hb (Sysmex). . . .

b. Ladilution du prélévement sanguin pour des concentrations allant jusqu’a 400

c. Les méthodes de déleucocytation par mol/L
centrifugation ménagée et échange de La structure chimique de 1’hémoglobine
plasma riche en leucocytes avec du diluant le complexe Hb-monoxyde de carbone

d. Mesurede LaCHCM. peut induire une fausse augmentation de la

3. L exces_d |mmun0qlobulln§s par valeur de I'Hb (5).
interaction avec les solutions de lyse . R )
signalant une alarme CCMH >36g/dl. Elle Conclusion: L’optimisation du traitement
a été décrite chez des patients présentant informatique des données a permis de
une macroglobulinémie de Waldenstrém proposer des messages d’alerte d’abord
ou un myélo_me multiple._ généralistes puis de trouver les critéres

o Actions correctrices : discriminatifs. Ceux-Ci incitent

a. Changer la méthode de dosage (sans

cyanure)

progressivement les  fabricants a
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développer des améliorations techniques
correctrices des anomalies analytiques
intrinséques de chaque technologie
utilisée.
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Renseignements cliniques pour un biologiste

Par Docteur MERZOUGUI Noudjoud

I-Introduction :

La biologie médicale occupe une place

centrale dans la médecine moderne.car elle
contribue a environ 60 a 70 % des diagnostics
réalisés. Les renseignements cliniques font partie
intégrante des examens de biologie médicale,
intervenant a 1’étape pré-analytique, dans le choix
des analyses a réaliser, et a 1’étape post-analytique,
dans I’interprétation contextuelle des résultats. Le
biologiste s’appuie sur ces renseignements
cliniques pour adapter si besoin, avec 1’accord du
clinicien, la prescription et réaliser les examens les
plus pertinents pour conduire au diagnostic ou
assurer le suivi thérapeutique.
Malgré les obligations réglementaires, les
prescripteurs semblent peu sensibilisés a ce
probleme. Mais, les biologistes sollicitent-ils
suffisamment leurs confréres ?

I1-Causes de Dinsuffisance de renseignements
cliniues: L'insuffisance de renseignements
cliniques accompagnant les prescriptions de
biologie médicale est un sentiment répandu au sein
de la communauté des biologistes. Les causes sont
diverses :

Manque de temps des médecins, Ignorance de
I’utilit¢ des renseignements cliniques pour le
biologiste, Désintérét du médecin pour le travail du
biologiste, L’habitude,......

I11-Contenu de la fiche de renseignements
cliniques :
e Nom
e  Prénom
o Date de naissance
o Date et heure de prélevement doivent étre
mentionnées sur la fiche de prélevement
de biologie médicale
e nature et localisation du prélévement
e traitement en cours ou pris auparavant
(antibiothérapie, anticoagulant ...)
e terrain: neutropénie, immunodépression,
grossesse
principaux signes cliniques...
les antécédents du patient
I’historique des voyages et expositions
le motif de la consultation
urgence de la réponse (examen
direct/cytologie) : indispensable Si

Microbiologie clinique

MISE AU POINT

suspicion d’endocardite (le laboratoire doit
étre impérativement prévenu)

e objectif de la demande (diagnostique,
thérapeutique, pronostique,
épidémiologique — portage) : surtout s’il
s’agit d’une suspicion d’endocardite
infecticuse, d’une méningite ou d’une
méningo-encéphalite.

IV-Exemples de renseignements cliniques a
obtenir :

* En biochimie :

Exemple: marqueurs (cardiaques, tumoraux,
endocriniens), voire de bilans électrolytiques ou
inflammatoires, etc. Toute information ou
interrogation du prescripteur amene le biologiste a
mieux interpréter et/ou a compléter la prescription
grace a sa compétence de spécialiste de la biologie
médicale.

» En hémobiologie :

Exemple dans le bilan d’hémostase, ’INR : La
connaissance du nom de I’AVK, de la dose
prescrite, de I’heure de la prise, de 1’objectif
thérapeutique (préventif ou curatif) constitue des
éléments informatifs incontournables

*En bactériologie : Les techniques
microbiologiques  étant  tres  diverses, les
renseignements cliniques fournis par le service sont
primordiaux pour assister le laboratoire, afin
ensuite de distinguer une contamination par une
flore commensale d'une colonisation ou d'une
infection réelle.il est important, autant pour le
clinicien que pour le bactériologiste, de définir
I’objectif de 1’analyse, de savoir ce qu’il en attend
précisément.

« En sérologie infectieuse :

Les prescriptions chez la femme enceinte relevent
d’une systématisation réglementaire. Point n’est
donc besoin de renseignements (sauf situation
particuliére de la patiente).

En revanche, dans des situations plus banales, des
informations complémentaires méritent  d’étre
acquises, y compris pour des vérifications
d’immunisation post vaccinales.

» En auto immunité

Les affections du systeme conjonctif et des
articulations, couplées au systéme immunitaire,
sont probablement parmi les plus difficiles a
renseigner, le prescripteur partant souvent (passez-
moi D’expression) «a la péche» aux signes
biologiques. LED, syndrome des
antiphospholipides, PR, sclérodermie, polymyosite,
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vascularite sont autant de pathologies ou le
partenariat clinicien-biologiste sera d’autant plus
efficace qu’ils se parleront, discuteront sur les
résultats des examens, évoqueront ensemble des
examens complémentaires. Les résultats des HEP2,
des tri-substrats ne se délivrent pas hors de ce
contexte de communication, chaque fois que la
réponse appelle des investigations secondaires.

* En biologie moléculaire

En ville : le plus souvent la pratique du moment se
limite a une PCR chlamydiae. Un dialogue
constructif a été établi (généralement) avec le
gynécologue. La qualitté du prélevement est
fondamentale

En milieu hospitalier : tout dépend du « menu »
propose par le LBM. Dans tous les cas, notamment
ceux du VIH, du VHC et du VHB, la fusion des
compétences biologiste/clinicien est une évidence
factuelle. La quantification de la charge virale, le
génotypage pour ’évaluation de la sensibilité aux
ARV, le choix des thérapeutiques ne peuvent pas se
dispenser de cette promiscuité intellectuelle et
scientifique.

* En immuno-hématologie :

La demande est souvent associée a une prévision
d’hospitalisation pour intervention chirurgicale. La
prescription « GR-RH/Phéno » correspond & une
entrée programmée en clinique (bilan de
I’anesthésiste).

» En pharmacologie

Exemple : un « lithium » ou une «dépakine », le
biologiste cherchera a obtenir les renseignements
nécessaires a la bonne interprétation du dosage
(nom, dose, heure(s) de prise (PK et PC);
thérapeutique(s) associée(s).

NB : Précision : tout renseignement inscrit sur une
ordonnance ne peut en aucun cas relever de la
violation du secret médical.

Conclusion :Les renseignements cliniques sont les
éléments d'informations permettant au laboratoire
de connaitre le contexte médical de la demande
d’analyses, afin de faciliter l'interprétation des
résultats ou la prise en charge du patient.

Il est important de sensibiliser les prescripteurs via
des méthodes de communications individuelles
(courrier, mail) ou collectives (réunions en soirée
pour les médecins libéraux ou staffs a I’hopital) et
de mettre a disposition des prescripteurs des
exemples de fiches de renseignements, en plus,Le
laboratoire de biologie médicale doit s’attacher a
obtenir les renseignements cliniques pertinents
permettant la réalisation des examens appropriés et
de rendre des résultats interprétés’
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La leucocidine de Panton et VValentine

Par Docteur N.H KOUDA
kouhouda@yahoo.fr

Introduction :

L’espéce Staphylococcus aureus produit un certain
nombre de molécules qui vont lui permettre de «
Tromper » les réponses immunitaires innées de
I'n6te. Ces facteurs de virulence incluent des
cytotoxines, capables de provoquer la lyse de
différentes cellules en formant des pores dans leur
membrane  cytoplasmique. L’une de ces
leucotoxines est la leucocidine de Panton-Valentine
(PVL). La LPV a été découverte en 1894 par Van
de Velde. Panton et Valentine ont mis en évidence
son activité leucotoxique en 1932 ainsi que son
implication dans certaines infections cutanées
(furoncles).

Structure et mode d’action de la PVL :

La leucocidine est une  toxine
synergohyménotrope. Cette famille de toxines est
composée de deux sous-unités qui agissent de facon
synergique pour lyser la membrane cellulaire. La
LPV est constituée d’une protéine de classe S codée
par le gene IukS-PV et d’une protéine de classe F
codée par lukF-PV. Ces génes sont portés par des
bactériophages en particulier le SLT et transférés au
Staphylococcus aureus par phénomeéne de

MSSA PVL phage

Prophage integrated into MRSA produces PVL toxin
Infects MSSA S. aureus chromosome
carrying pvl genes

conversion lysogénique.

La PVL est une cible cytotoxique des
polynucléaires neutrophiles, des monocytes et des
macrophages. Ces 2 sous unités S et FS ‘assemblent
en plusieurs étapes sur la paroi membranaire des
cellules cibles, en se fixant sur des récepteurs du
complément humain, sous la forme d’une molécule
octamérique agissant comme une protéine
transmembranaire intégrale « pores
transmembranaires », permettant la fuite d'ions et
de petites molécules (poids moléculaire d'environ
1kDa), conduisant a la mort cellulaire.

Y
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La leucocidine de Panton-Valentine est produite
principalement (mais pas exclusivement) par
les Staphylococcus aureus résistants ~ a la
méticilline ou SARM. Ces derniers sont plus
fréquemment d'origine  communautaire et non
hospitaliere.

Ces souches ont un tropisme cutané marque et
peuvent étre responsables d'infections cutanées
séveres, a type de furoncles, mais parfois également
d'anthrax, d'abces, de dermo-hypodermites, de
fasciite nécrosante et d'impétigo.

D’autres formes plus graves peuvent
s’observer : la pneumonie nécrosante
communautaire qui survient généralement chez
I’enfant et ’adulte jeune sain au décours d’un
syndrome pseudo-grippal.

Le tableau associe typiquement une hémoptysie, un
épanchement pleural, des infiltrats alvéolaires multi
lobaires extensifs, une leucopénie et une
aggravation rapide vers un syndrome de détresse
respiratoire aigué le plus souvent associé a un état
de choc. L’issue est fatale dans 50 % des cas.

Les données anatomopathologiques révélent une
atteinte importante de I’arbre respiratoire. La
trachée et les bronches sont ulcérées et nécrosées,
recouvertes de sécrétions hémorragiques. Les
poumons sont augmentés de volumes, durcis et
hémorragiques. Microscopiquement, on retrouve
dans les lésions des colonies de S aureus en grande
quantité. Les alvéoles pulmonaires sont trés
hémorragiques. Des abcés de petite taille dans les
poumons, mais aussi dans le cceur (accompagnés de
nécrose myocardique), ont été décrits.
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Des arthrites, des médiastinites, des ostéomyélites
pelviennes et des thrombophlébites septiques sont
également possibles.

Prévention et traitement :

La prévention des infections bactériennes
repose sur les régles élémentaires d'hygiéne.
Avant la prescription du traitement, un
antibiogramme est recommandé. 1l permet d'adapter
l'antibiothérapie suivant la résistance et la
sensibilité de la souche (cas des SARM).
La clindamycine, la lincomycine (lincosamides) et
le linézolide enrayent la traduction des protéines et
donc la synthése de la leucocidine. Ainsi, certaines
souches isolées ont une résistance inductible a la
clindamycine empéchant [’utilisation de cette
molécule. La rifampicine et les fluoroquinolones,
notamment la lévofloxacine et la moxifloxacine,
font partie de D’arsenal thérapeutique. Pour la
daptomycine, il a été démontré que son effet in
vitro était remarquable contre les souches PVL+
mais, son activité est inhibée in vivo par le
surfactant pulmonaire. Une association
d'immunoglobulines G polyvalentes, permet une
neutralisation directe de la toxine si signes associés
a la mortalité (ex leucopénie profonde) ou choc
toxinique.
Certaines classes d'antibiotiques comme les béta-
lactamines (amoxicilline) ou les glycopeptides
(vancomycine) provoquent une libération massive
de la leucocidine.

Conclusion

Les infections a S. aureus PVL+ sont des
entitts moins fréquentes mais potentiellement
séveres. Une reconnaissance précoce des premiers
signes est essentielle ; certains tableaux imposant
une admission en unité de réanimation pour une
prise en charge adaptée spécifique. Compte tenu du
risque d’aggravation rapide des Iésions, une
antibiothérapie a visée anti toxinique, parfois
associée a des Ig IV, semble primordiale dans les
formes graves alors que d’autres cas relévent d’une
prise en charge « standard ». La connaissance des
facteurs associés a la gravité est donc fondamentale.
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Par Professeur A. KASSAH-LAOUAR
LCBM-CLCC-Batna
rkassah@yahoo.fr

En dehors de 1la définition d’un
antibiotique qui est passée par plusieurs
terminologies et qui ne peut s’arréter qu’avec la
disparition du dernier antibiotique, actuellement la
plupart des scientifiques dans le domaine de la
microbiologie sont d’accord que 1’ére de la
microbiologie moderne a commencé
particuliérement le 03 aout 1857 a Lille en France,
lorsque pour la premiére fois un éminent savant de
I’époque Louis Pasteur présenta a 1’université un
mémoire traitant de la transformation des matieres
organiques par des microorganismes vivants non
visibles a 1’ceil nu, thése soutenue publiquement :
<fermentations lactiques>. Pasteur, homme de
science, persévérant, travaillant sur des phénomenes
physiques, chimiques puis médicaux d’abord
d’ordre vétérinaires puis humains lui ont permis de
révolutionner le monde des sciences médicales et la
biologie particulierement le domaine de la
microbiologie moderne qui I’a créé. A partir de ce
moment deux voies essenticlles vont s’amorcer :
d’une part mettre en évidence les agents pathogénes
responsables des maladies infectieuses mortelles et
d’autre part trouver le reméde pour lutter contre ses
agents morbides qui ne sont que des microbes.
Dans ce contexte, la lutte va s’orienter d’elle-méme
et va emprunter deux voies différentes, dans un
premier temps, on songe a stimuler I’immunité et a
protéger l’individu d’une fagon active par les
vaccins ou d’une facon passive par ’utilisation de
sérums et dans 2°™ temps c’est lutilisation de
substances étrangéres a l’organisme pour lutter
contre les agents infectieux. Cette derniére va
s’ouvrir sur une voie miraculeuse qui durera six
décennies et qui a commencé par 1’utilisation des
sulfamides découverts en 1935 par G. Domagk, qui
le premier a permis & cette substance de faire une
entrée fracassante sous le nom de protonsil qui s’est
prolongé pour donner plus tard les antibiotiques
comme la streptomycine et la pénicilline.
La question posait, a qui doit-on attribuer la
paternité de la découverte des antibiotiques ?
Les jurys du prix Nobel de médecine ont couronné
le trio britanique, Fleming, Chain et Florey et
I’américain S.Waksman, ce qui a divis¢ le monde
scientifique en deux, particulierement en ce qui
concerne la découverte de la pénicilline, qui est le
bienfaiteur de I’humanité ; Fleming ? ou Chain et
Florey ?

Faut-il corriger la découverte des antibiotiques ?

A qui revient le mérite ?

Microbiologie clinique

Il faut étre patient et revoyant la découverte des
antibiotiques dans le temps.

Les premicres observations dataient de 1’ére
pastorienne précisément en 1857ou Louis Pasteur
annonce au monde le nouveau temps de la
microbiologie moderne suivi par le pressentiment
de [l’antagonisme bactérien en 1877 (Pasteur-
Joubert) qui ouvrait sur les plus grandes espérances
thérapeutiques. Malgré que 1’antagonisme bactérien
ait été décrit avant la période Fleming, au temps de
Pasteur (1877), puis dix ans plus tard en 1887 sur
les observations du jeune médecin frangais Ernest
Duchesne (1887) qui fut le premier a remarquer le
pouvoir antibactérien des moisissures du genre
Penicillum et a envisager des possibilités
thérapeutiques, mais son travail était trop
précurseur et n’eut pas de suite.

A la fin des années 1920, Fleming a eu le gré
d’avoir repéré au sein des antagonismes des
bactéries, I’action du Penicillum notatum sur le
staphylocoque, ensuite d’avoir cultivé la moisissure
et d’en avoir recueilli le bouillon, mais sans jamais
en extraire la moindre purifiée et sans jamais avoir
la réflexion que ce pouvait guérir et sauver
I’humanité.

C’est 1a le comble de la découverte, 2 qui revient
le mérite ? L’histoire de la découverte doit étre
profondément revue, car en dehors des chercheurs
qu'on connait sur lesquels s’appuient la
communauté scientifique, il y a ceux qui font partie
des chercheurs de ’ombre, il faut revoir les dates
historiques de cette découverte de méme les
chercheurs oubliés parfois de I’histoire. L’histoire
doit étre revue en totalité et rendre la gloire & ce qui
la mérite.

- 03 aolt 1857, L. Pasteur et les mémoires
sur la fermentation lactique, phénoméne
causé par des étres vivants microscopiques
ayant un pouvoir transformant.

- 16 juillet 1847, Pasteur et Joubert et la
notion d’antagonisme bactérien.

- 1887, E. Duchesne et la concurrence vitale
entre moisissures et bactéries.

- 1889, R. Emmerich et la pyocyanase.

- 1889, P. Villemin crée le mot antibiose et
I’adjectif antibiotique.

- 1903, P Ehrlich découverte le TrypanR6d
(premier antibiotique anti-parasitaire)

- 1909, P. Ehrlich découverte le Salvarsan
(606), puissant anti-syphilitique.
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- 1921, E. Fourneau synthétise le Stovarsol
(anti-microbien peu toxique dérivé de
I'arsenic).

- 1927, Papacostas et Galé tentatives
malhabiles de bactériothérapie.

- 1927-39, R. Dubos et I’approche originale
de la production d’antibiotique telle que la

gramicidine.

- 1927, R. Dubos, spécialiste de la
microbiologie du sol isole un germe
inconnu du sol capable de détruire la
capsule du pneumocoque, ére des
antibiotiques a vu le jour, bien que cette
substance découverte soit un enzyme.

- 1927-39, Shiller et Weindling purifient la
gliotoxine isolée & partir Trichodera
Lignorum.

- 1928, A. Fleming et la redécouverte de la
pénicilline a 1’hopital Saint Mary

- 1935 G. Dogmak synthétise le Prontosil
anti-microbien général.

- 1935, J. Tréfouel et C Levaditi démontrent
que  lactivité  antibactérienne  des
sulfamides dérive du Prontosil.

L’enzyme de Dubos ne sert a rien devant les

nouvelles découvertes.

- 1938-40, R. Dubos poursuit ses études,
isole Bacillus brevis et produit avec son
équipe de grandes quantités de
gramicidine. La surprise était que la
substance isolée n’est pas un enzyme, mais
un oligopeptide actif sur toutes les
bactéries & Gram positif et non sur le
staphylocoque seul.

- 1939, E. Chain résoud une énigme posee
par Fleming en 1928 et qui préoccupait par
H. Florey qu’était le lyzozyme isolé des
larmes et de la salive et qui a un réle
destructeur sur Microccoccus
lyzodeikticus. Chain entreprit 1’extraction
de la pénicilline sous I’impulsion de son
ami Florey.

- 1939, R. Dubos et R. Hotchkiss isolent, a

I'Institut Rockefeller de New York, la
thyrotricine (ou gramicidine).
Il faut noter que ce sont les travaux de
Dubos qui ont motivé et lancé Florey sur
la voie des antibiotiques d’une par et le
flair de Chain dés 1938 1’avait mis sur la
piste de la pénicilline de Fleming; qui
n’était qu’un bouillon de culture inerte et
désespéré.

- 1940, S. Waksman sur la voie de Dubos
arrivait a mettre au point deux
antibiotiques produits par des
actinomyces ; l'actinomycine antibiotique
anti-cancéreux et la streptothricine.
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- 1944, S. Waksman découvre la
streptomycine, antibiotique actif contre les
bactéries Gram négatives et, surtout,
contre le bacille de Koch (traitement
antituberculeux).

- 1945 Fleming, Florey et Chain recoivent
conjointement le  prix Nobel de
physiologie ou médecine pour la
découverte, l'isolement et I'emploi
thérapeutique de la pénicilline.

- 1946 Débuts de la préparation industrielle
et de la commercialisation des
antibiotiques.

Les  recherches se  sont  déroulées

indépendamment dans les deux camps,

Waksman a, aprés René Dubos et avant

Howard Florey, mis toute son énergie et ses

connaissances des actinomyces au service de la

recherche antibiotique. Ne pas relier la
découverte des antibiotiques au trio Fleming-

Chain et Florey certes s’étaient des

précurseurs, mais les antibiotiques pouvaient

étre découvertes méme avec un peu de recul. R.

Dubos parait &tre un précurseur non cité par les

historiens de la médecine, le mérite lui revient

car il a tracé la route de la réussite et de la
perseverance pour son ex.maitre Waksman qui

a su utiliser avec clairvoyance la série parfaite

des travaux de son ancien éléve. Un jour on dit

a Waksman d’une facon assez méchante que

sans la pénicilline, il ne serait rien, il répliqua

d’une fagon assez brutale « La ruée vers I’or
revient a I’isolement de la Gramicidine par

Dubos et il est possible que la pénicilline soit

un de ces cailloux ».

Si on classe la découverte des antibiotiques, il

faut savoir que le mérite revient a I’ensemble,

précurseurs et chercheurs découvreurs sans
oublier Pasteur, Joubert Villemin, Duchesne,

Dubos, Domagk, Fleming, Chain, Florey,

Trefouel, Waksman,...

Personne n’aurait pu inventer la pénicilline,

elle existait de temps immémorial, par la nature

et par une certaine moisissure comme le
déclarait A. Fleming dans son discours de
réception a I’Académie de médecine a Paris le

04 septembre 1945.

Par la méme occasion le 5 septembre 1945, au

cours d'un diner a Paris, en réponse a un propos

laudatif de Georges Duhamel, Fleming
protesta: « Je ne suis rien sans Pasteur » ; et
dans une autre occasion : « Pasteur était un
génie. Il observait les choses et, ce qui est
plus, il mesurait leur valeur et voyait ce
gu'elles signifiaient. Une expérience de

Pasteur était si décisive qu'elle en valait

cent. La preuve en est qu'il pouvait toujours

la répéter avec succes ».
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Et il répliqua pour Lister, lors de la réception
d'une médaille d'or par Lord Webb Johnson,
président du Royal College of Surgeons,
Fleming, au vu des notes de travail de Lister,
répondit de fagon circonstanciée :

« |l est bien dommage que cette expérience de
novembre 1871 n'ait pas abouti. Lister a eu
I'idée de la pénicilline, mais il a cultivé la
mauvaise moisissure, ou la mauvaise
bactérie, ou les deux. Si le sort avait été
bienveillant pour lui, I'histoire de la médecine

atbaligy.

aurait été changée et Lister aurait vu, de son
vivant, ce qu'il avait toujours cherché : un
antiseptique non toxique».

« Lister aurait certes été heureux si telle
chose lui était arrivée. »

On peut conclure quelques fois que le hasard
fait les choses et les précurseurs jouent un role
déterminant dans la progression de la recherche
scientifigue et la découverte, malgré que
beaucoup d’entre eux fussent étre oubliés.

1929. British Journal : pénicillium notatum 1935 un des échantillons de moisissures que conservait Fleming
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. Par Docteur Kourar Imene
imenekourar@gmail.com
Introduction :

L’homme n’héberge pas un mais plusieurs
microbiotes entretenant une relation de symbiose et
ayant un réle clé dans 1’équilibre corporel.

C’est a la mode de parler du microbiote intestinal
notre* DEUXIEME CERVEAU* qui a un impact
sur notre santé physique et psychique, mais ce que
I’on ne savait pas, ou presque, c’était que le tissu
mammaire n’était pas stérile et qu’il héberge une
flore microbienne spécifique et différente selon
I’état de santé de chaque individu, c’est le
microbiote mammaire.

Ainsi, toute modification de la composition de ce
microbiote prédisposerait & un risque de maladie
plus élevé.

Le cancer du sein est la principale cause de décés
par cancer chez les femmes. Le sein comprend un
épithélium, un stroma et un systeme immunitaire
muqueux constituant un  microenvironnement
complexe. Certaines études ont récemment identifié
des communautés microbiennes distinctes dans les
tissus mammaires des femmes atteintes de tumeurs
malignes par rapport aux femmes saines ce qui
suggere que la composition des micro-organismes
dans le sein pourrait jouer un réle en augmentant ou
en diminuant le risque de cancer.

Une étude originale :

L’implication du microbiote dans le
microenvironnement tumoral reste aujourd’hui peu
connue. Afin de mieux développer cette hypothése

Implication du microbiote mammaire dans le cancer du sein

Microbiologie clinique
MISE AU POINT

des chercheurs ont analysé I’ADN bactérien trouvé
dans des échantillons de tissu mammaire de 58
femmes qui serait soumise a une ablation compléte
du sein par mastectomie en raison de tumeurs
bénignes ou malignes, ainsi que des échantillons de
23 femmes en bonne santé ayant subi une réduction
ou une augmentation mammaire. Les chercheurs
ont tout d’abord déterminé par séquencage de
I’ARNr 16S les groupes bactériens les plus
représentés. Ensuite une analyse bio-informatique a
permis d’identifier les associations entre profil
bactérien et profil transcriptomique de la zone
tumorale.
Résultats

impressionnants : des bactéries

associées au tissu tumoral :

Les femmes atteintes de cancer du sein présentaient
un microbiote composé majoritairement par
Escherichia coli et d’autre entérobactéries,
Staphylococcus epidermidis et les Bacillus, tandis
que chez les femmes non atteintes, il y a
prédominance  des  Lactobacillus et des

Streptococcus.

Selon cette étude, les entérobactéries et les
staphylocoques possédent la capacité d’induire des
cassures de I’ADN double brin. Escherichia coli
possede des ilots de pathogénicité pks qui codent
pour une toxine appelée colibactine causant des
cassures de I’ADN et dont le mécanisme de
réparation comporte un taux élevé d’erreurs
conduisant finalement au développement de cancer.
Le genre Bacillus n’induit pas de perturbations
double brin, mais cette souche peut métaboliser
I’hormone progestérone en 5-alpha-prégnane-3.20-
dione (métabolite qui stimule la formation de
tumeurs en augmentant la prolifération cellulaire).
En revanche, les bactéries du genre Lactobacillus et
streptococcus ont des propriétés anticancérigénes et
peuvent jouer un role préventif. Les lactobacilles
renforcent les cellules NK ; renfor¢ant 1I’immunité
cellulaire, et les streptocoques produisent des
métabolites antioxydants neutralisants les radicaux
libres oxygénés qui endommage 1’ADN.
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Les probiotiques pour renforcer le microbiote
mammaire :

Cette protection bactérienne pourrait étre renforcée
par la prise de probiotique notamment chez les
femmes n’ayant jamais allaité, 1’allaitement jouant
un role dans la réduction du risque de cancer grace
aux bactéries bénéfiques contenues dans le lait
maternel. En effet, les études ont montré que des
lactobacilles peuvent atteindre la glande mammaire
et y renforcer la flore bactérienne.

Conclusion :

L’implication du microbiote dans le
microenvironnement tumoral reste aujourd’hui peu
connue. Cette étude revient sur I’enchevétrement de
toutes les composantes liées a I’environnement
tumoral : microbiote, hormones et sensibilité de
I’hote. Méme si elle ne prétend pas offrir des
perspectives thérapeutiques a court- terme, elle

apporte un élément nouveau utile a la
compréhension de la physiopathologie du cancer du
sein et a I’implication, parfois insoupgonnée, de
notre microbiote dans certaines pathologies.

Bibliographie :

1- Urbaniak, C et al. Le microbiote du tissu
mammaire et son association avec le cancer du sein.
Microbiologie appliquée et
environnementale ;82(16) :5039-48,2016.
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dans les maladies bénignes et malignes. Rapport
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3- Thompson, KJ et al. A comprehensive analysis
of breast cancer microbiota and host gene
expression.2017
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rkassah@yahoo.fr

Résumé

Diagnostic au laboratoire d’une infection a
Haemophilus influenzae

Microbiologie clinique

MISE AU POINT

La bactérie a Gram-négatif Haemophilus sp est a I'origine d'infections bénignes ou graves, telles que
bactériémies, méningites, pneumonies, sinusites, otites moyennes aigués, cellulites et épiglottites. Le diagnostic
repose sur la culture et le sérotypage. Le traitement repose sur les antibiotiques.

Mots clés : Haemophilus-culture sérotypage

Introduction

De nombreux Haemophilus sp font partie
de la flore normale des voies respiratoires
supérieures chez I'enfant et chez l'adulte et sont
rarement pathogenes. Les souches pathogénes
pénetrent les voies respiratoires supérieures par
inhalation de gouttelettes ou par contact direct. La
contagion est rapide dans les populations non
immunisées. Les enfants, en particulier de sexe
masculin, les sujets noirs et les Amérindiens,
présentent un risque majoré d'infection grave. Les
facteurs de prédisposition sont la surpopulation, la
fréquentation des créches, les déficits immunitaires,
I'asplénie et la drépanocytose.
Il existe  plusieurs  espéces  pathogenes
d'Haemophilus; le plus fréquent est H. influenzae,
qui a 6 sérotypes encapsulés distincts (a a f) et de
nombreuses souches non encapsulées, non typables.
Avant l'utilisation d'un vaccin anti-H. influenzae de
type b (du vaccin conjugué contre Hib), la plupart
des cas de maladies invasives graves étaient dus a
ce type b.

Diagnostic bactériologique :

« La confirmation d'un cas de « maladie
invasive » causée par I’Hib nécessite
I'isolement et la culture de la bactérie a
partir d'un site normalement stérile, tels
que le liquide céphalo-rachidien (LCR), le
sang, un liquide articulaire, un
épanchement pleural, un épanchement
péricardique, du liquide péritonéal, le
placenta et le liquide amniotique.

Les méthodes de laboratoire utilisées pour détecter
I'agent pathogéne sont la culture, la sérologie, les
tests immuno-diagnostiques, la détection de
I'antigéne, la détection de I'acide nucléique, le
génotypage et le séquencage.

Prélevements habituels
«  Comme pour tout diagnostic
bactériologique, la qualité du
préléevement réalisé chez le patient va
conditionner la qualité de I'examen et du
résultat.

LCR, sécrétions bronchiques, prélévements de la
sphére ORL (éviter ou limiter la contamination par
la flore oropharyngée), prélevements oculaires,
hémoculture, prélevements génitaux, pus profonds.
Diagnostic Direct
e Microscopie
Est la premiére étape de Il'examen
bactériologique, réalis¢ avec ou sans
coloration.
La coloration de Gram permet de reconnaitre
de petits bacilles ou coccobacilles a Gram
négatif, parfois capsulés et polymorphes,
associés a des formes longues (situation parfois
retrouvée dans le LCR).

Culture

e Les milieux de culture doivent satisfaire
les exigences de l'espece et contenir les
facteurs X et V. L’appartenance au genre
Haemophilus repose sur I’exigence en

facteur X et V.
e Culture sur des milieux enrichis
en facteur X (hémine) et V
(NAD, NADH). Les géloses
chocolat ou au sang cuit apportent
suffisamment  d'hémine  mais
doivent étre supplémentées en

NAD.

 Dans les produits poly-microbiens la
recherche de H. influenzae se fera sur
milieux sélectifs obtenus par addition
d’antibiotiques (ex gélose chocolat
Haemophilus avec bacitracine,
vancomycine et amphotéricine B).

e Culture a 35-37°C, favorisée par une
atmosphére humide, enrichie en CO,.
Croissance en 18 & 24 heures

o Différents types de colonies :

» souches capsulées
colonies mugqueuses,
iridescentes ;

= souches non capsulées :
colonies  lisses, plus
petites, sans iridescence
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Identification

L’identification est basée sur 1’exigence
des Haemophilus en sang ou facteurs
sanguins d’ou [’utilisation de milieux
enrichis.

La premiére étape de [’identification
consiste donc en la mise en évidence de
I’exigence en facteur X et/ou V par :

- Tutilisation d’une gélose ordinaire a
laquelle on ajoutera les facteurs sous
forme de disques déposés a la surface de la
gélose.

Phénomene de satellitisme sur gélose au sang

(ex : 1 strie de colonies de S. aureus qui réalisent un
apport de facteur V).

L’identification est complétée par 1’étude
des caractéres biochimiques, 1’examen
microscopique des colonies, le
polymorphisme et le sérotypage
» Détermination du sérotype des
souches capsulées par
agglutination sur lame,
gonflement de la capsule, ou
électrophorese.

Diagnostic Immunologique

Détermination du sérotype des souches
capsulées par agglutination sur lame,
gonflement  de la capsule, ou
électrophorese.

Diagnostic rapide par la recherche
d'antigenes capsulaires solubles, d'origine
polysaccharidique uniquement pour H.
influenzae sérotype b, dans le LCR, le
sérum, les urines, par électrophorése,
agglutination de particules de latex
revétues danticorps, co-agglutination,
ELISA.

Indications : infections systémiques chez
I'enfant.

Méthodes Moléculaires

spectrométrie de masse.

Sensibilité aux antibiotiques
Généralement sensibles aux principales
familles d'antibiotiques : pénicillines,
céphalosporines de Il et Illéme
générations,  tétracyclines, sulfamides,
rifampicine,fluoroquinolones,
synergistines,  chloramphenicol  (sauf
kanamycine), aminosides.

- La résistance naturelle concerne les
macrolides comportant un cycle de 16
atomes, les lincosamines, la bacitracine, le
mécillinam, I'oxacilline et les
glycopeptides. Clest une  espece
modérément sensible aux macrolides
(cycle 14 et 15 atomes)(érythromycine ou
ERY), les streptogramines, les

céphalosporines de premiére génération
(céfalotine ou CF).

*  Comme d'autres especes bactériennes, H.
influenzae est concerné par la résistance
acquise touchant plusieurs familles
d'antibiotiques.

* R-lactamines: le mécanisme le plus
fréquent est la production de béta-
lactamase (bla de type TEM).

e L'activitt des aminopénicillines est
restaurée en présence d'un inhibiteur de B-
lactamase.

* Un mécanisme non enzymatique est aussi
observé reposant sur une modification de
la cible des béta-lactamines, les PLP ou
protéines de liaison a la pénicilline, ayant
subi des mutations ponctuelles entrainant
des substitutions d'acides aminés et une
diminution de [l'affinit¢ pour les béta-
lactamines.

*  Ces PLP sont aussi les enzymes impliqués
dans la synthése dun composant de la paroi
bactérienne, le peptidoglycane.

* Indispensable de rechercher la production
de béta lactamase pour toutes les souches
isolées en situation pathogene : utilisation
d'un test chromogénique

* La résistance acquise concerne la famille des
tétracyclines (TET), des phénicolés (C), des
fluoroquinolones ou encore le triméthoprime-
sulfaméthoxazole (SXT), mais pour certains,
I'incidence est trés faible.

Prophylaxie

« La prophylaxie  (rifampicine)  est
recommandée pour les contacts suivants :

* 1) Tous les contacts vivant sous le méme
toit (indépendamment de 1’age) dans les
circonstances suivantes :

* ¢ Famille avec au moins 1 enfant de moins
de 4 ans non ou incomplétement vacciné
(la vaccination est considérée comme
compléte quand D’enfant a regu les trois
doses durant la premiére année et un
rappel & 15 mois ou si deux doses ont été
données entre 6 et 12 mois plus une dose
de rappel ou si une seule dose a été donné
entre Let5ans) ;

* + Famille avec un enfant immunodéprimé,
indépendamment du statut vaccinal de
I’enfant et de 1’age (méme si > 5 ans) car
la vaccination pourrait ne pas étre efficace.

e 2) Les autres contacts (indépendamment
de I’age) ayant passé, avec le cas index, 4
heures ou plus chaque jour durant au
moins 5 des 7 jours précédant 1’apparition
du cas et dont le ménage comprend un ou
plusieurs enfants de moins de 4 ans non ou
incompletement vaccinés.
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3) Tous les contacts dans les écoles
maternelles, garderies, créches : seulement
si 2 cas ou plus d’infection invasive a Hib
se sont succédés dans les 60 jours ET si
parmi les enfants, certains sont non ou
incomplétement vaccinés. La prophylaxie
sera donnée a tous les membres du
personnel et & tous les enfants de la méme
classe ou du méme groupe,
indépendamment du statut vaccinal et de
I’age.

En plus de la prophylaxie, les enfants qui
ne sont pas en ordre de vaccination
devront recevoir 1 dose de vaccin Hib; Il
n’y a pas suffisamment d’évidence pour
donner la prophylaxie a ces contacts si une
seule infection invasive a Hib est déclarée.

Par contre, une information aux parents et
au personnel doit étre donnée afin d’étre
attentif au développement de symptémes
chez les enfants non ou incomplétement
vaccineés.

Bibliographie :
H. Dabernat, M.J Sanson-Le Pors.
Haemophilus in Bactériologie

médicale, 1990, 521-44

J.L Avril, Dabernat H., Denis F., Monteil
H., Haemophilus in  Bactériologie
Clinique,242-51.
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Fiche svynoptique micro-organisme

]
A
__IB_“ Genre : Haemophilus
E Espéce :  influenzae

Cocco-bacilles a4 Gram Culture sur milieux usuels: OUT
négatif Exigeant : gélose au sang cuit

D
; Pathogéne : strict - occasionnel - opportuniste - non pathogene
I Réservoir - homme — animam — environnement
D Bactérie commensale des voies respiratoires supérieures de 'adulte et
E de I'enfant, = muquenses vaginale et digestive
N Transmission - inter humaine directe par ESIIMGIGNES oro-pharyngées
T
I Eléments clés d’identification :
T - Dans les prélevements ORL et respiratoires, /7 influenzae est 3 différencier d'une autre espéce
E parainfluenzae dont le pouvoir pathogéne est quasi nul

L | - Les H. influenzae responsables d'infections invasives sonf capsulés (principalement le sérotype b)
P
A Pouveir pathogéne de H. infTuenzae :
T - Infections commumautaires de 1a sphére ORL (sinusites, otites) chez I"enfant et 1" adulte
H - Surinfections broncho-pulmonaires chez 1" adulte (souches non capsulées)
0 - Infections invasives chez I'enfant et le sujet agé :
G o Iméningites
E o bactériémies
N o epigloftites
C o arthrite
I liées aux souches capsulées principalement de sérotype b. Les infections invasives ont quasiment
T disparues depuis la vaccination des nourrissons vis 4 vis de . influenzae serotybe b
E
T Sensibilité aux antibiotiques
R Sensibilité naturelle :
A
!l' Résistance naturelle :
E
]];{ Résistances acquises :
N Peénicillinase = BLPAR. §-lactamase positive ampicillin resistant (20-15%)
T Modification des PLP = BLNAR f-lactamase negaiive ampicillin resistant (10-5 %4),
P
E Antibiotique(s) de 1™ intention :
v Infections ORL / respiratoires : Amoxicilline + acide clavulanigue
E Meéningites et mfections invasives - C3G injectable
N
T Prévention / Hyegiéne / Déclaration
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Techniques de diagnostic virologique de I’infection a CMV

Par Docteur : A.Benharrra
LCBM-CLCC-Batna
a.benharra@gmail.com

Résumé :

Microbiologie clinique

MISE AU POINT

Le cytomégalovirus (CMV) est un herpesvirus strictement humain. Peu pathogéne chez I'immunocompétent, il est
responsable d’infections graves chez les personnes immunodéprimées et chez le foetus Le virus est recherché dans divers
prélévements en fonction du contexte clinique. Les techniques de diagnostiques sont divers : examen cytologique de tissu,
culture cellulaire, recherche de [’antigene par immunofluorescence indirecte, détection du génome viral par des techniques
de Polymerase Chain Reaction (PCR) en temps réel ces derniers ont supplanté les techniques de PCR en point final car plus
sensibles, plus précises, plus reproductibles et adaptées aux grandes séries.

Mots clés : pathogéne, divers prélévements, PCR en temps réel,

Introduction

Le cytomégalovirus (CMV) est un
herpesvirus strictement humain. Peu pathogéne
chez I'immunocompétent, il est responsable
d’infections  graves chez les  personnes
immunodéprimées et chez le feetus. La
séroprévalence varie selon le niveau socio-
économique. Le virus est transmis par la salive, les
urines, les sécrétions génitales, le lait maternel, le
sang ou les organes greffés, et par voie
transplacentaire. L’acquisition de 1’infection se fait
le plus souvent dans 1’enfance, particuliérement en
collectivité, et a 1’adolescence. Aprés I’infection,
une dissémination hématogéene dans les monocytes
et les polynucléaires permet eu virus d’atteindre les
organes cibles. Des réactivations du virus latent,
locales ou avec dissémination hématogéne, sont
possibles a la faveur d’un stress ou d’une
immunodépression. Des réinfections par de
nouvelles souches sont également observées.

Examen cytologique des tissus

Les cellules infectées sont de grande taille et
possedent des inclusions intra-cytoplasmiques et
intranucléaires. L’aspect le plus caractéristique est
celui de « Iinclusion en ceil de hibou »,
volumineuse inclusion intranucléaire séparée de la
membrane nucléaire par un halo clair. Cet examen
est effectué sur des frottis, des appositions sur
lames et surtout des coupes de tissu.

Culture cellulaire

Les cellules de choix sont les fibroblastes humains
L’effet cytopathique caractéristique (ECP), est
constitué de foyers ovalaires de cellules augmentées
de wvolume et réfringentes, qui progressent
lentement selon le grand axe des fibroblastes. En
pratique, un délai de 8 a 20 jours est nécessaire pour
observer les premiers foyers mais il peut aller
jusqu’a 6 semaines. Cette technique n’est plus
utilisée pour le diagnostic des infections en raison
de son délai de rendu, de sa lourdeur et de sa

sensibilité inférieure & celle des techniques de
biologie moléculaire.

La culture dite rapide associe une centrifugation des
prélévements sur les fibroblastes, et la détection par
immunocytochimie, aprées 24 a 48 heures
d’incubation, des antigénes trés précoces
synthétisés au cours du premier cycle de réplication
virale. Cette méthode est plus sensible que
I’isolement pour les prélévements contenant du
virus libre (urine par exemple) et de sensibilité
équivalente pour les prélevements contenant du
virus lié aux cellules (sang, biopsies) et ne permet
pas I’isolement de la souche et sa mise en oeuvre
est lourde. Elle tend a é&tre abandonnée au profit des
méthodes de biologie moléculaire.

Détection des antigénes viraux

L’antigénémie a CMV correspond a la présence de
la phosphoprotéine pp65 (ppUL83) dans les noyaux
des polynucléaires circulants. Elle est mise en
évidence par immunofluorescence indirecte a I’aide
d’anticorps monoclonaux aprés cytocentrifugation
des leucocytes. Les résultats, exprimés en nombre
de cellules positives pour 2 x 10° leucocytes
examinés, sont obtenus en 4 & 5 heures. Ce test
sensible n’est pas adapté aux grandes séries du fait
de sa lourdeur de mise en oeuvre et du délai a
respecter entre prélévement et technique (2 a 3
heures) et il est en défaut chez les patients en
aplasie. Les antigénes intracellulaires synthétisés
dans la cellule infectée a différentes étapes de la
réplication virale (trés précoce, précoce ou tardive)
sont recherchés a I’aide d’anticorps monoclonaux
spécifiques. Ces techniques manquent de
sensibilité. Elles ne gardent leur intérét que pour
caractériser des cellules infectées sur coupes
histologiques.

Détection de I’ADN viral

La détection qualitative ou quantitative du génome
viral est réalisée par des techniques de polymerase
chain reaction (PCR) en temps réel qui ont
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supplanté les techniques de PCR en point final car
plus sensibles, plus précises, plus reproductibles et
adaptées aux grandes séries. Le risque de faux
positif par contamination est également réduit. Des
trousses commercialisées  sont  actuellement
disponibles et certaines sont adaptées a une
automatisation compléte. La mesure de la charge
virale du CMV peut étre effectuée a partir du sang
total, du plasma ou des leucocytes. La diversité des
techniques de PCR en temps réel pratiquées dans
les différents laboratoires, tant pour le protocole de
PCR utilis¢ que pour le compartiment sanguin
analysé, rend les comparaisons délicates. La mise a
disposition d’un standard international (WHO
International Standard) permet d’exprimer les
résultats en unités internationales (Ul) par millilitre
de sang total ou plasma, ou million de cellules. Les
charges virales déterminées par PCR en temps réel
sont concordantes avec les mesures d’antigénémie
dans la majorité des études comparant les deux
techniques. Cependant, la PCR en temps réel
permet de détecter I’infection plus précocement.
Les techniques d’hybridation in situ, peu sensibles,
sont réservées aux études physiopathologiques.
Elles peuvent étre combinées avec la détection
d’antigénes  viraux ~ ou  cellulaires  par
immunocytochimie, ce qui permet de reconnaitre
des infections mixtes ou d’identifier la cellule
infectée.

Sérodiagnostic

La recherche des IgG et est faite par technique
ELISA, avec immunocapture pour les IgM car elles
limitent le risque de réactions faussement positives
liées a la présence de facteur rhumatoide.

La présence d’IgM n’est pas toujours un marqueur
de primo-infection récente. Ces derniéres peuvent
persister plusieurs mois, étre détectées au cours des
réactivations endogénes ou des réinfections, lors de
stimulations polyclonales non spécifiques du
systtme immunitaire induites par une autre
infection ou en raison de réactions croisées. En
dehors d’un contexte clinique évocateur, il n’est pas
toujours facile de rattacher la détection d’IgM a une
primo-infection récente. L’avidité des IgG permet
de calculer I’'index de maturation des IgG par
mesure du titre sérique en présence et en absence
d’urée (agent dénaturant). L’indice d’avidité des
IgG est dans plus de 90 % des cas inférieur a 50 %
dans les primo-infections récentes alors que, dans
les infections anciennes et les infections
secondaires, I’indice d’avidité est élevé (60-100
%). Il existe désormais des techniques
commerciales mais ’interprétation varie selon le
test utilisé.

Suivi virologique du patient immunodéprimé

La surveillance des marqueurs de dissémination
sanguine du virus, qui précéde et/ou accompagne le

développement d’une atteinte viscérale, constitue
I’élément majeur du suivi virologique.

D’autres prélévements sont pratiqués en fonction
des signes d’appel. Il existe une corrélation positive
entre un haut niveau de charge virale, son
augmentation rapide et I’apparition d’une maladie a
CMV. La surveillance de la charge virale circulante
permet ainsi de prédire la survenue d’une
localisation viscérale et d’initier un traitement
anticipé, et également d’évaluer la réponse au
traitement. Sous traitement antiviral efficace, une
réduction de moitié du niveau de I’ADNémie est
obtenue en un a deux jours et celle-ci devient
indétectable en 15 a 21 jours. Ce délai dépend
cependant de la charge virale initiale. Une
décroissance lente de la charge virale peut étre
associée a une récurrence a 1’arrét du traitement,
beaucoup plus rarement a une résistance.
L’antigénémie devient indétectable en dix a 15
jours aprés parfois une élévation transitoire. Chez
les receveurs d’allogreffe, quel que soit le type de
transplantation, une surveillance hebdomadaire de
la charge virale est instituée aprés la greffe et
poursuivie au moins les trois premiers mois. Le
choix de la méthode dépend de la pratique du
laboratoire. Du fait de la variété des méthodes de
quantification proposées, il est préferable de
conserver la méme technique de quantification tout
au long du suivi. Il existe une corrélation entre les
valeurs d’antigénémie et la charge virale dans le
sang total ou les leucocytes mais cette corrélation
n’est pas linéaire. En transplantation rénale et
hépatique, le seuil de charge virale de 10 000 copies
par millilitre de sang total ou par 5 x 10°
leucocytes utilisé pour initier un traitement
correspond a 25 a 50 cellules pp65-positives. Apres
greffe de cellules souches hématopoiétiques,
compte tenu de la mortalité associée a la pneumonie
a CMV, le traitement est initié dés la certitude
d’une infection active, a partir de 1000 copies/ml ou
dés la premiere antigénémie. La décroissance de la
charge virale sous traitement est un élément
d’évaluation de la réponse au traitement. La place
des tests de mesure de I’immunité cellulaire anti-
CMV dans la prédiction de I’infection active et de
la réponse au traitement reste a documenter. Au
cours du sida, une surveillance virologique n’est en
pratique nécessaire que chez les patients dont le
nombre de lymphocytes CD4+ est inférieur a
100/mma3, voire 50/mma3.
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Onychomycoses : Modalites de diagnostic au laboratoire
Parasito-mycologie

MISE AU POINT

Docteur H. ZEMMOURI
CLCC-Batna
Résumé :

Les onychomycoses ne représentent pas plus de 50 % de la pathologie unguéale. Les dermatophytes (Trichophyton
rubrum et T. mentagrophytesinterdigitale) sont les principaux agents rencontrés au niveau des pieds. Les levures du genre
Trichosporon et surtout Candida (Candida albicans, Candida parapsilosis...) prédominent aux mains associées le plus
souvent une atteinte unguéale et un périonyxis. D’autres champignons que les classiques dermatophytes et les levures
peuvent étre isolés mais plus rarement d’ongles pathologiques. Parmi eux, on trouve surtout des espéces appartenant aux
genres Scopulariopsis, Aspergillus et Fusarium, leur pouvoir pathogéne doit étre cependant bien précisé. Les autres
moisissures, ayantune affinité particuliere pour la kératine (pseudodermatophtes) appartenant au genre Neoscytalidium (ex :
Scytalidium) issues des régions tropicales et subtropicales, sont considérées comme de vrais pathogénes et isolés d’ongles
pathologiques, il en est de méme pour Onychocola canadensis, issu en revanche de pays tempérés ou froids, impliqué surtout
dans les onyxis des pieds de sujets agés. Le role du laboratoire est d’identifier I’espéce en cause, et de démontrer que le

champignon isol¢ des prélevements d’ongle pathologique est bien le pathogéne incriminé.
Mots clés : Onychomycoses, dermatophytes, pseudodermatophytes, diagnostic mycologique.

Introduction

Une onychomycose est définie comme une
infection fongique de I’appareil unguéal provoquée
par des dermatophytes, des levures ou des
moisissures. Leur fréquence est de 6 a 9 p. 100 dans
la population générale. Les raisons de la
consultation pour un malade vont du caractere
inesthétique, a la géne, voire la douleur locale, et
éventuellement a la récidive. Des études ont montré
que cette pathologie pouvait avoir un retentissement
sur la qualité de vie : géne, problémes fonctionnels
au travail, réduction des activités sociales, crainte
de la contagion aux proches, fréquence significative
de la douleur. Des médicaments sont efficaces, mais
doivent étre prescrits sur la base d’un diagnostic
précis ; selon le type clinique de I’onychomycose et
la nature du champignon, plusieurs modalités sont
possibles.

L’existence d’une atteinte clinique d’un ongle
(onychopathie) ne signifie pas onychomycose :
cette derniére représente de 18 a 50 p. 100 des
onychopathies selon les séries. Les autres causes
sont le fait des traumatismes, d’autres affections
dermatologiques ou générales : psoriasis, etc. Mais
une onychopathie n’est pas toujours liée & une
mycose [3].Plusieurs espéces de champignons sont
responsables(tableau I).

La fréquence des onychomycoses varie selon 1’age
(rare chez I’enfant, fréquent chez I’adulte) 6 a 9 %
en moyenne dans la population générale Elle est
élevée dans la population sportive et les sujets agés
(48 % pour les plus de 70 ans).

Il existe de nombreux facteurs favorisants dont il
doit étre tenu compte dans la prise en charge et la
prévention, en plus du traitement spécifique de la
mycose. Outre des facteurs immunitaires, peut-étre
génétiques, peu fréquents, les principaux facteurs
pour les dermatophytoses des pieds sont

environnementaux la pratique sportive (en
particulier piscine, sports de combat, marathoniens,
etc.), la profession (militaires, maitres nageurs) et le
mode de vie. L’hallux valgus est un facteur
favorisant local habituel. Une atteinte familiale est
fréquente. Le port de chaussures fermées joue un
rle important dans les pays développés. Pour tous
les agents mycosiques, les microtraumatismes,
certaines professions ou maladies associées sont
trouvées pour l’atteinte des mains, en particulier
chez les femmes (Candida). Les malades atteints de
psoriasis ont une plus grande fréquence de
dermatophytoses des pieds. Le diabéte, les troubles
trophiques des membres inférieurs chez les sujets
agés, le traitement systémique corticoide sont aussi
des  facteurs  favorisants. Par ailleurs,
I’onychomycose est une source d’intertrigo et
indirectement d’érysipéle. La candidose des mains
peut étre une maladie professionnelle.

la réalisation d’un prélévement mycologique a visée
diagnostique est incontournable pour poser un
diagnostic étiologique [6]. Le biologiste se voit
ainsi fréquemment confier la tache de confirmer la
mycose et d’en préciser 1’agent responsable. Un
traitement antifongique adapté sera le plus souvent
instauré en fonction des résultats de ces analyses
[7. 1l est parfois argumenté que [’examen
mycologique est un co(t supplémentaire inutile, et
que cette pathologie reste majoritairement bénigne
[4]. A cela, il faut rétorquer que le codt des analyses
de laboratoires est bien faible par rapport a un
traitement antifongique local ou général inutile sur
une dystrophie unguéale mécanique ou un psoriasis
unguéal. De méme, les effets secondaires de la
tebinafine ou du kétoconazole prescrits par voie
générale pendant plusieurs moissont loin d’étre
négligeables. Dans les onychopathies non
mycosiques, ces traitements inutiles peuvent étre
déléteres pour le patient
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Tableau 1 Principales espéces fongiques isolées d’un ongle pathologique selon la localisation et I’origine,
d’aprés [1].

Especes ou genres Localisation Origine principale
Mains Pieds
Dermatophytes
Habituels
Trichophyton rubrum ++ +++ Homme a
Trichophyton interdigitale + +++ Homme a
Rares
Epidermophyton floccosum + _ Homme a
Trichophyton soudanense +++ _ Homme a
Trichophyton violaceum +++ _ Homme a
Trichophyton tonsurans +++ _ Homme a
Microsporum audouinii +++ _ Homme a
Microsporum canis +++ _ Chat, chien
Moisissures
Habituelles
Scopulariopsis brevicaulis ++ +++ Sol
Acremonium sp. (A. strictum) ++ +++ Sol
Fusarium sp. ++ ++ Sol, plantes
Rares
Aspergillus sp. (A. versicolor, A. candidus, A.
sydowi, ++ ++ Sol, plantes
A. terreus, A. flavus, A. sclerotium. . .) ++ ++ Sol
Paecilomyces sp. (P. lilacinus)
Pseudodermatophytes _ +++ Sol ? eau ?
Onychocola canadensis + + Sol, plantes
Neoscytalidium dimidiatum, Scytalidium hyalinum
(régions tropicales)
Levures
Habituelles +++ + Homme
Candida albicans +++ + Homme
Candida parapsilosis _ + Homme
Candida guilliermondii
Rares + _ Sol
Cryptococcus sp + _ Homme
Trichosporon sp. + _ Homme
Autres espéces du genre Candida

(+++) fréquent, (++) peu fréquent, (+) rare, (_) exceptionnel.
a Auto-inoculation.

Classification clinique

Elle dépend du lieu de pénétration de 1’agent
infectieux et du stade évolutif. Elle comprend cing
types (fig. 1 a 3).

L’onychomycose sous-unguéale distolatérale est la
plus fréquente ; elle est provoquée dans la majorité
des cas par un dermatophyte champignon pénétre
par I’hyponychium, souvent au niveau du sillon
latéral, puis pénétre le lit de I’ongle entrainant une
hyperkératose sous-unguéale et un détachement de
la tablette unguéale qui peut étre ensuite envahie.
L’atteinte s’¢tend progressivement ala zone
matricielle proximale. L’atteinte de 1’appareil

unguéal peut étre partielle ou totale, tant au niveau
des orteils qu’aux doigts.

L’onychomycose sous-unguéale proximale est rare,
le plus souvent provoquée par un dermatophyte.
Elle se présente habituellement comme une
leuconychie qui apparait & la lunule. Le mode
d’installation du dermatophyte dans 1’appareil
unguéal n’est pas trés clair. Elle survient plus
volontiers sur un terrain immunodéprimé de
maniere subaigué, a la fois polydactylique et
simultanée. 1l existe deux variantes: la forme
bipolaire (superficielle et profonde) plus fréquente,
etla forme avec pénétration profonde du
champignon.
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La leuconychomycose superficielle peut étre due a
un dermatophyte, parfois a une moisissure. Le
champignon pénétre la tablette unguéale de dehors
en dedans, probablement aprés un traumatisme
local ou une macération entretenue par un
chevauchement d’orteils.

L’onychomycodystrophie totale (dite secondaire)
est le stadeultime des variétés précédentes. Elle
traduit 1’envahissement lentement progressif et la
destruction de toute la tablette unguéale par le
champignon. Une paronychie peut étre observée en
particulier dans certaines infections (moisissures).

Figure- 1. Onychomycose sous-unguéale
disto-latérale avec leuconychle.

Figure- 2b. Atteinte sous unguéale disto-latérale

Le prélevement mycologique

Le prélevement mycologique est une étape
essentielle. 1l doit étre réalisé sur des ongles bien
essuyés afin  d’éliminer toute souillure de
moisissures environnementales et pour éviter des «
faux négatifs », il doit étre réalisé loin d’un
traitement local et général. Si I'ongle a déja été
traité par une thérapeutique antifongique, il
conviendra, avant le prélevement, de réaliser une
fenétre thérapeutique d’environ3 mois lorsqu’il
s’agit d’un traitement systémique, d’un traitement
local par vernis ou une solution filmogeéne.
Lorsqu’il n’y a eu qu’une application par une creme
antifongique, I’attente peut étre réduite & 15 jours.
Le prélévement de 1’échantillon pour I’analyse

Figure- 2a. Atteinte sous unguéale disto-latérale

Figure 3. Onychodystrophie totale

L’onychomycose candidosique débute
habituellement par une paronychie d’évolution
subaigué ou chronique avec dystrophie secondaire
de la tablette unguéale qui devient striée et bosselée
transversalement avec une coloration marron
verdatre des zones proximales et latérales. Plus
rarement, elle se présente comme une onycholyse
distolatérale, souvent douloureuse lors de son
installation. Elle survient principalement au niveau
des ongles des doigts. Elle peut étre primaire (due
presque toujours a C. albicans)ou secondaire (due a
diverses espéces de Candida), surinfection d’une
onychopathie d’autre étiologie [2].

mycologique est 1’étape critique pour assurer la
qualit¢ de I’examen. Il est donc préférable
d’adresser le patient dans un laboratoire
expérimenté dans cette analyse.

TECHNIQUE

La technique du prélevement est adaptée a la
symptomatologie des lésions, le principe est le
suivant : il faut prélever la ou le champignon est en
activité, c’est-a-dire vivant, souvent invasif a la
jonction partie saine-partie malade. Dans la forme
la plus fréquente des onychomycoses. On prélevera
le produit pathologique suspect le plus loin possible
de la zone touchée, souvent invasif a la jonction
partie saine-partie malade.
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Pour une atteinte disto-latérale avec hyperkératose
sous unguéale et détachement de la tablette, un
découpage a la pince a ongle est pratiqué jusqu’a la
jonction zone unguéale infectée-zone saine, puis un
grattage des débris kératosiques friables recouvrant
le lit unguéal est réalisé dans cette zone(fig.4 ).

En cas de leuconychie superficielle ou profonde,
aprés avoir nettoyé la tablette avec de 1’alcool, un
grattage ou un découpage de la leuconychie est
effectué jusqu’a atteindre la zone blanche friable au
sein de laquelle est recueilli I’échantillon (fig.
5).S’il existe une paronychie avec atteinte des

sillons latéraux, comme c’est habituellement le cas
pour une candidose unguéale, un grattage est réalisé
sous le repli sus-unguéal, puis dans les zones
latérales aprés découpage de la tablette (fig. 6).
Pour cela on utilise fréqguemment une curette
tranchante de Brocq ou un vaccinostyle a bord
tranchant Le matériel parasité (poussiére d’ongle)
est recueilli dans une boite de Pétri ou autre
récipient destiné a la « paillasse » de mycologie
(figure 7).

Figure- 4. Onychomycose latéro-distale & dermatophyte : hyperkératose sous unguéale et onycholyse.
Prélévement a la jonction ongle sain - ongle malade.

Figure- 5. Apreés une toilette de la tablette avec de I’alcool, grattage superficiel pour obtenir une poudre blanche.
Ce geste est également thérapeutique.

Figure- 6. Onychomycose a Candida albicans. (1) Gratter sous le repli sus-unguéal avec un vaccinostyle (2)
Découper a la pince a ongle les zones latérales et gratter le lit de I’ongle.
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L’examen direct en mycologie

L’examen direct est indispensable et doit é&tre
réalisé rapidement afin d’apporter une réponse
rapide au clinicien prescripteur. Il s’effectue a partir
des fragments ou de poussieres d’ongle issues du
grattage, des squames cutanées en regard et les
sérosités des replis unguéaux. Pour visualiser les
éléments fongiques, on utilise de la potasse a 10 %,
ou 20 %ou des liquides éclaircissants comme le
chlorolactophénol d’Amman. L’utilisation de
colorants facilite la lecture comme le noir
chlorazole (non commercialisé) ou mieux le rouge
Congo (Mycetocolor®). Certains mycologues
utilisent des colorants fluorescents pour cet examen
direct, mais cela nécessite un microscope a
fluorescence. Cet examen direct confirme en
quelques  heures l’origine  mycosique de
I’onychomycose et peut méme orienter vers 1’agent
pathogéne (dermatophyte, levure, moisissure) et
préciser la vitalité des e€léments fongiques pour un
ceil de biologiste trés averti. Néanmoins, seule la
culture permet I’identification précise du
champignon responsable (genre et espéce).

Histomycologie de ’ongle

Un examen histologique n’est contributif au
diagnostic d’onychomycose que si I’échantillon est
prélevé au sein de la zone infectée incluant le lit de
I’ongle. 1l nécessite des colorations spéciales (PAS)
et un biologiste expérimenté pour identifier les
éléments fongiques observés. Ces données sont
similaires a celles de I’examen direct en mycologie.
L’examen  histologique ne permet pas
d’identifier le champignon et ne préjuge pas de
sa vitalité.

Culture mycologique

La culture est un complément indispensable de
I’examen direct. En effet, 1’isolement en culture du
champignon responsable et son identification (qui
ne peut étre réalisée par le seul examen direct) sont
importants, puisque le traitement peut étre différent
en fonction de I’espece isolée.

Le temps de développement de colonies fongiques
identifiables sur les milieux de culture est variable :
quelque jours pour les levures et les moisissures,
deux a trois semaines pour les dermatophytes.

Figure- 7. Prélévement mycologique.

le milieu de référence pour les dermatophytes est le
milieu de Sabouraud, additionné d’antibiotique(s)
(chloramphénicol + gentamicine).Les cultures sont
incubées habituellement a 20-25 °C. Une durée
d’incubation de 4 semaines minimum doit &tre
respectée avant de rendre des résultats négatifs.

Les cultures sont observées en général deux fois par
semaine, soit le champignon est immédiatement
identifié, soit il est nécessaire pour obtenir un
pigment caractéristique ou des fructifications
abondantes aprés un repiquage sur milieu
spécifique selon les situations.

Identification directe par spectrométrie de
masse

Des essais utilisant la spectrométrie de masse de
type MALDITO font montré la possibilité
d’identifier T. rubrum directement partir d’un
échantillon d’ongle pathologique [8].
Interprétation des résultats et conclusions

Les résultats de 1’examen mycologique, lors de
I’isolement et I’identification d’un champignon,
doivent étre bien interprétés pour le clinicien afin
de conclure ou non a une onychomycose. Si
I’examen a été bien réalisé, il existe une bonne
concordance entre le résultat de 1’examen direct et
celui de la culture (figure 8).

En cas de dermatophytose, I’examen direct
objective la présence de filaments mycéliens septés
et la culture identifie le dermatophyte responsable.
Il existe pratiquement toujours une atteinte associée
des espaces inter orteils et/ou des plantes avec le
méme dermatophyte. Un tel résultat concerne plus
de 90 % des prélevements des ongles des orteils.

En cas d’affection a pseudo dermatophytes
(Neoscytalidiumsp. et Onychocola), ces especes
sont considérées comme ayant un pouvoir
pathogene sur 1’ongle proche des dermatophytes, il
convient de le signaler au clinicien prescripteur.
Candidose et dermatophytose se partagent souvent
I’étiologie des onychomycoses des doigts. La
présence de colonies de Candida albicans dans un
prélevement unguéal est un Véritable indice de
pathogénicité car Candida albicans n’est pas
habituellement présent sur une peau saine.
L’examen direct devrait alors mettre en évidence
des pseudofilaments qui témoignent de sa forme
infectieuse mais cet examen direct est souvent de
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lecture difficile. La culture prime alors pour cette
espece. Si le Candida isolé n’est pas C. albicans,
seul I’examen direct (présence ou non de pseudo-
filaments) et une culture pure permettent la
distinction entre la  colonisation  d’une
onychopathie, comme par exemple un psoriasis
unguéal ou une paronychie chronique, et une réelle
onychomycose a levures.

L’interprétation d’une moisissure en culture est plus
difficile car outre le fait que ce sont souvent des
contaminants de laboratoire, elles colonisent
volontiers sans effet pathogéne le revétement
cutané et la kératine distale de I’appareil unguéal. I
est donc banal d’en isoler d’un prélévement
d’ongle. Cependant, la présence d’une moisissure

en culture pure sans dermatophyte (ni pseudo
dermatophytes) avec un de un examen direct
montrant des filaments évocateurs de moisissure est
trés suspecte d’onychomycose a moisissure.

En cas de doute, un second prélevement doit étre
réalisé dans un laboratoire expérimenté. Ce second
prélevement doit mettre en évidence les mémes
résultats, il est nécessaire pour confirmer le
diagnostic. Nous conclurons que chaque fois qu’un
clinicien émet un doute sur les résultats que lui a
adressé le laboratoire par une confrontation avec
I’examen clinique de 1’onychopathie de son patient,
il est préférable de répéter I’examen, et d’envisager
une étude histologique avant toute décision
thérapeutique.

CAT devant une onychopathie
d’abord confirmer ou écarter une onychomycose

|

Préléevement mycologique

Onychopathie non fongidue (50 %)

Examen direct : négatif
Culture : stérile
Conclusion onychopathie non fongique

Onychopathie fongiqu&= 50 %

1. Dermatophytes (surtout aux pieds)

1.1. Examen direct : présence de filaments septés plus ou moins réguliers

1.2. Culture : T. rubrum ++, T. mentagrophytes var interdigitale +, plus rare E. floccosum

Conclusion : dermatophytose unguéale a .....

2. Levures (surtout aux mains)

2.1. Examen direct : présence de pseudo-filaments

2.2. Culture : Candida albicans, Candida non albicans

Conclusion : candidose unguéale a ...

3. Pseudo dermatophytes (rares)

3.1. Examen direct : présence de filaments mycéliens septés, irréguliers, arthrosporés arthospores isolées

3.2. Culture : Neoscytalidium (N. hyalinum, S. dimidiatum) ; Onychocola canadensis (attendre 4 semaines pour identification
morphologique de O. canadensis).

Conclusion : Onyxis a ........

4. Moisissures (rares)

4.1. Examen direct : présence de filaments septés, irréguliers, nombreuses spores parfois évocatrices

4.2. Culture : moisissure en culture pure, a tous les points d’ensemencements (Scopulariopsis, Acremonium, Aspergillus
(A. versicolor...)

4.3. Renouveler le prélévement si doute

Conclusion : onyxisa : .......

D’apres [5].

Fig. 8. Conduite a tenir devant une onychopathie évoquant une onychomycose.
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Résumé :

L’émergence et la propagation d’agents pathogenes résistants aux antibiotiques constituent un probleme majeur
de santé publique, alors que de nombreuses sociétés pharmaceutiques ont abandonné le développement des
antibiotiques a la recherche de traitements plus lucratifs. Les stratégies traditionnelles de développement de
nouvelles molécules sont plus colteuses. Cependant, les techniques assistées par ordinateur sont trés utilisées
actuellement pour le développement de médicaments car elles sont moins cheres, plus rapides et elles peuvent
accélérer lidentification de nouveaux antibiotiques, ce qui permet d’améliorer letaux de réussite. L objectif de
cet article est de décrire les approches permettant la mise en évidence de nouveaux candidats antibiotiques par

des techniques informatiques dites In Silico.

Mots-clés : Cible bactérienne,Drug Design, In silico,Ligands.

Introduction

Faire face & la menace des bactéries résistantes aux
médicaments est 1'un des plus grands défis de la
médecine moderne. Auparavant, seule 1’observation
parfois fortuite des effets d’une substance
permettait de mettre au point de nouveaux remedes.
Nous citons I’exemple de découverte de la
pénicilline par Alexander Fleming en 1928, qui a
été décrit comme un " tournant de I’histoire" [1],
a rapidement été suivi par la constatation
décourageante que les bactéries peuvent constituer
une contre-attaque. De nombreuses autres souches
bactériennes ont par la suite développé une
résistance aux plusieurs antibiotiques [1,2].
Compte tenu de I'ampleur de la menace, le
développement de nouveaux traitements pourrait
sembler initialement rentable, mais les sociétés
pharmaceutiques se sont en fait éloignées du
développement des antibiotiques ces derniéres
années a la recherche de traitements plus lucratifs a
long terme pour gérer les maladies chroniques [3,4].
Aujourd’hui, grace a l’ordinateur, les chercheurs
parviennent a simuler I’action de substances avant
méme qu’elles n’existent. L’expression " Drug
Design", témoigne bien de cette révolution de la
pharmacie les scientifiques actuels ne se
contentent plus de tester des substances existantes.
lIs en " dessinent de nouvelles [5]. Des
médicaments déja commercialisés sont ainsi nés sur
un écran d’ordinateur." C’est le cas du Tamiflu, le
nouveau médicament de Roche contre la grippe,
ainsi que de certaines molécules utilisées contre le
SIDA dans les trithérapies" [5].

Deux approches permettant la mise en évidence de
nouveaux candidats Antibiotiques par des
techniques informatiques dites In Silico.

1. Choix et validation d'une cible bactérienne
pertinente

La cible thérapeutique doit étre une enzyme ayant
une fonction critique dans une voie biochimique
d’importance centrale pour la cellule bactérienne.
Dans le cadre de recherche de nouveaux
antibiotiques, il faut identifier des nouvelles cibles
bactériennes pour qu'il n'y ait pas de résistance
préexistante [6].

2. Conception de
antibiotiques

Les approches présentées ci-dessous sont basées sur
une analyse comparative des ligands "'ligand-based
drug design™ et une analyse des interactions entre
un ligand et une cible bactérienne *'structure-based
drug design™".

Actuellement, les deux approches ont tendance
logiquement a se croiser, dans la mesure ou un
pharmacophore peut étre complété par des données
issues d’un récepteur [7].

2.1. Approche basée sur les ligands

Le principe de base du criblage virtuel basé sur la
comparaison de ligands est que des molécules
similaires partagent des propriétés (physico-
chimiques, biologiques) similaires. Pour une
molécule A de propriété P connue, toute nouvelle
molécule suffisamment similaire a A présente de
fortes chances de présenter également la propriété
P. Le criblage virtuel d’une chimiothéque va donc
consister en deux étapes [8]:

- Comparer deux a deux toutes les molécules d’une
chimiothéque & la molécule A de référence ;
—Classer les molécules de la chimiothéque par

similarité décroissante & la référence A.

2.1. Approche basée sur la structure de la cible
bactérienne

Les méthodes basées sur la structure de la protéine
cible bactérienne sont en théorie les plus précises
puisqu’elles estiment la maniére dont le ligand va
se lier a la protéine d’intérét et la force de cette
interaction, c’est-a-dire son affinité. Il n’en

nouveaux candidats
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demeure pas moins que ces méthodes sont trés
utilisées car trés intuitives a analyser [9].

Le docking moléculaire est la méthode la plus
naturelle pour prédire I’affinité d’un ligand a une
cible bactérienne de structure 3D connue.
Appliquée dans un contexte de criblage virtuel de
nombreuses molécules, cette méthode (figure 1)
consiste a résoudre rapidement (< 30 s/molécule)
trois énigmes[9]:

- Prédire la conformation active du ligand ;

- Prédire I’orientation relative du ligand par rapport
a la protéine cible ;

- Prédire 1’énergie libre de liaison (affinité) du
ligand vis-a-vis de sa cible.

En général, le docking moléculaire est limité a un

site de liaison préalablement défini (site catalytique

d’une enzyme, poche de liaison de ligands connus).

ADN Gyrase Bactérien
Structure 3-D

Achat

Test

Response

log[Dose]

K;=9nMa32uM

/

6 actifs
(taux de touche = 24 %)

Figure 1. Criblage virtuel par docking moléculaired’une chimiothéque de 1 million de molécules
conduisant a de nouveaux ligands de I’enzyme ADN-Gyrase Bactérien [10].

Conclusion

Faire face a [1’abandon des industries
pharmaceutiques pour le développement des
antibiotiques & la recherche de traitements plus
lucratifs, les chercheurs académiques sont
particulierement bien placés pour combler le vide
qui en résulte. Et ceci en utilisant les techniques de
conception assistées par ordinateur, qui sont moins
chéres et plus rapides, dans le but d’accélérer
I’identification = de  nouveaux  médicaments
antibiotiques.
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Résumé

La présente étude visait d’une part a déterminer la composition chimique, la Concentration Minimale Inhibitrice
(CMI) et la Concentrations Minimale Bactéricide (CMB) des huiles essentielles extraites de Brocchia cinerea et Eucalyptus
globulus d’origine algérien (Afrique du Nord) sur trois germes de référence Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et Escherchia coli ATCC 4872), et d’autre part a évaluer I’influence de différents
tweens sur le potentiel antimicrobien des deux huiles sur les trois germes. Ainsi, grace a un appareil normalisé par
pharmacopée européenne, 1’extraction des huiles a été effectuée par hydrodistillation et leur composition chimique a été
déterminée par chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse. L’activité antimicrobienne des huiles a été
évaluée par la méthode de microdilution dans des microplaques ELISA. Au terme de cette étude, le tween 80 s’est révélé
meilleur au tween 60, car assure une bonne dispersion et diffusion des essences. Avec les deux tweens (60 et 80), I’huile
essentielle d’Eucalyptus globulus s’est révélée la plus efficace que celle de Brocchia cinerea, car elle présente les plus faibles
CMI (0,15 mg/ml) et CMB (0.625 mg/ml) pour Staphylococcus aureus et CMI (0,3125 mg/ml) et CMB (1.25 mg/ml) pour
Escherchia coli. L’analyse par CPG/SM de ces huiles essentielles la présence de plusieurs composés dont les majoritaires

sont: Beta.-Thujone (46.80%) pour Brocchia cinerea et 1,8 cinéole pour Eucalyptus globulus.
Mots clés: Huile essentielle, plante médicinale, activité antimicrobienne

Introduction

De nos jours, 1’évolution galopante de la résistance
bactérienne  aux antibiotiques a large spectre
constitue une des plus grandes menaces de 1’arsenal
pharmaceutique. Il s’avére donc nécessaire de
chercher d’autres alternatives qui prendront la
reléve des traitements anti infectieux. (1)

Les plantes par le biais des principes actifs qu’elles
contiennent constituent un arsenal thérapeutique
incontournable, ces plantes sont utilisées sous
forme de décocté, macéré, infusé ou aussi sous
forme d’huiles essentielles. Les huiles essentielles
sont devenues trés estimable, d’utilisation facile et
sont souvent efficaces attirant de plus en plus les
chercheurs. (2, 3)

En effet, I’évaluation de 1’activité antibactérienne
des huiles essentielles « dans le cadre de notre thése
il s’agit de l’activité anti-bactérienne de I’huiles
essentielle de Brocchia Cinerea et [’Eucalyptus
Globulus » Nécessite la réalisation des essais
microbiologiques sur des milieux de cultures, en
outre ces milieux, qu’ils soient solide ou liquide
sont de nature hydrophile, cela empéche la
diffusion des huiles essentielles dans le milieu de
culture et réduit par conséquence leur effet, par
ailleurs ce probléme ne se limite pas au domaine de
la recherche mais il concerne aussi la formulation
des huiles essentielles en un produit sure, stable et
agréable a utiliser. Pour cela [D’utilisation d’un
tensioactif est incontournable, d’une part il va
assurer une bonne diffusion et dispersion de 1’huile
essentielle dans le milieu, d’autre part il va créer
des émulsions qui vont minimiser sa volatilité.
Malheureusement jusqu’a présent, il n’existe pas un

protocole standard généralisé a suivre lors de
I"utilisation de ces tensioactifs.

Dans ce présent travail, nous nous sommes propose
d’étudier ID’influence de certaines molécules
tensioactives (tween 20, 60 et 80) sur l’activité
antimicrobiennes des huiles essentielles extraites
des deux plantes qui sont Brocchia Cinerea et
I’Eucalyptus Globulus connues par leurs diverses
vertus  thérapeutiques utilisés en  médecine
traditionnelle depuis des siécles. Ceci afin
d’optimiser leur activité pour les appliquer comme
reméde alternatif aux antibiotiques.

Matériel et Méthodes

Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué des plantes
médicinales suivantes:

Brocchiacinerea (Delile) Vis., 1836. (Asteraceae),
Eucalyptus globulus Labill., 1800 (Myrtaceae) Ces
plantes sont des plantes aromatiques fréquemment
utilisées dans le traitement des affections
respiratoires.

La récolte des parties aériennes Brocchia Cinerea a
été faite le 12/03/2016 a Mlili, Biskra ; séchée et
conservée dans un endroit aéré et sec a température
ambiante.

Les d’Eucalyptus globulus ont été collecté dans la
ville de Batna le 22/04/ 2017 dans le département
de pharmacie.

Un climat désertique est présent a M'Lili. Tout au
long de l'année, la pluie y est techniquement
inexistante. Par contre le climat de Batna est de
type semi-aride, avec quatre saisons bien distinctes.

RAL numéro 00 Décembre 2019

Page 40


https://www.tela-botanica.org/?hFR%5Breferentiels%5D%5B0%5D=isfan&in=flore&s=Brocchia
https://www.tela-botanica.org/?hFR%5Breferentiels%5D%5B0%5D=isfan&in=flore&s=Brocchia
https://fr.wikipedia.org/wiki/1800

Revue Aurassienne du Laboratoire 2019

a b

Figure 1 Photo de la région de a- M’lili Biskra b-Batna
Microorganismes

Deux souches bactériennes dont une a Gram positif
(Staphylococcus aureus ATCC 25923) et une a
Gram négatif (Pseudomonas aeruginosa ATCC
25922) ont été utilisées dans cette étude. Elles ont
été obtenues du Laboratoire de Microbiologie
(CHU Batna). Elles sont conservées dans du
bouillon Muller Hinton additionné de glycérol
(10%) a -20 °C.

Extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont extraites par
hydrodistillation des parties aériennes des deux
especes pendant 3 heures de temps a 1’aide d’un
appareil d’extraction normalisé par la pharmacopée
européenne (voire Figure) . L’opération est répétée
plusieurs fois pour chaque échantillon de la matiere
végétale seche. Le rendement en huile essentielle
est déterminé en mL/Kg de matiére séche. L huile
essentielle est ensuite stockée a 4°C a I’abri de la
lumiere.

Etude in vitro de I’activité antimicrobienne des
huiles essentielles

La sensibilité des germes (Staphylococcus aureus
ATCC 25923 et Pseudomonas aeruginosa ATCC
25922) en étude aux deux huiles essentielles a été
évaluée par la technique de microdilution utilisant
les microplaques de 96 puits (Yayi-Ladekan et al.,
2011).(4)

Détermination de la concentration minimale
inhibitrice des huiles

La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) est la
plus petite concentration pour laquelle il n’y a pas
de croissance visible a 1’ceil nu. La détermination de
la CMI des deux extraits a été faite par
microdilution et se déroule en plusieurs étapes.
Préparation du milieu de culture

Le milieu de culture utilisé est le Bouillon Mueller
Hinton (BMH) stérile seul ou avec une
concentration de 0.25% ,0.5% et 1% de tween 60
ou tween 80.

Préparation de la suspension microbienne

La préparation d’inoculum  bactérien  est
habituellement effectuée apres plusieurs étapes.
Initialement, les échantillons maintenus congelés ou
réfrigérés doivent étre activés dans un milieu MH
liquide. Aprés 6 & 8 heures a 35 ° C, une aliquote
est transférée dans un milieu de MH. Aprés 24 h a
35 ° C, les colonies de culture axénique peuvent
étre mises en suspension dans 5 mL de solution
saline stérile (8,5 g/ L de NaCl) et mesuré a I’aide
d’un densitometre 0,5 McFarland (correspondant a
1-2x108 UFC/ mL) (5).

Préparation des microplaques

La technique est généralement réalisée dans des
plaques en U avec 96 puits et présente des
variations par rapport a la méthode originale décrite
par Eloff (6). 20 pL de I’huile essentielle est ajouté
dans le premier puits qui contient 170 uL de
bouillon Mueller-Hinton (avec ou sans tween) les
autres puits contient déja 95 pl Mueller-Hinton
(avec ou sans tween)

Aprés homogénéisation du premier puits 95 pl du
mélange du premier puits est transféré au deuxiéme
puits et ainsi de suite, les 95 pl du dernier puits sont
élimine.

A la fin 5 pL d'une suspension bactérienne de 3,5 x
10" CFU / mL sont ajoutés a chaque puits.

Les résultats sont lus aprés une période d'incubation
de 24/35°C.
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Figure 2 : Microplaques 96 puits Elisa
Détermination de la concentration minimale bactéricide des
huiles

La détermination de Concentration Minimale
Bactéricide (CMB) des extraits d’huiles essentielles
s’est effectuée conjointement a celle de la CMI.

Elle a été déterminée par ensemencement de tous
les puits en partant de la CMI vers les
concentrations les plus élevées sur milieu gélosé
Mueller Hinton et incubés a 37 °C pendant 24 h. A
I’observation, la plus faible concentration de
I’extrait qui ne laisse survivre la bactérie (absence
de croissance) correspond a la Concentration
Minimale Bactéricide (CMB).

Détermination du pouvoir antimicrobien des
huiles essentielles

Le rapport CMB/CMI de chaque huile essentielle
informe sur le pouvoir antimicrobien (bactéricide
ou la bactériostatique) des dites huiles sur les
germes étudiés. En effet, lorsque ce rapport est
inférieur ou égal a 4, I’huile est dite bactéricide
alors que s’il est supérieur a 4, I’huile est dite
bactériostatique.
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Analyse  chromatographique des  huiles
essentielles

L’analyse chromatographique des huiles
essentielles a été réalisé par chromatographie en
phase gazeuse couplée a un spectrométre de masse
de type Clarus 600 D MS (Perkin Elmer USA). La
colonne capillaire utilisée est de type RESTEK
Rtx® -5MS de 30 métres de longueur, 0,25 mm de
diametre interne épaisseur du film 0.25um, la phase
stationnaire. Les injections ont été faites en mode
splitless. L’hélium a été employé comme gaz
vecteur a un débit de ImL/min. Les températures
de l'injecteur et de la ligne de transfert ont été
portées a 250 ° C. La température initiale a été fixée
a 60 °C et maintenue pendant 1 minute, puis
augmentée de 3 °C/ min jusqu’a 200 °C et on
maintient en isotherme pendant 13 minutes.
.L’acquisition est faite en impact ¢électronique a 70
eV, avec une source & 250 °C en mode Scan (de 40
jusqu'a 600). L’identification des composés ont été
réalisé par comparaison des spectres de masse avec
ceux donnés par les librairies WILEY et NIST.

Les huiles essentielles ont été diluées dans de
1éthanol absolu a une concentration de 1 g/L.

La teneur en pourcentage des constituants des
huiles essentielles est déterminée par la méthode de
normalisation interne.

Traitement des données

Un masque de saisie a été congu sous le logiciel
IBM SPSS Statistics 22. 1l incluait les différents
microorganismes, les tweens et les huiles
essentielles en étude. L’importation de ce masque
dans le tableur Microsoft Excel (version 2013) a
permis de générer les tableaux et les figures sur la
base des données moyennes. La carte présentant les
localités ou les plantes ont été collectées a été
réalisée par le logiciel ArcMap version 9.2.
Résultats

Rendement et composition chimique des huiles
essentielles

Le rendement le plus élevé en huile essentielle a été
obtenu avec E. globulus (20 mL/Kg) et le plus
faible avec B. cinerea (8 mL/Kg).

Le résultat de 1’analyse chromatographique des
huiles essentielles est présenté dans le tableau 1. De
I’analyse de ce tableau, il en ressort que la plupart
des constituants majoritaires identifiés sont des
composés terpéniques oxygénés. Il s’agit de Beta.-
Thujone pour Brocchia cinerea et de 1,8 cinéole,

pour Eucalyptus globulus.
Tableau 1: Principaux composés des huiles essentielles des
deux plantes

Espéces végétales Principaux composés

Brocchia cinerea Beta.-Thujone (46.80%)
1-Methyl-2-(1'-methylethenyl)-3'-
ethenylcyclopropylmethanol (15.59 %)
1,8-Cineole (12,63%)

limonen-10-ol (9,47 %)
1(7),3,8-0-Menthatriene (3,45%)
(-)-Camphor (2.11%)

Eucalyptus 1,8-cinéole :(70,0 %),
globulus limonéne (12,0 %),
a-pinene : (9,0 %),
a-phellandréne (1,5 %),
B-pinéne (1,5 %)
sabinene (0,3 %),

La figure 3 présente 1’effet combiné des huiles et
des tweens sur la croissance microbienne des deux
germes en étude. L’analyse de la Figure 2a montre
que les valeurs de CMI et de CMB de de I’huile
essentielle de Brocchia cinerea décroissent de
tween 60 au tween 80. Les valeurs de CMB et CMI
obtenues avec le tween 80 sont pareilles a celles
obtenues avec le tween 60 pour ’huile essentielle
d’Eucalyptus globulus.

Hii
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Figure 3 : Influence des différents Tweens sur les CM|

Pouvoir antimicrobien des huiles essentielles

Le tableau 3 montre le rapport CMB/CMI de
chaque huile essentielle sur les germes étudiés. De
I’analyse de ce tableau, il ressort que les deux
huiles essentielles ont une propriété bactéricide
(CMB/CMI < 32) sur les deux bactéries en étude.
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Tableau 2: Rapports CMB/CMI d’une huile essentielle de
Brocchia cinerea  avec ou sans TWEEN 80/60 pour
Escherichiacoli et Staphylococcusaureus.

E. coli S. aureus
0% 55=1 10/2.5=
4
0.25% 55=1 10/1.25=
T60 8
0.5% 5/5=1 10/0.625
=16
1% 25/25=1 10/0.625
=16
0.25% 25/25=1 10/1.25 =
T80 8
0.5% 1.25/1.25=1 10/0.3125
=32
1% 25/25=1 10/0.3125
=32
Tableau 3 : Rapports CMB/CMI d’une huile essentielle (EG)
avec ou sans TWEEN 80/60 pour Escherichia coli et
Staphylococcusaureus.
E. coli S. aureus
0% 2.5/1.25=2 1.25/0.3125=4
0.25% 0.625/0.3125=2 2.5/0.15625= 16
T60
0.5% 0.625/0.3125=2 2.5/0.15625= 16
1% 0.625/0.3125=2 1.25/0.15625= 8
0.25% 0.3125/0.3125=1 1.25/0.15625= 8
T80
0.5% 0.3125/0.3125=1 0.625/0.15625= 4
1% 0.625/0.3125=2 1.25/0.15625= 8

Discussion

Le rendement le plus élevé en huile essentielle a été
obtenu avec Eucalyptus globulus (20 mL/Kg) et le
plus faible (8 mL/Kg) avec Brocchia cinerea. Cette
variation de rendement peut étre due aux aptitudes
intrinseques des espéces végétales a produire de
I’huile essentielle, mais aussi aux conditions
climatiques et pédologiques des sites de collecte du
matériel végétal.

L’évaluation in vitro de I’activité antimicrobienne
des deux huiles essentielles de Brocchia cinerea et
Eucalyptus globulus sur les deux bactéries en étude
a conduit a des résultats tres intéressants. En effet,
Escherchia coli (bactérie 8 Gram négatif) se révéle
plus résistante aux huiles essentielles que
Staphylococcus aureus (bactéries a Gram positif).
L’organisation architecturale de la paroi cellulaire
des bactéries Gram positives est moins complexe
que celle des bactéries Gram négatives. Cette
complexité réside dans le fait que la membrane
externe des bactéries Gram négatif est hydrophile et
peut bloquer la pénétration de composés

hydrophobes dans la membrane cellulaire cible.
Cette différence structurale

rend ainsi les bactéries Gram positif plus sensibles a
P’action des huiles essentielles Kalemba, &
Kunicka, 2003). La sensibilité plus marquée des
bactéries Gram positif vis-a-vis des composes des
huiles essentielles avait été aussi observée par
d’autres auteurs (Kalemba, & Kunicka, 2003).
L’analyse de la figure 2 relative a I’influence des
différents tweens sur les CMI et les CMB des huiles
essentielles sur les deux germes révele de fagon
générale, que les CMI et les CMB des deux huiles
essentielles varient en fonction des pourcentages
des tweens. Les valeurs de CMI et de CMB de
I’huile essentielle de Brocchia cinerea mixée avec
le tween sur Staphylococcus aureus, décroissent de
tween 60 au tween 80 mais et aussi décroissent en
fonction de pourcentage de 0 & 0.5% par contre ces
valeurs se décroissent pour le tween 60 (1%) et
tween 80 (0.25, 1 et 0.5 %) sur Escherchia coli. Les
valeurs de CMI et de CMB de I'huile essentielle
d’Eucalyptus  globulus sur les deux bactéries
décroissent avec I’ajout de tween mais restent
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constantes du tween 60 au tween 80 avec tous les
pourcentages.

Des travaux antérieurs ont montré que la nature
ainsi que la concentration d’un agent émulsifiant
peuvent influencer I’activité antimicrobienne d’une
huile essentielle (Benchegroun et al., 2012)(7). En
effet, la structure amphiphile des tweens 60 et 80
leurs permet de bien se disposer aussi bien a
I’interface de la phase hydrophile que celle de la
phase hydrophobe formant ainsi des films
moléculaires (Nogarede & Amram, 1983)(8)
induisant une bonne dispersion des essences dans
les milieux liquides et leurs bonne diffusion dans
les milieux gélosés (Kpavode, 2005)(9).

Au nombre des composants majoritaires, notons la
présence du 1.8 cinéole et de beta-thujone.
L’importance du 1.8 cinéole (eucalyptol) dans
I’activité antibactérienne de [I’huile essentielle
d’Eucalyptus globulus a été soulignee par plusieurs
études. En fait, le 1.8 cineole (de la famille des
monoterpénes oxygénés), est un composé oxygéné
particulierement présent dans [’huile essentielle
d’Eucalyptus globulus. 1l entre dans la composition
de différents médicaments grace a ses propriétés
antibactérienne, antiseptique et antifongique. On le
retrouve dans en traitement des affections
bronchiques.

Conclusion

Pour conclure, notre étude nous a amené a
envisager les possibilités d’utiliser les vertus
d’huiles essentielles de Brocchia cinerea et
d’Eucaliptus globulus pour la prévention ou le
traitement de certaines maladies infectieuses et
combattre les bactéries multirésistantes aux
antibiotiques usuels. Cette étude pourrait constituer
une base pour la mise au point d’une nouvelle
génération d’agents antimicrobiens naturels
pouvant étre utilisés chez ’Homme sous différentes
formes galéniques, en solution aqueuse, émulsion
ou autre, a usage oral ou cutané, en utilisant le
Tween80 comme agent tensioactif, spécifiquement
a 0.5 % pour I’huile essentielle de Brocchia cineria.
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Résumé

Le clinicien qui prescrit un traitement s efforce d’en ajuster la posologie de maniére a obtenir |’effet thérapeutique
désiré avec le minimum de réactions indésirables. Bien que, la réponse aux médicaments est souvent variable d’un individu a
lautre : une méme dose de médicament administrée a différents patients peut provoquer des effets pharmacologiques de
nature et d’intensité tres différentes. Ces effets sont trés souvent la conséquence d’une variabilité de la pharmacocinétique
des médicaments entrainant une modification de leur biodisponibilité. De ce fait, la demande d’un dosage sanguin de
médicaments qui s’inscrit dans le cadre global du «suivi thérapeutique des médicaments» (STP) retrouve sa place
incontournable. Il consiste a mesurer la concentration sanguine d'un médicament afin de déterminer si une adaptation de
posologie est nécessaire pour optimiser ’efficacité thérapeutigue tout en minimisant le risque de toxicité. Toutefois, tous les
médicaments ne possédent pas [’ensemble des caractéristiques requises pour un programme de STP. Ils doivent notamment
posséder une marge thérapeutique étroite et une forte variabilité interindividuelle. Il nécessite ainsi d’étre pratiqué de fagon

rationnelle, dés la discussion de l'indication a un dosage jusqu’a la décision d’adaptation posologique.
Mots clés : suivi thérapeutique pharmacologique, dosage sanguin, efficacité thérapeutique, toxicité, adaptation de posologie

Introduction

e suivi des concentrations sanguines du
lithium chez le patient souffrant d’un trouble
bipolaire est largement documenté depuis les
années 1950 [1].Cependant, la notion de
suivi thérapeutique pharmacologique
(STP)n’est apparue que dans les années1970, avec
la mise en évidence de son utilité pour le suivi
d’antibiothérapies a base d’aminosides ou encore de
psychotropes comme les antiépileptiques ou les
antidépresseurs tricycliques [2].Le STP a pour
objectif principal d’augmenter 1’efficacité clinique
du médicament et de minimiser leurs effets
toxiques afin d’améliorer le bien-étre du patient [3].
Qu’est-ce donc exactement que le STP (adaptation
frangaise de TDM : therapeutic drug monitoring) ?
D’aprés I’International Association of Therapeutic
Drug Monitoring and Clinical Toxicology
(IATDMCT), “Le « Suivi thérapeutique
pharmacologique (STP) est une spécialité clinique
multidisciplinaire dont I’objectif est d’améliorer les
soins aux patients en ajustant de maniére
individuelle la dose des médicaments pour lesquels
I’expérience clinique ou les essais cliniques ont
montré que cette pratique améliorait leur devenir,
soit chez tous les patients, soit dans des populations
particuliéres. Le STP peut étre fondé sur des
informations pharmacogénétiques, biométriques ou
cliniques a priori et/ou sur la mesure a posteriori
des concentrations sanguines des médicaments
(suivi pharmacocinétique) ou de marqueurs
biologiques d’effets, intermédiaires ou cliniques
(suivi pharmacodynamique)”[4,5].
Il peut &tre résumé en trois étapes successives [4]:

e la mesure précise et fiable de la concentration
sanguine d’un médicament (ou exposition au
médicament) ;

¢ ’interprétation de cette valeur de concentration en
fonction des connaissances disponibles sur les
relations concentrations-effets de ce médicament ;

e le calcul et la proposition d’une posologie (a
I’aide d’une modélisation pharmacocinétique),
permettant a priori de maximiser les chances de
succes du traitement chez un individu donné.
Pourquoi doser un médicament?

Les objectifs du dosage des médicaments dans les
milieux biologiques pour surveillance thérapeutique
sont divers:

[1] vérifier 1’observance du patient vis-a-vis
du traitement,
[2] optimiser une posologie pour parvenir

rapidement a 1’efficacité et éviter les toxicités, en
particulier pour les médicaments a marge
thérapeutique étroite,

[3] vérifier qu’un événement intercurrent ne
modifie pas le rapport posologie/concentration
(maladie, interaction, changement de forme
galénique...)[6].

[4] établir une valeur de base efficace sans
effet indésirables/toxiques, chez un patient, lors
d’une thérapeutique chronique (personnalisation)

[7],
[5] vérifier une adaptation de posologie basée
sur le STP.

Parfois, il sera utile dans d’autres situations [2]:
i. suspicion d’une interaction médicamenteuse ;

ii. traitement prophylactique ;
iii. effets indésirables comparables a ceux de la

maladie ; suspicion d’un phénomene de tolérance
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ou d’échappement thérapeutique ;signes cliniques
de toxicité ou inefficacité inexpliquée.

Des  recherches  qualitatives  et/ou  des
déterminations quantitatives de médicaments ou de
drogues peuvent étre réalisées également dans un
but toxicologique [6].

Quand doser les médicaments ?

En pratique, la majorité des traitements de longue
durée méritent d’étre pilotés d’une maniére ou
d’une autre [8].En revanche, le STP n’est pas utile
pour tous les médicaments ni tous les patients.

S’il est facile de mesurer cliniquement ou
biologiquement le lien entre modification de
posologie et efficacité, il n’aura généralement pas
sa place[2]; ainsi, hors contexte particulier, il n’y a
pas lieu de mesurer les concentrations sanguines
d’un antihypertenseur alors que son efficacité est
facilement contrdlable par la mesure de la tension
artérielle ; également, le STP ne se justifierait pas
pour lesquels la zone cible des concentrations est
encore mal connue les antidépresseurs, les
neuroleptiques ou les antiépileptiques les plus
récents, ainsi pour ceux a marge et/ou zone
thérapeutique trés large [7, 9].

Niveau de preuve selon Médicaments
la Société francaise de

pharmacologie et de

thérapeutique (SFPT)

Lorsque de bons marqueurs pharmacodynamiques
font défaut, le suivi des concentrations du
médicament (marqueur pharmacocinétique) peut
suppléer et contribuer a garantir ’efficacité d’un
traitement tout en minimisant la toxicité [9].

Un médicament soumis au STP doit présenter a la
fois [4]:

= une relation concentration-effet pharmacologique
(thérapeutique ou toxique) meilleure que sa relation
dose-effet ;

= une grande variabilité interindividuelle de la
relation dose-concentration ;

»une variabilit¢ intra-individuelle faible ou
prévisible, au moins a court terme ;

= une marge et/ou zone thérapeutique étroite ;

=une réponse pharmacologique difficilement
mesurable par une mesure d’effet ou encore s’il
n’existe pas d’autres critéres d’évaluation de 1’effet
du médicament [2] ;

= disponibilité¢ d’une méthode de dosage appropriée
a un cout supportable [10].

Tableau 1. Liste non exhaustive de médicaments éligibles au suivi thérapeutique pharmacologique [2].

Arguments

1: indispensable Aminosides (gentamicine, amikacine,
tobramycine)

Lithium

Digoxine

Ciclosporine, tacrolimus, sirolimus

Recommandations de I’ Agence nationale de sécurité¢ du médicament et
des produits de santé.

Toxicité rénale du médicament, impact important de la fonction rénale
sur la concentration.

Exigence du résumé des caractéristiques du produit (RCP). Marge
thérapeutique étroite, beaucoup d’interactions médicamenteuses (IM),
impact important de la fonction rénale sur la concentration.

Exigence du RCP. Marge thérapeutique étroite, impact important de la
fonction rénale sur la concentration.

Exigence du RCP. Forte variabilité interindividuelle de la
pharmacocinétique, réponse difficilement évaluable cliniquement, marge
thérapeutique étroite.

2 : recommandé Vancomycine, teicoplanine

Antidépresseurs tricycliques : amitriptyline,
clomipramine, imipramine, nortriptyline
Antipychotiques : clozapine, olanzapine
Antiépileptiques : phénobarbital, acide
valproique, phénytoine

Théophylline

Ribavirine, saquinavir, efavirenz, indinavir,
lopinavir, atazanavir
Isoniazide, voriconazole, posaconazole

Certains anticancéreux : méthotrexate
(MTX), carboplatine, inhibiteurs des
tyrosines kinases

Toxicité rénale du médicament, impact important de la fonction rénale
sur la concentration.

Phénytoine : métabolisme saturable, pas de lien entre dose et
concentration, marge thérapeutique étroite.

Autres psychotropes : intérét du STP démontré par des essais cliniques
randomisés, intervalle thérapeutique disponible.

Index thérapeutique faible, forte variabilité interindividuelle de la
pharmacocinétique, beaucoup d’IM.

Forte variabilité interindividuelle de la pharmacocinétique, beaucoup
d’IM.

Marge thérapeutique étroite, impact possible du polymorphisme
génétique sur la pharmacocinétique, forte variabilité interindividuelle de
la pharmacocinétique.

Contrdle de la toxicité par des mesures correctives dépendantes de la
concentration (par exemple, acide folique/ carboxypeptidases pour le
MTX) ou par une adaptation

personnalisée de la posologie

Tableau 2. Liste non exhaustive de médicaments non éligibles au suivi thérapeutique pharmacologique [2].

Médicaments

Arguments

Antidiabétiques oraux (exploration d’hypoglycémie inexpliquée, par
exemple)

Mesure de la glycémie généralement suffisante

Anticoagulants oraux tels anti-vitamines K (résistance, par exemple)

Mesure de I’International normalized ratio (INR)
généralement suffisante

La plupart des antihypertenseurs

Mesure de la pression artérielle suffisante

Antalgiques

Adaptation de la posologie a I’aide d’échelles visuelles analogiques (EVA)

Diurétiques (exploration d’une hypokaliémie inexpliquée, par exemple)

lonogramme/pression artérielle suffisants

Certains psychotropes : agomélatine, asénapine, vigabatrine, la plupart des
benzodiazépines

Intervalle thérapeutique mal défini ou absence de lien entre
concentration et efficacité/toxicité
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Modalités pratiques duSTP

Toutes les étapes comprises entre le prélévement et
le résultat d’un dosage de médicament dans un
milieu biologique doivent respecter, comme toute
autre analyse, les exigences réglementaires dans le
domaine de la biologie.

Le matériel de prélevement, le tube de recueil,
I’anticoagulant  doivent étre appropriés, les
conditions de transport doivent étre connues et
respectées, une feuille de suivi indiquant ces
conditions et les renseignements chronologiques et
clinico-biologiques ~ doit ~ accompagner le
prélevement. La méthode de dosage, validée, doit
étre adaptée au but du dosage, en particulier en
fonction du degré d’urgence, de la spécificité, de la
plage de concentrations, de la précision souhaitee.
Chaque serie de dosages est valide sur le plan
analytique en tenant compte notamment des
résultats des controles de qualité. En pratique
clinique, la validation biologique, aprés avoir situé
le résultat dans son contexte chronologique,
clinique et biologique, doit aller jusqu’au conseil de
posologie individualisée avec ou sans soutien
informatique [6].

La mesure de la concentration d’un médicament
peut étre réalisée & partir d’un échantillon
plasmatique, sérique ou de sang total. Le choix de
la matrice de dosage détermine la nature des tubes a
utiliser pour le préléevement (tubes héparinés,
contenant de 1’acide éthyléne diamine tétra-acétique
[EDTA] ou encore tubes “secs” c’est-a-dire sans
anticoagulant).Ce choix peut étre fonction des
caractéristiques des molécules. Parmi les
immunosuppresseurs, le  tacrolimus ou la
ciclosporine ; se concentrent fortement dans les
globules rouges, justifiant I’utilisation du sang total,
alors que 1’acide mycophénolique est dosé dans le
plasma.

L’intervalle thérapeutique est souvent déterminé a
partir d’une matrice donnée (sérum, plasma ou sang
total) ; réaliser un dosage a partir d’une autre
matrice peut fausser le résultat et son interprétation.
La conservation d’un tube dans des conditions
inadaptées (température, lumiére) peut également
fausser la mesure des concentrations
médicamenteuses. Les préleveurs doivent se référer
aux modalités de prélévement et d’acheminement
fournies par le laboratoire qui réalisera le dosage.

Pour un traitement administré de fagon répétée a
intervalle régulier et a posologie constante, il est
généralement nécessaire que 1’état d’équilibre
pharmacocinétique soit atteint pour que le résultat
du dosage puisse étre interprété. A 1’équilibre, la
dose administrée compense la quantit¢ de
médicament ¢éliminée par 1’organisme entre deux
prises : les concentrations du médicament fluctuent
alors entre une Cmax (au pic) et une Cmin dite
“résiduelle” (la plus petite concentration sanguine

entre deux doses de médicaments) qui restent
constantes entre le jour N et N+1 et entre le jour
N+1 et N+2 si la posologie est inchangée. Le plus
souvent, l’intervalle thérapeutique concerne des
concentrations en situation résiduelle.

Le prélevement est ainsi réalisé juste avant
I’administration de la dose suivante. La Cmax est
utile dans quelques cas trés particuliers, notamment
pour les antibiotiques a effet concentration-
dépendant comme les aminosides. Il est considéré
que I’équilibre est atteint environ cing demi-vies
aprés I’instauration du traitement (figure 1) [2].

25

= Cinétique de digoxine
chez le patient

N

n

Valeur basse
de l'ntervalle cible
(0,6 pg/L ; résiduelle)
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== Valeur haute
de lntervalle cible
(1,2 pg/L ; résiduelle)

=
n
-

Concentrations sériques

o
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Temps écoulé depuis la premiére administration (jours)

Figure 1. Evolution des concentrations sériques
de digoxine en situation thérapeutique (la demi-
vie est en moyenne de 36 heures)[2].

L’analyse des médicaments se fait a [’aide de
méthodes diverses. Les plus freqguemment utilisées
sont :

1. Les dosages immunométriques (dosage immuno-
enzymatique EIA ; dosage enzyme-multiplied —
EMIT; dosage par polarisation de fluorescence —

FPIA).
2. Les méthodes chromatographiques (chromato-
graphie gazeuse — CPG ; liquide a haute

performance — HPLC).

3. Les méthodes chromatographiques couplées a
une détection par spectrométrie de masse (GC-MS ;
LC-MS ; LCMS/MS, appelée aussi tandem MS).

Le choix de la méthode de dosage du médicament
est crucial pour quantifier la dose in vivo du
médicament [3]. Ces différentes techniques se
différencient notamment par leur spécificité, leur
sensibilité, leur complexité, le délai d’obtention du
résultat et leur ftarification (points OFAS). Les
méthodes chromatographiques couplées a la
spectrométrie de masse servent souvent de
référence car ce sont les plus spécifiques et les plus
sensibles, mais elles nécessitent aussi la mise en
place d’une technologie poussée et colteuse. Pour
les  médicaments courants, les  dosages
immunologiques sont de loin les plus utilisés et
suffisent au suivi des patients. L’automatisation des
dosages par anticorps (Ac) a grandement facilité le
STP, permettant I’obtention de résultats en urgence,
la nuit ou le week-end. Leur désavantage réside
dans leur spécificité généralement moindre que
celle des méthodes chromatographiques, en raison
d’une réactivité croisée possible avec d’autres
molécules ressemblantes ou des métabolites actifs
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ou inactifs. L’importance de ce biais varie selon le
test, le type d’Ac utilisé (polyclonal ou monoclonal)
et les épitopes reconnus [10].

Interprétation des résultats de dosage de
médicaments et adaptation de posologie
Interpréter correctement une concentration du
médicament implique de connaitre la méthode
utilisée, D’intervalle de référence étant souvent
fonction de cette méthode. Pour le suivi d’un
patient, il est important de conserver la méme
méthode analytique. Aprés validation analytique du
dosage, le praticien recoit du laboratoire le résultat
(exemple 1,2 mg/L) et les fourchettes
thérapeutiques correspondant a la méthode utilisée
(exemple : 0,8-2,0 mg/L) [11, 12].

Le laboratoire de STP ne peut pas se contenter de
rendre un chiffre, c’est-a-dire une concentration
sans interprétation. Cette derniére doit étre fondée
sur les données cliniques, le délai entre
I’administration et le prélévement, les zones
thérapeutiques, la population a laquelle appartient
le patient, ainsi que les performances et les limites
des techniques analytiques employées [13].

I 2
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Figure 2. Les étapes de D’interprétation d’un
résultat de concentration de médicament [10].

Egalement, pour avoir une interprétation adaptée de
la concentration obtenue, le laboratoire doit
disposer d’informations sur le traitement, le patient,
sa pathologie, etc... [2].Les données cliniques
essentielles concernent 1’indication pour laquelle le
médicament est administré, les effets actuels du
traitement, les pathologies associées ou 1’état
morbide et les données morphométriques
essentielles, (taille, poids, sexe, age). En fonction
du  médicament étudié, d’autres données
paracliniques peuvent étre nécessaires, telles que la

clairance de la créatinine. La concentration
sanguine ou plasmatique d’un médicament étant
une variable et non une grandeur régulée comme les
constantes physiologiques, la connaissance de
I’heure de  prélévement et de I’heure
d’administration précédente est indispensable a
I’interprétation correcte des résultats.
Malheureusement, cette notion simple est difficile a
recueillir auprés des équipes soignantes, en
particulier paramédicales [3].

Aprés interprétation d’un résultat de dosage
médicamenteux, il faut parfois adapter la posologie.
Cette adaptation individuelle de posologie tient
compte des caractéristiques morphologiques,
physiologiques, pathologiques propres au patient, et
non plus seulement des connaissances acquises sur
la pharmacocinétique et les effets d’un médicament.
Elle doit également prendre en considération les
criteres  d’efficacité recherchés et de toxicité
acceptables chez un individu.

En d’autres termes, l’objectif de concentration
dépend largement du contexte suis-je a la
recherche d’une efficacit¢é maximale quitte a
prendre le risque d’entrainer une toxicité ? Au
contraire, suis-je dans un cas ou toute toxicité doit
étre évitée ? Cette approche doit faire relativiser la
notion parfois simpliste d’une “zone thérapeutique”
assimilée a une zone de concentration protégeant a
coup sir le patient d’un échec par sous-dosage ou
surdosage [4].

I convient de tenir compte de deux facteurs : la (ou
les) maladie(s) dont souffre le patient et les
médicaments  associés, car de nombreuses
interactions médicamenteuses sont susceptibles de
modifier la pharmacocinétique des médicaments et
par conséquent des effets thérapeutiques attendus
différents [3].

Aspect économique du STP

Bien que la pratique du STP soit largement
répandue dans les pays développés, il y a lieu de se
demander si ses bénéfices cliniques justifient
véritablement les colts engendrés. Les firmes
pharmaceutiques sont en principe réticentes au
STP, craignant que cette approche complique
’utilisation de leur médicament et en augmente le
co(t [14]. Cette vision correspond toutefois mal a la
réalité reflétée par diverses études colt-efficacité
réalisées ces dernieres décennies [15]. La majorité
de ces études se sont toutefois focalisées sur les
aminosides pour lesquels le STP a clairement
démontré un rapport codt-efficacité favorable [16].
Dans une étude, des surdités sévéres étaient
observées chez plus de 1 % des prématurés avant
I’implémentation d’une approche STP, du fait
notamment d’une surexposition aux
aminoglycosides [17]. Ces surdités, associées a des
colts médicaux et sociaux importants, sont
maintenant évitées. Ainsi, le STP permet d’éviter
certains gaspillages de médicaments consécutifs a
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une posologie inadéquate ou certaines associations
inutiles [7].

Pharmaco-économie de 1’association internationale
de STP [18] conclut que I’efficacité du STP est
fortement corrélée a la provision d’une
interprétation pharmacocinétique qualifiée, mais
que l’on manque encore d’études sur de
nombreuses classes de médicaments actuellement
dosés. Les bénéfices encourageants observés en
termes de réduction de morbidité et de mortalité
imposent de combler ces lacunes et de développer
la pratique du STP de la facon la plus efficiente et
cliniquement utile [3].

Conclusion

Un dosage médicamenteux approprié est essentiel
dans le cas de STP, I’élaboration d’une stratégie
d’adaptation posologique pourrait méme jouer un
role important dans la diminution de la toxicité
médicamenteuse, et aussi augmenter [’efficacité
thérapeutique. De nombreuses pistes existent pour
rendre plus performant le suivi thérapeutique des
médicaments, non  seulement au  niveau
préanalytique ou analytique, mais aussi dans une
globalité intégrant d’autres approches comme la
pharmacogénétique [2].

L’avenir de la discipline devrait passer par des
méthodes analytiques fondées sur la spectrométrie
de masse, moins de prescriptions systématiques de
dosages des médicaments et plus de demandes
d’aide pharmacologique a I’individualisation
thérapeutique associant pharmacocinétique et
pharmacogénétique, et par la spécialisation
d’équipes de pharmacologie par pathologie ou
classe thérapeutique, avec implication dans la
recherche clinique et/ou fondamentale
correspondante [3].
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L’événement du mois

Les deuxiemes journées Aurassiennes de
Biologie Moléculaires (JABM I1)

La journée scientifique (JAMB 1) est une des activités centrales des
programmes du Laboratoire Central de Biologie Moléculaire (LCBM)

Nous vivons depuis I’année passée (2018), des journées de formation
et d’information en Biologie Moléculaire, les étudiants et chercheurs se
réunissent pour une journée annuelle dont le niveau se compare trés
favorablement aux congrés internationaux de biologie moléculaire. Au
cours de cette journée, les professeurs, maitre de conférences, maitre-
assistants spécialistes, résidents et étudiants de maitrise et de doctorat en biologie présentent leurs travaux sous
forme d’affiches ou de présentations orales. Cette journée qui invite le monde des biologistes a participer
massivement aux prochaines rencontres est 1’occasion de nombreuses discussions entre les étudiants et les
chercheurs/professeurs. La journée a vu la participation d’un nombre important de scientifiques des différentes
disciplines biologiques, médecins, pharmaciens, biologistes, vétérinaires...

A cette occasion le président du comité d’organisation Professeur A. KASSAH-LAOUAR a prononcé un mot
lors de I’inauguration dans lequel, il a retracé 1’histoire de la biologie moléculaire a travers le temps.

République Algérienne Démocratique et Populaire e
Centre de Lutte Contre le Cancer Cﬂl
Laboratoire Central de Biologie Médicale

2 Journée Aurassienne
de Biologie Moléculaire

Président
de la jourhEs Pr Kassah-Laouar Ahmed
Secrétaire By Khebri Moana ¢ ¥ 4
générale Rl A0 Q ' -
o

23 424 Octobre 2019 \
La salle des conférences 2éme étage / CLCC Batna - :
Tel : 05653531255 Email : Icbm.cacbatna@gmail.com

Affiche des JABM II
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Le temps de la Biologie Moléculaire

Nous vivons en ce moment une période
débordante d’enthousiasme et offrant un large
éventail de possibilitts pour la recherche
biomédicale. Les disciplines en médecine et en
sciences naturelles, notamment la biologie, se
rapprochent plus que jamais, et les technologies
modernes permettent de répondre aux questions
avec un niveau de précision et de compréhension
qui dépasse tout ce que nous avons vécu jusqu’ici.
Les génomes de multiples é&tres vivants sont
ayjourd’hui  déchiffrés. C'est en 1900 que le
botaniste hollandais Hugo de Vries redécouvrit les
lois de Mendel qui permettait de comprendre les
regles de la transmission héréditaire des traits
caractéristiques des organismes. On ignorait alors
sous quelle forme concréte existait le patrimoine
héréditaire dans les cellules. En 1915, Thomas
Morgan (New-York Usa) démontra que I'ensemble
des chromosomes portait les "génes". En 1944,
O.Avery déecouvrait I'acide désoxyribonucléique ou
ADN, ce qui permettait a Crick et Watson
(Cambridge Grande-Bretagne) de comprendre en
1953 comment l'information héréditaire était
enregistrée sous forme d'un message codé dans les
génes. Leur découverte, sans doute l'une des plus
grandes du XX° siecle, démontre comment le
message héréditaire est écrit dans les génes sous
forme d'une suite de symboles constitués par les
unités chimiques de I'ADN (nucléotides).

Vingt ans plus tard, le génie génétique se développe
grace aux progrés de la chimie des acides
nucléiques. Des enzymes particulieres sont mises
au point au début des années 1970. Grace a ces

"manipulations génétiques”, les biologistes ont pu
faire produire des 1978 a des bactéries des
hormones humaines (insuline, hormone de
croissance). Les autres outils du génie génétique ont
été mis au point a la fin des années 1970 (“'sondes
génétiques”). Il faut noter que la PCR est
probablement I'une des découvertes scientifiques
les plus importantes et les plus innovantes, c’est
grace a cette technique, que la biologie moléculaire
a accompli en peu d’années des progrés sans
précédent. On comprend son intérét dans le
domaine de la biologie moléculaire lorsqu'on
souhaite identifier une séquence précise d'’ADN, la
modifier, rechercher une mutation puisqu'on peut
travailler sur une énorme quantité de matériel.
Grace a cette technique couramment utilisée dans
tous les laboratoires de recherche, il a été possible
de s'attaquer au projet de décodage complet du
génome humain. Les applications de la PCR
s'étendent & de nombreux secteurs de la recherche
scientifigue allant de Il'examen des momies
égyptiennes a la criminologie pour identifier un
criminel a partir d'un seul cheveux... La PCR sert
aussi a diagnostiquer  certaines  maladies,
notamment infectieuses. En effet, pour reconnaitre
la présence d'un virus ou d'une bactérie chez un
malade, il suffit de prélever un échantillon
biologique puis d'amplifier une séquence génétique
spécifique de l'agent infectieux. Quelques
fragments d’ADN bactérien ou viral suffisent. Les
infections a chlamydiae, le sida bénéficient déja de
ces recherches.

Je vous souhaite la BIENVENUE.

Professeur A.KASSAH-LAOUAR
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Intérét de la quantification de la charge virale dans le Dgc et le suivi des
infections a Herpesviridae: expérience du LCBM- CLCC-Batna

Communication présentée lors des JABMII

Biologie moléculaire

Article original
A. KASSAH-LAOUAR-M.K.KHEBRI-A.BENHARRA- Y.LOMBARKIA-S.BACHIR-. K. HELLAL.

Unité de Biologie Moléculaire-LCBM-CLCC-Faculté de Médecine-BATNA
Correspondance : Email : prkassah@yahoo.fr

Résume :

La mesure de la charge virale est un progrés important pour la compréhension physiopathologique, le diagnostic
et le suivi thérapeutique des infections virales. Les méthodes de PCR quantitative, en particulier la PCR en temps réel, ont
rendu la mesure des acides nucléiques viraux (ADN-ARN) sensible, reproductible, accessible et applicable & un grand
nombre de liquide biologique (sang total, plasma, LCR...). La mesure de la charge virale des infections a Herpesviridae
(CMV, EBV et HHV6) est actuellement devenue un élément incontournable dans le diagnostic et la surveillance des sujets
immunodéprimés. De méme cette quantification est utilisée pour anticiper la survenue des lymphoproliférations associées en
cas d’infection a EBV.

Mots clés : charge virale-CMV-EBV-HHV6

« L'arsenal diagnostique est pléthorique et performant wmats doit étre
utilisé avee wn certain esprit critique, sous pelne de s'égarer et de

pevdre du temeps et de Largent ,...»

Introduction

La mesure de la charge virale (CV) est un
progrés important dans la compréhension: de la
physiopathologique, le diagnostic et le suivi
thérapeutique des infections virales (CMV, EBV et
HHV6 et 8). La RT-PCR a rendu la mesure des
acides nucléiques sensible, reproductible, accessible
et applicable a un grand nombre de matrices
biologiques, au premier rang desquelles le sang
total, le plasma, urines, liquide broncho-
alvéolaire (LBA) et le liquide cérébro-spinale
(LCR). La mesure de la CV & CMV est un élément
essentiel de la surveillance des  sujets
immunodéprimés, de méme elle anticipe la
survenue de syndromes lymphoprolifératifs
associées dans le cas des atteintes a EBV.

Objectifs:
+  Evaluer la prévalence des HHVs (CMV-
EBV-HHV6) dans une population
«  Evaluer la mesure de la charge virale des
HHVs (CMV-EBV-HHV6) par
amplification génique.
Séroprévalence

Alpha — Herpes Béta-Herpes virus Gama —Herpes

virus virus
HSV-1: 70-80% CMV : 50-60% EBV : >90%
HSV-2 : 20-30% HHVG : > 90% HHV-8 : 2-5%

VZV > 90% HHV-7> 90%

Séroprévalence du HHV-8 en Afrique : 30-50 %
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Mesure et signification de la charge virale

La quantité de virus présent dans un tissu ou un
fluide biologique est appelée charge virale. Cette
CV est un Paramétre biologique essentiel pour le
diagnostic, le Pronostic et le suivi Thérapeutique
des infections virales humaines. Cette CV est
mesurée par PCR en temps réel qui est une
technique sensible qui permet une large plage de
quantification et un seuil de détection de 20UlI.
Depuis 2013, les résultats sont exprimés en Ul/ml.

11U/ml->2,4-5,2 copies/ml

La CV est un événement majeur qui permet la
quantification des ac. Nucléiques par une technique
de PCR, spécifique, rapide et précise. L’ADN
bicaténaire génomique des herpes virus, qui se
trouve soit dans les particules virales, soit dans les
noyaux des cellules infectées, est détectable grace a
I’hybridation moléculaire. La quantification des
ARN messagers ou transcrits reste un objectif
pertinent pour le diagnostic formel d’une
réactivation virale survenant a partir de 1’état de
latence mais nécessite encore des développements
techniques pour gagner en spécificité et en
sensibilité.

La spécificité de la réaction repose sur ’utilisation
d’amorces strictement complémentaires de I’ADN
du virus cible. La quantité de produits amplifiés est
estimée, a tout moment de la réaction et sans ouvrir
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le tube réactionnel, par mesure de la fluorescence
produite par une sonde spécifique. Le résultat de
I’échantillon de départ est exprimé en nombre de
copies du génome viral par référence a une gamme
étalon externe qui sera converti en lU/ml.

Dans certaines infections virales chroniques (CMV,
EBV..) une PCR positive n'est pas synonyme de
maladie, le développement et la standardisation des
PCR quantitatives permettront de définir des seuils
ou d'observer des cinétiques associées a une
pathologie.

Classification des Herpesviridae

Il existe plus de 120 especes avec une espéce
pathogéne pour I’homme, Virus B du singe
Herpes virus simiae i

3 SOUS-FAMILLES

[ ALPHAHERPESVIRINAE |

[ Gar1aHERPESVIRINAE |

EHV-2 HVS HHV-8

EBV Rhadinovirus
3 HSV-1
Lymphocryptovirus

Ald /HS\ 2
EHV-1

|BEZ4HERPESL7RIN4E }/ \\< PRV
T

Cytomegalovirus
HHV-6 oMV Cours II - illustration 1B/10

Huit virus herpes humains sont identifiés

Propriétés communes

Ces virus ont en commun certains caracteres.
virus & DNA de poids moléculaire élevé (150 a
230.000 paires de bases), codant donc un grand
nombre de protéines (une centaine). Une capside
icosaédrique faite sur le méme modele et un péplos
ou enveloppe, dérivé de la membrane nucléaire
Epidémiologie: ubiquitaires, Réservoir
spécifiguement humain, séroprévalence élevée,
60 % a 100 % de la population générale est
séropositive
— biologie : établissement d’une latence

Importance médicale

— fréquence des infections

% —gravité en fonction du terrain

+ Asymptomatique chez I’individu

sain mais persiste a vie sous

forme latente
% Symptomatique chez les

immunodéprimés (VIH, greffés)

et nouveau-nés.

*,

Le Cytomégalovicus (CMV)

*

EBV
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Mode de transmission

Transmission par le sang, la salive et les urines,
les sécrétions génitales, le lait maternel ;
I’excrétion est asymptomatique.
Deux pics d’acquisition : CMV et EBV
* Petite enfance, avant 3 ans
* Créches, collectivités
* Fréres et sceurs
* Allaitement
* Adolescence
* Transmission sexuelle
« et pendant la Grossesse
* 70% des cas avec exposition professionnelle
ou familiale a des enfants en bas age (salive
urines)
Pathogénie.
* Interaction étroite avec le systéme
immunitaire
*  Tropisme pour les cellules épithéliales et
fibroblastiques et pour les cellules souches
hématopoiétiques (CSH)
« Infection des cellules dendritiques
» Latence dans les précurseurs médullaires
et les cellules endothéliales.

oH.gL.go

Reddehase. Molecular Biology and Immunology 2006

3 phases principales:

Primo-infection Latence Réactivation

Sites de latence :

Les cellules constituant le siége de la latence
virale different selon les virus

- EBV: Lymphocytes B, cellules épithéliales
—-CMV  Monocytes-macrophages,  cellules
CD34+ de la moelle osseuse, cellules
endothéliale

- HHV-6A- HHV-6B Lymphocyte T, CD4+,
CD8+, NK, Monocytes-macrophages, cellules
épithéliales salivaire,

Clinique

Mononucléose infectieuse (MNI) : CMV-
EBV

Exanthéme subit/ (HHV®6) et de la roséole.
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— Graves chez 'immunodéprimé -

la femme enceinte.
; Réactivation++ : r6le de la prolifération

allogénique (transfusion, allogreffe)

Rétinite a CMV/

Pneumopathie a CMV

R e Intérét de la surveillance de la réplication
- ; ' : virale dans les infection a Herpesviridae.
e T LT La quantification de la CV aide a :

- l’identification de patients a risque

- déterminer le seuil de charge virale au-dela
duquel le risque de maladie est haut

- détermine le début précoce du traitement
de Dlinfection a CMV +++(virus se
réplique rapidement).

- Mesures de charge virale utiles pour

@ &
B

‘ b'o

Nombreux cancers: _ surveiller la réponse au traitement et
—  Lymphome de Burkitt, prédire le temps requis pour réduire la
—  Cancer du nasopharynyx, charge virale au minimum (cinétique),
— Cancer du colon, du cerveau...
Latence
— infections asymptomatiques ou
bénignes
Mesure de la charge virale circulante.
Virus Surveillance CV Seuils proposés
CMV Surveillance de la CV: sang total/plasma: i e Seuil : 1000-10 000 copies/ml
CV-> prédictive de maladie 8 CMV (Ul/ml)
Antigénémie pp65->seuil 25-50 cellules/2.10E5) : *  Receveurs organe solide: 2275 (3,35
IFI log) Ul/ml
ADNémie par RT-PCR (Infactive) (virus ne « CSH:
circule pas libre dans le sang) - 135 (213 log) Ul/ml de
Sang total sur EDTA: matrice tous virus--- plasma
ADNemie plus précoce dans le sang total/plasma - - 2500-5500 (3,4-3,7 log)
SRT PCR+++ Ul/ml de sang total
Corrélation imparfaite
Agpp65/ADNémie :
utiliser I’un ou ’autre pas les deux
EBV * CV: sang et plasma (virus sont a la fois *  ADNémie >10 000 Ul/mL ou 10 000
en phase de latence et en phase copies/mL
productive) » Indication du TRt en cas de greffes de
. CSH:
+ 10000 Ul/mL (anticipé)
> 100 000UI/mL (greffé ou non)--
>&d LP.
10 000-100 000 Ul/mL->zone grise-
—>confrontation clinico-biologique,
HHV6 + Q CV: sang total+++ (virus intra- *  ADNémie: 1000 copies/ml de génome
leucocytaire) viral par ml de sang total.

. +  ADNémie: > 10° UI/mL, trés élevée et
stable--—> une intégration
chromosomique de HHV6A et
HHV6B.

e ->Confirmer par échantillon. de
follicules pileux ou d’ongles.
e CV Tissu > CV Sg total -
->multiplication in situ (tissu)
Evolution de la charge virale circulante >Valeur de CV détectée dans 95% des
sous traitement cas
*  Négativation de la PCR en 15-21 jours >Valeur de CV NON détectée dans 5%
(dépend de la charge virale initiale) des cas

*  Seuil de sensibilité:
= Sensibilité 200 —500 copies/mL
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Notre expérience
Matériels et Méthodes
Cadre et population d’étude:
- Type d’étude: rétrospective
-Echantillonnage:
prélevements recueillis sur tube EDTA
-Centre de 1’étude: LCBM-BM-
CLCC-Batna,
-Période:
Septembre 2019,
-origine des prélevements: tt ETB
confondus (CHU-EPH Batna-CCLCC
Batna et externes),tous les prélévements

221

Décembre 2017-

étaient a  visé  Diagnostic  (pré-
greffes/post-greffes)
2- Méthodes d’étude:
- Collecte des échantillons: Les

échantillons de sang prélevés ont été
conserves a - 20°C. pour une utilisation
ultérieure,

Extraction et amplification de I’ADN
viral (EBV, CMV, HHV6):

Résultats

I’ADN viral a été extrait a partir du sang
total/du plasma a 1’aide du kit <DNA-
Sorb-B > (SACACE biotechnologies R,
Italie). L’amplification a été réalisée en
utilisant le kit<<Multiplex Real Time PCR
Kit for quantitative détection and
differentiation of  Cytomegalovirus,
Epstein Barr virus and Human Herpes 6
virus, SACACE biotechnologies R,
Italie>>a 1’aide de [I’appareil PCR,
SaCycler-96 Real Time PCR v.7.3 (Sacace
Biotechnologies). Le volume réactionnel
était de 25ul dont 10ul d’ADN.

Le programme d’amplification sur
SaCycler-96 pour la PCR multiplex en
temps réel des HHVs était le suivant: 1
cycle de 95°C pendant 15 minutes, 5cycles
composes de 95°C pendant 05s, 60°C
pendant 20s, 72°C pendant 15s; et 40
cycles composes de 95°C pendant 05s,
60°C pendant 30s et 72°C pendant 15s.

Tableau I : Prescription RT PCR en fonction des services:

Néphro Infectieux Chirurgie Med.interne | Autres Total
Ech. 128 24 14 212 43 221
Frég.% 57.9 10.85 6.33 5.4 19.45 100

Graphe 1 : Distribution en fonction de I’Age
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Sex-ratio: 1.4
Moyenne d'age: 34,5

Prévalence des infections HHVs (EBV,
CMV, HHV6) dans la population
d’étude par RT-PCR :

- sur les 221 échantillons analyses, 54,3%
(120/221) étaient positifs a au moins un
des trois herpes virus (EBV=49, CMV=67,
HHV6= 4).

Co-infections:

L’infection la plus fréquente était celle liée
au CMV (30,3% soit 67/221) suivie des
infections a EBV (32,45% soit 49/154) et
au HHV6 (2,6% soit 4/154).

CMV + EBV CMV + HHV6 EBV + HHV6 CMV + EBV + HHV6
Ech. 17 0 2 2
Fréq.% 11 00 1.6 1.2
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Nous avons trouvé 21 cas de coinfections
sur les 154 prélévements recus par au
moins un des trois herpés virus humains
(21/154), soit une fréquence de 13,6%. La
coinfection CMV+EBV était majoritaire
(17/154 soit 11%).

Discussion
e 2013:

—  Etude 200 échantillons de plasma
sanguin de femmes enceintes au
Burkina-Faso:

— 18 (9,0%) étaient positifs a au
moins un des trois virus,

— 12 (6,0%) au EBV, 13 (6,5%) au
CMV et 12 (6,0%) positifs au
HHV-6.

— 10/18 cas (55,6%) coinfections

* 90,0% (9/10) d’infection

multiple
EBV/CMV/HHV6
« 10,0% de coinfection
EBV/HHVG.
« CMV:
—  Koweit: 4.5%-10,11%
— Egypt: 12%, 18.18%, 30% et
30.16%
« HHVE:
- Italie: 1.00%

- New York (USA): 22.80% et 22.20%
(sang périphérique et Cellules mononucléees.
Cette discordance des résultats HHVs peut
s’expliquer non seulement par:
lanature du fluide biologigue utilisé mais aussi
par les stades d’infection (primo-infection,
réactivation, réinfection),

Etat immunologigue des patients,

Sensibilité et spécificité des tests (PCR
multiplex en temps réel et la PCR quantitative
en temps reel).

En effet, la virémie serait plus élevée dans
I’urine maternelle et le liquide amniotique que
dans le plasma sanguin.

Conclusion

- La mesure de la CV par PCR quantitative
est un progres important dans la
compréhension et la prise en charge
médicale des infections a CMV,
EBV,HHV-6 et HHV-8.

- Penser a une meilleure standardisation
des techniques.

- Avenir proche: Marqgueurs biologiques
de transcription virale, de modifications
épigénétiques des génomes _ viraux,
effecteurs cellulaires et humoraux de la
réponse _immunitaire antivirale ---=>
compléter les contributions de la mesure
de la charge virale dans la gestion des
infections a herpésvirus
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Page d’histoire

Louis PASTEUR (1822-1895)

Premiére Partie

Adapté de Wikipedia

Le pionnier de la bactériologie

Par Professeur A.KASSAH-LAOUAR
LCBM-CLCC-Batna
rkassah@yahoo.fr

"Le hasard ne favorise I’invention que pour des esprits préparés aux découvertes par
de patientes études et de persévérants efforts."
Biologiste et chimiste francais, créateur de la bactériologie et de la microbiologie.
“Louis PASTEUR n'a été ni médecin ni chirurgien, mais nul n'a fait pour la médecine et la chirurgie autant que
lui. Parmi les hommes a qui la Science et I'Humanité doit beaucoup, Pasteur est resté souverain.” Henri
Mondor de I'Académie Francaise.
La vie de Pasteur est toute empreinte de simplicité et de qualité morale. Tout dans son ceuvre scientifique est
articulé avec tant d'harmonie, qu'on dirait I'nomme prédestiné et sa mission réglée par quelque puissance

surnaturelle.

Chimiste de formation, il sera a 1’origine des plus
formidables révolutions scientifiqgues du XIXéeme
siecle, dans les domaines de la biologie,
I’agriculture, la médecine ou encore I’hygiéne,
jusqu'a la mise au point du vaccin contre la rage.
Emaillée de découvertes révolutionnaires, la vie de
Louis Pasteur est aussi marquée par plusieurs
drames qui ont sans doute contribué a motiver sa
soif de comprendre les maladies de son époque.
Infatigable et passionné, il n’a pas hésité a traverser
la France pour aller au bout de ses théories ou pour
résoudre les problémes agricoles et industriels
posés par les maladies infectieuses.

Considéré comme 1'un des peéres de
la microbiologie, Louis Pasteur s’est dévoué corps
et &me pour faire avancer la science et la médecine.
Au cours de sa carriere, il n’a pas seulement
découvert le vaccin contre la rage, il s’est penché
sur de nombreux domaines. De la fermentation au
développement scientifique de la vaccination, Louis
Pasteur a montré une détermination sans borne.
Trés tot, il fait preuve d’un vif intérét pour les
lecons qui lui sont enseignées et ses capacités
intellectuelles ravissent tous ses professeurs.

La tdche est rude, mais quelques années de
préparation lui permettent d’atteindre son objectif et

de se consacrer pleinement a la chimie et a la
physique. Son attention se fixe plus
particuliérement sur la cristallographie, qui
devient le sujet de sa thése. Ainsi, il pose les
fondements de la stéréochimie. Couronné de
succes, il obtient un poste de professeur & Dijon. Il
enseigne par la suite a Strashourg avant d’étre
nommé doyen et professeur de chimie a la nouvelle
université de sciences, a Lille.

Naissance et enfance de L. Pasteur

Louis Pasteur est né en 1822 dans la maison
familiale de Dole, dans le Jura, troisiéme enfant de
Jean-Joseph Pasteur et de Jeanne-Etienne Roqui. 1l
est baptisé dans la Collégiale Notre-Dame de Dole
le 15 janvier 1823. Son pére, aprés avoir été sergent
dans ’armée napoléonienne, reprit la profession
familiale de tanneur. En 1827 la famille quitte Dole
pour Marnoz lieu de la maison familiale des Roqui,
pour finalement s'installer en 1830 a Arbois
(maison de Louis Pasteur a Arbois), localité plus
propice a l'activité de tannage. Le jeune Pasteur suit
a Arbois les cours d'enseignement mutuel puis entre
au collége de la ville. C'est a cette époque qu'il se
fait connaitre pour ses talents de peintre; il a
d'ailleurs fait de nombreux portraits de membres de
sa famille et des habitants de la petite ville.

Dés son enfance il adorait dessiner. A cet &ge, son
talent pour le dessin était bien supérieur a ses
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capacités scientifiques. Personne n'aurait pu
imaginer la carriére qu’il a suivie par la suite !
Contrairement a ce que l'on pourrait penser, il
n'était pas un éléve brillant. A I'époque, les sciences
ne le passionnaient pas. Il adorait peindre ou graver
des dessins. Son peére souhaitait qu’il devienne
professeur. Il a obtenu un baccalauréat littéraire en
1840 et ce n'est que deux ans plus tard que qu’il
s’est orienté vers les mathématiques. I1 est
persuadé que pour faire avancer la science, il faut
associer différentes disciplines. C'est pour cela qu’il
a voulu étre également dipldmé de physique, chimie
et biologie.

Sa formation

Il part au lycée royal de Besangon. Puis, en octobre
1838, il le quitte pour I'Institution Barbet & Paris
afin de se préparer au baccalauréat puis aux
concours. Cependant, déprimé par cette nouvelle
vie, il abandonne cette idée, quitte Paris et termine
son année scolaire 1838-1839 au Collége d'Arbois.
A la rentrée 1839, il réintégre le collége royal de
Franche-Comté, a Besangon. En 1840, il obtient le
baccalauréat en lettres puis, en 1842, aprés un
échec, le baccalauréat en sciences mathématiques.
Pasteur retourne a Paris en novembre. Logé a la
pension Barbet ou il fait aussi office de répétiteur, il
suit les cours du lycée Saint-Louis et assiste avec
enthousiasme a ceux donnés & la Sorbonne par
Jean-Baptiste Dumas ; il a pu également prendre
quelques lecons avec Claude Pouillet.

A Paris il suit des conférences a la Sorbonne et
effectue au lycée Saint-Louis une année de
préparation a I'entrée a I'Ecole Normale. En 1843 il
est finalement admis — quatrieme & [I'Ecole
normale. Il a pour maitre Jean-Baptiste Dumas, ce
professeur fait sur lui une impression profonde : "...
Un de ces éveilleurs d'idées qui suscitent les
vocations scientifiques.

Licencié és sciences en 1845, il est nommé
professeur de physique au lycée de Tournon en
Ardeche, mais reste attaché a I'Ecole Normale
Supérieure comme agrégé préparateur.

Dorénavant les travaux de Pasteur vont se dérouler
sur trois périodes.

Il exerce comme professeur de physique au lycée de
Dijon en 1848. Il entreprend des recherches sur le
dimorphisme et fait & I'Académie des Sciences une
communication historique "Sur la relation qui peut
exister entre la forme cristalline et la composition
chimique, et sur la cause de la polarisation
rotatoire” (le dédoublement du paratartrate de soude
et d'ammoniaque) qui par sa qualité, lui assure
bientét la notoriété. Puis en 1849 il est nommé
professeur agrégé suppléant de chimie a la faculté
des sciences de Strasbourg.

Mariage de Pasteur.

Il épouse, le 29 mai 1849, Marie Laurent, fille du
recteur de l'académie de la ville. Pour se faire
accueillir, il fait état de ses plus nobles projets,

pense plus sérieusement a I'Institut. Mais c'est un
amoureux émotif et attendri, doutant et espérant, il
écrit : "Je sens bien que je n'ai rien de ce qui, tout
d'abord, plait a une jeune fille. Mais mes souvenirs
me disent que quand j'ai été beaucoup connu des
personnes, elles m'ont aimé." Il songe presque a
abandonner ses cristaux tant son cceur est déchiré et
impatient. Le mariage sera qualifié "d'union
exemplaire." De 1850 a 1863 naissent, dans le
ménage de Pasteur quatre filles et un fils; trois des
filles meurent entre 1859 et 1866. Durant quelques
mois, & la suite de la mort de sa mere, Pasteur va
rester effacé, plongé dans un chagrin profond. Son
équilibre affectif retrouvé, il s'intéressa a nouveau
avec plus d'ardeur a ses travaux.
En 1851 et 1852 Pasteur publie deux mémaoires sur
les acides aspartique et malique.
Il devient titulaire de la chaire de chimie de la
faculté de Strashourg en 1852 et découvre qu'un
rayon de lumiére polarisée est dévié ou non, selon
la nature de la solution quil traverse. La
stéréochimie des cristaux est née.
Cette méme année, c'est la Révolution. Pasteur
rassemble ses modestes économies pour les offrir a
la Patrie en un autel élevé place du Panthéon.
En 1853, Pasteur est fait Chevalier de I'Ordre
Impérial de la Légion d'Honneur. 1l recoit le prix de
la Société de Pharmacie de Paris pour la synthése
de I'acide racémique.
En 1854, aprés plusieurs années de recherche et
d'enseignement a Dijon et a Strasbourg, Pasteur est
nommé professeur et doyen de la faculté des
sciences de Lille.
Pasteur partit pour Lille, devint doyen de la faculté
des sciences et professeur de chimie. A l'origine,
cette faculté avait été fondée, en partie au moins,
pour résoudre les problemes pratiques de certaines
industries de la région, en particulier dans le
domaine de la production de boissons alcoolisées.
Dés 1855, Pasteur débute des études sur la
fermentation et la vie anaérobie.
Au temps de Pasteur, le terme de fermentation était
appliqué aux altérations qui se produisent souvent
dans les solutions organiques et qui aboutissent a
des substances alcoolisées ou acides. Les processus
fermentaires étaient déja connus dans I'Antiquité:
ils permettent en effet d'obtenir des aliments
agréables et des boissons savoureuses.
Les changements qui se produisent dans les cuves
de fermentation laissaient croire & I'existence de
forces mystérieuses. L'idée que les levures jouent
un certain réle dans ce phénomeéne n'était pas
nouvelle, mais c'est Pasteur qui démontra en 1856
que la production d'alcool est bien due & des micro-
organismes trés difficiles a voir au microscope.
Cest en examinant wune solution d'acide
paratartrique qu'il s'était apercu que, sous l'effet
d'une moisissure, cet acide avait fermenté et qu'il
s'était dissocié : on ne trouvait plus dans le liquide
fermenté que l'acide tartrique gauche, l'acide
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tartrique droit avait été décomposé "désassemblé".
Ainsi, une substance inactive sur la lumiére
polarisée (acide paratartrique) était devenue active
(acide tartrique gauche) sous l'influence d'une
fermentation.

En 1857, il est rappelé a Paris, ou il est nommé
administrateur et directeur des études scientifiques
de I'école Normale Supérieure de Paris.

Cette méme année il publie deux mémoires un
""Mémoire sur la fermentation appelée lactique™,
l'autre sur la fermentation alcoolique qui établit
I'origine microbienne de la fermentation et peut étre
considéré comme l'acte de naissance de la
microbiologie.

Dans les conditions naturelles, toutes les
fermentations sont l'cuvre d'un micro-organisme
vivant : le ferment. "'Les fermentations sont une
ceuvre de vie." et & chaque fermentation répond un
ferment particulier. Il arrive & multiplier ces micro-
organismes et c'est a cette occasion qu'il imagina la
méthode des cultures pures qui sera dorénavant la
base des études bactériologiques. Certains ferments
ne peuvent vivre qu'en présence d'oxygene. Pour
d'autres, au contraire, I'oxygéne a la valeur d'un
poison. Ainsi la distinction était faite pour la
premiére fois entre deux modes de vie: I'aérobiose
et l'anaérobiose. 1l démontre que les germes
n'apparaissent pas spontanément dans les milieux
fermentescibles, mais qu'ils proviennent du milieu
environnant et se multiplient lorsqu'ils rencontrent
des conditions favorables. Un milieu nutritif
stérilisé par chauffage ne peut pas fermenter s'il est
conservé a l'abri des germes: telle est la fameuse
conclusion des expériences avec les ballons a "col
de cygne". On parlait ainsi de fermentation
alcoolique, de fermentation acétique ou de
fermentation butyrique.

Cest l'origine de toute la  technique
microbiologique. Pasteur s'est ainsi affirmé comme
chimiste-biologiste.

L'année suivante il installe son laboratoire dans les
greniers de I'école Normale, rue d'Ulm et

commence son enquéte sur la "génération
spontanee”

Louis Pasteur dans son laboratoire de I'Ecole Normale
Supérieure (rue d'UIm).Gravure d'Adrien Marie publié dans
I'I'Univers Illustré le 12 Décembre 1885.
Copyright®©Institut Pasteur

En 1859 le Prix de Physiologie Expérimentale de
I'Académie des Sciences lui ait décerné pour ses
travaux sur les fermentations.

Il étudie la formation du vinaigre et la
transformation de I'alcool en acide acétique par un
micro-organisme, le Mycodermaaceti, qui fixe
l'oxygene de l'air sur lalcool. Il montre aux
vinaigriers comment obtenir un vinaigre d'une
qualité constante

Le 5 novembre 1860 suite a une précédente
communication relative aux générations dites
spontanées il déclare devant I'Académie des
Sciences dont il n'est pas encore membre: "Ce qu'il
y aurait de plus désirable, serait de conduire assez
loin ces études pour préparer la voie a une
recherche sérieuse de l'origine des diverses
maladies".

En 1861 le Prix Jecker Académie des Sciences pour
les recherches sur les fermentations lui ait attribué,
il publie dans le bulletin de la Société chimique de
Paris I'ensemble des résultats sur la question du
vinaigre.

A suivre...
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CAS CLINQUE

Par Professeur A.KASSAH-LAOUAR

Un homme de 30 ans présente depuis hier une
dysurie intense avec pollakiurie.
A l'examen on observe une goutte de pus franc au
méat urétral. L'examen est par ailleurs normal.

Quelle est la bactérie la plus probablement en
cause ?
- Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Chlamydia trachomatis

Mycoplasma hominis

Mycoplasma urealyticum

Neisseria gonorrheae

Réponse :

Une femme de 25 ans présente une forte dysurie
avec pollakiurie. Elle décrit 1 épisode semblable
dans l'année écoulée. L'examen clinique est par
ailleurs normal. Vous recueillez des urines & mi-jet :
elles vous apparaissent troubles.
Quelle est la bactérie le plus souvent en cause
dans cette pathologie ?
- Klebsiella pneumoniae

Staphylococcus epidermidis

Enterococcus spp.

Escherichia coli.

Chlamydia trachomatis

Réponse :

Une femme de 40 ans, revenant d'un voyage en
Afrique  tropicale présente  une diarrhée
intermittente avec émission de glaires sanglantes.
Elle se plaint de violentes crampes anales et rectales
et de faux besoins. Sa température est de 39° C. La
déshydratation est peu importante.

Quel est le genre bactérien le plus probablement
en cause ?
- Salmonella spp.

- Yersinia enterocolitica

- Escherchia coli Entero-hémorragique

-Shigella
- S.aureus
Réponse :
Vous travaillez dans un centre médical avec
antenne chirurgicale en brousse au Sahel.

On vous améne 5 patients agés entre 15 et 30 ans
présentant depuis quelques heures une diarrhée
aqueuse intense. 3 sont normo thermiques, 2 sont
hypothermiques. Tous sont déshydratés. 3

Microbiologie clinique

présentent des vomissements en jet.
Ces sujets étaient en bonne santé jusqu'alors.
La culture bactérienne objective un:
cholerae.

Quelle analyse simple vous permettra, dans ce
contexte, daffirmer le diagnostic avec des
sensibilités et spécificité de 90 % ?

Test a I’oxydase

Coloration de Gram

Culture sur milieu GNAB

Examen microscopique des selles entre lame et
lamelle

Aspect macroscopique des selles

Identification par galerie API 20E

Vibrio

Réponse :

Il s'agit d'une patiente de 57 ans qui vient d'étre
admise en réanimation.
Depuis 15 jours, cette patiente présentait une
asthénie avec dyspnée, toux seche, sueur, frissons et
rachialgie pour lesquels elle consulte le 03/08/2005
le remplacant de son médecin traitant. Devant la
prédominance de la plainte rachidienne, il prescrit
des anti-inflammatoires, et des antalgiques. Devant
I'absence d'amélioration, notamment de I'asthénie et
des douleurs dorsales, la patiente consulte le
08/08/2005 au Service d'Accueil des Urgences.

Au Service d'Accueil des Urgences, I'examen
cliniqgue retrouve un rachis cervical et dorsal
douloureux d'une fagon diffuse. La patiente
présente de la fievre a 40°C. L'auscultation
pulmonaire retrouve des crépitants de I'ensemble du
poumon gauche. Sur le plan para clinique, on
retrouve une CRP a 628, une hyperleucocytose a 18
500 globules blancs, une natrémie a 130 mmol/L
ainsi qu'une cytolyse et une cholestase.

Le médecin pose le diagnostic clinique(non
étiologique) de Pneumopathie.

a- Quels sont les agents infectieux les plus
Probablement en cause, par ordre de fréquence :

Réponse :

Des examens microbiologiques sont
prescrits comme : Recherche d'antigénes urinaires
de pneumocoque et Legionella, bactériologie des
crachats, éventuellement sérologie
Chlamydiapneumoniae et Mycoplasma.

Le laboratoire de microbiologie vous informe, le
jour méme, des premiers résultats pour cette
patiente : ils sont positifs pour un des germes
évoqué.
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b-- De quel examen vous parle-t-on ?
Antigenes urinaires

Bactériologie des crachats

Sérologie de chlamydia et
Mycoplasma

Culture du pneumocoque

Réponse:.

6-. Dans le contexte d’une pneumonie motivant
I’hospitalisation chez un homme de 50 ans
Recherche des antigénes solubles dans le sang.

tabagique (30 paquets années),
quels tests de diagnostic bactériologique rapide
devez-vous pratiquer ?

Bactériologie des crachats

Recherche du MBT dans les crachats

Sérologie d Chlamydia et Mycoplasma

Recherche d'antigénes urinaire de legionella et de
pneumocoque.

Recherche d'antigénes urinaire de legionella et de pneumocoque.

Réponse :
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HISTOIRE DES MOTS CROISES ET FLECHES

Par Professeur KASSAH-LAOUAR Ahmed
Laboratoire Central de Biologie Médicale-
CLCC-Batna

En inventant les cases noires, un violoniste
américain d'origine anglaise, Arthur Wynne, a
véritablement inventé les mots croisés ; il a proposé
sa premiere grille en Angleterre, sans succes.
Le 21 décembre 1913, il I'a publiée dans un journal
américain, le «New York World» (dans son
supplément le «Fun»), mais sans les cases noires,
qu'il a introduites plus tard. Le succes a suivi.
Dabord via I'Angleterre (Morley Adams, 1924,
dans le «Sunday Express» - il fonda la premiére
agence de mots croises), puis en France la méme
année (a la une du «Dimanche-Illustré», puis dans
«le Gaulois» et «I'Excelsior»).
Tristan Bernard consolide la bonne fortune du jeu,
en casant des petits dessins dans sa grille, des petits
dessins faits de cases noires. Quand elles
contenaient trop d'astuces, ses grilles étaient
accompagnées d'explications. Jean Richepin et
Renée David lui emboitent le pas.
Le 2 novembre 1924, la premiére grille de mots
croisés britannique est publiée dans le Sunday
Express. Cette grille avait été en fait achetée a
Arthur Wynne. En France, la premiére grille a été
publiée le 9 novembre 1924 par I'hnebdomadaire
Dimanche-Illustré, sous le nom de « Mosaique

mystérieuse ».

LA MOSAIQUE MYSTERIEUSE

“Scue e donamen! - Epaston s il des 13 cofés
JeenROSSAT rtosi ate oyensie.r i dos
Tanean s e i By

Au commencement étaient les "mots carrés"”, sans

cases noires, dont on trouve quelques exemples des

I'Antiquité. Le plus célebre d'entre eux est le carré
magique "Sator", dont le plus vieil exemplaire a été

retrouvé enfoui dans les ruines de Pompéi.

Les mots croisés de I'ere moderne apparaissent aux
Etats-Unis en décembre 1913. Arthur Wynne,
émigré anglais, travaille comme journaliste au New
York World. Il a l'idée de créer une grille en
losange, a laquelle il ajoute des cases noires pour
séparer les mots. Par la suite, les grilles deviendront
carrées ou rectangulaires mais garderont souvent

une architecture symétrique.
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Apreés la premiére Guerre Mondiale, ils arrivent au
Royaume-Uni puis en France en 1924 sous le nom
de "mosaique mystérieuse” et rencontrent
rapidement le succeés, avec des définitions dans un
premier temps trés "terre-a-terre”. Par la suite, le
deviendra  un

romancier  Tristan  Bernard
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verbicruciste reconnu et contribuera largement a
I'essor des mots croisés en France, grace a des
définitions amusantes et pleines d'esprit. D'autres
auteurs suivront, comme Renée David et Jean
Richepin.

La définition, et donc le mot, primant sur I'aspect
esthétique de la grille, les verbicrucistes francais
abandonneront bien vite I'orthodoxie symétrique
des grilles anglo-saxonnes. D'autres régles bien
francaises apparaitront, comme le faible nombre de
cases noires, augmentation la difficulté de la grille,
ou l'absence de cases noires sur le pourtour de la
grille (régle que s'était imposée le verbicruciste

Robert Scipion).

L& MOSATOUE MYSTERIEUSE

En 1969, un certain Jacques Capelovici importe de
Suéde un nouveau concept de grilles de mots
croisés dont les définitions se trouvent dans les
cases. Ce sont les fameux "mots fléchés". Maitre
Capello, parallélement a sa carriere a la télévision,
rédigera les mots fléchés de Télé 7 Jours jusqu'en
2010, pendant plus de 40 ans.

Bibliographie :
Pour aller plus loin dans I'histoire des mots croisés,

vous pouvez utilement consulter les sites suivants :
Article  "Mots croisés” sur l'encyclopédie
Wikipedia

e Un article de Jacques Drillon dans le

Nouvel Obs, a l'occasion du centenaire des
Mots Croisés
e Et surtout le dossier trés complet de

Cruci.com
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Mots croisés par une toux accompagnée
d'expectorations.
Grille N°1 9. Paludisme.

10. Anomalie de I'eeil qui se traduit par une
vision floue des objets éloignés

1. Sedit d'une tumeur, d'une maladie qui peut

causer la mort.

Synonyme de grippe.

3. Etat caractérisé par une perte de
conscience, de sensibilité et de mobilité,
avec conservation plus ou moins compléte
des fonctions végétatives (respiration,
circulation).

4. Inflammation de l'oreille.

5. Maladie contagieuse, d'origine virale,
généralement bénigne, se manifestant par
l'éruption de boutons. 90 % des cas
surviennent chez les enfants de moins de
10 ans.

6. Opération chirurgicale qui consiste a
transférer sur un individu une partie du
corps (tissu, organe) prélevée sur lui-
méme ou sur un autre individu.

7. Inflammation du pancréas.

8. Inflammation des voies aériennes entre la
trachée et les poumons, qui se manifeste

N
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Quiz : Biologie Moléculaire

1

Combien la molécule d'ADN comporte-t-elle de
brins ?

Un seul brin

Deux brins

Trois brins

2

Dans quelle partie de la cellule la molécule
d'ADN est-elle située ?

Le noyau

Le cytoplasme

La membrane plasmique

3

Quelle étape est marquée par la transformation
de I'ADN en ARN pré-messager ?

La traduction

La transcription

La maturation

4

Quel brin de I'ADN est conservé au cours de
cette étape ?

Le brin transcrit

Le brin non transcrit

Un autre brin

5

Comment se forme ensuite I'ARN pré-messager
?

Il se forme de fagon complémentaire par rapport au
brin transcrit de I'ADN.

Il se forme de fagon complémentaire par rapport au
brin non transcrit de I'ADN.

Il se forme de facon identique par rapport au brin
transcrit de I'ADN.

6

Quelle base ne peut-on pas trouver dans un ARN
pré-messager ?

La thymine

L'uracile

La guanine

Par professeur A. KASSAH-LAOUAR

7
Laquelle de ces étapes est marquée par le
passage de I'ARN pré-messager a [I'ARN
messager ?

La maturation

La traduction

La transcription

8

Au cours de cette étape, que deviennent les
introns ?

Ils sont conservés.

Ils sont éliminés.

Leur proportion est doublée.

9

Quelle étape est marquée par le passage de
I'ARN messager a la protéine ?

La transcription

La maturation

La traduction

10

Combien de nucléotides comporte un codon ?
Deux nucléotides

Trois nucléotides

Quatre nucléotides

11

Lequel de ces codons ne peut pas exister ?

Le codon A-U-G

Le codon A-T-G

Le codon U-U-U

12

Comment se nomme le codon permettant de
mettre fin a la synthése de protéines ?

Le codon stop

Le codon arrét

Le codon fin
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Citations et proverbes du numeéro

Par A KASSAH-LAOUAR
LCBM-CLCC-Batna

La santé est la chose essentielle apres la moralité.

Thomas Jefferson (Lettre a Pierre Carr, le 10 ao(it 1787)

Le bonheur ne s‘acquiert pas, il ne réside pas dans les apparences, chacun
d'entre nous le construit a chaque instant de sa vie avec son coeur.

Proverbe Africain

Apres avolr terming ce numéro, on dit :

@ )

Ceux qui pensent que c’est
impossible sont priés de ne pas
déranger ceux qui essaient...

e
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AvIS
Bonjour chers amis et collégues.
Le président de I’association ainsi que tous les membres fondateurs ont le plaisir de

vous annoncer la naissance de votre association scientifique, Association de Microbiologie
Clinique des Aurés (AMICA).

A cet effet nous invitons tous nos amis biologistes de nous préter contribution et main
forte quant a la réussite dans sa mission.

AMICA héberge tous les biologistes de la région sans distinction.

Adhérer a votre association AMICA

e
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République Algérienne Démocratique //\\
et Populaire C NI\
Centre de Lutte Contre le Cancer ex:CAC .

Laboratoire Central de Biologie Médicale -

Les 3emes Rencontres Aurassiénnes

De Microbiologie Clinique
JAMIC III

Infections liées
AuXx seins

el cancers
11&12 Mars 2020
\

Président du comité d'organisation :
Professeur A. Kassah-Laouar
Secrétaire général :
Dr M.Khebri

Date limite de soumission des abstracts: 25 février 2020 % 0553531255
22 khebrim@yahoo.fr / prkassah@yahoo.fr

RAL numéro 00 Décembre 2019 Page 71



Revue Aurassienne du Laboratoire 2019

Corrigé cas clinique microbiologie clinique page 63 :

Cas clinique 1 :
Réponse:Neisseria gonorrhoeae

Cas clinque 2:
Réponse:Escherichia coli.

Cas clinique 3 :
Réponse:Shigella.

Cas clinique 4 :
Réponse :
Examen microscopique des selles entre lame et lamelle.

Cas clinique 5 :

Réponse :

a- - Pneumocoque, Légionella, Mycoplasma, Chlamydia.
b- Antigenes urinaires

Cas clinique 6 :
Réponse :
- Recherche d’antigénes urinaires de legionella et de pneumocoque.

Par professeur A. KASSAH-LAOUAR
. ]
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Réponse du Quiz Biologie Moléculaire

% Bonne réponse

Combien la molécule d'ADN comporte-t-elle de
brins ?

Un seul brin

Deux brins

Trois brins

« Elle est composée d'un brin non transcrit et d'un
brin transcrit. »

2% Bonne réponse

Dans quelle partie de la cellule la molécule d'ADN
est-elle située ?

Le noyau

Le cytoplasme

La membrane plasmique

« Elle est donc située au coeur de la cellule. »

3% Bonne réponse

Quelle étape est marquee par la transformation de
I'ADN en ARN pré-messager ?

La traduction

La transcription

La maturation

« Cette étape nécessite I'apport d'une enzyme :
I'ARN polymérase. »

4% Bonne réponse

Quel brin de I'ADN est conservé au cours de cette
étape ?

Le brin transcrit

Le brin non transcrit

Un autre brin

« L'ADN est composé uniquement de deux brins. »
5% Bonne réponse

Comment se forme ensuite I'ARN pré-messager ?
Il se forme de facon complémentaire par rapport
au brin transcrit de I'ADN.

Il se forme de fagon complémentaire par rapport au
brin non transcrit de I'ADN.

Il se forme de facon identique par rapport au brin
transcrit de I'ADN.

« Pour mémoire, la cytosine est complémentaire
avec la guanine et la thymine est complémentaire
avec l'adénine. »

6 % Bonne réponse

Quelle base ne peut-on pas trouver dans un ARN
pré-messager ?

La thymine

L'uracile

La guanine

« Petite exception au cours de la transcription : la
thymine s'oxyde en uracile.

Il est donc impossible de la trouver dans un ARN
pré-messager. »

7% Bonne réponse

Laquelle de ces étapes est marquée par le passage
de I'ARN pré-messager a I'ARN messager ?

La maturation

La traduction

La transcription

« Cette étape se caractérise par la fragmentation de
I'ARN pré-messager en différents trongons : les
introns et les exons. »

8 % Bonne réponse

Au cours de cette étape, que deviennent les introns
?

Ils sont conserveés.

Ils sont éliminés.

Leur proportion est doublée.

« Seuls les exons sont conservés, les introns sont
donc éliminés. »

9% Bonne réponse

Quelle étape est marquée par le passage de I'ARN
messager a la protéine ?

La transcription

La maturation

La traduction

« Cette étape se passe dans le cytoplasme de la
cellule. »

10%" Bonne réponse

Combien de nucléotides comporte un codon ?
Deux nucléotides

Trois nucléotides

Quatre nucléotides

« Chaque codon est ensuite synthétisé en protéine
grace au code génétique. »

11+ Bonne réponse

Lequel de ces codons ne peut pas exister ?

Le codon A-U-G

Le codon A-T-G

Le codon U-U-U

« Ce codon comporte une thymine. Or, ce
nucléotide s'est transformé en uracile. Bien que peu
fréquent, le codon U-U-U existe, c'est un
assemblage de trois uraciles. »

12 Bonne réponse

Comment se nomme le codon permettant de mettre
fin & la synthése de protéines ?

Le codon stop

Le codon arrét

Le codon fin

« Ce codon permet de réguler la production de
protéines. »
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Corrigé mots croises
Grille N°1 page
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