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Durant I'année 2009 nous avons continué nos efforts dans les différents domaines
d’activités de I'Institut.

Au niveau régional et international, dés le début de I'année, nous avons organisé une
reunion régionale du Réseau International des Instituts Pasteur (RIIP) de la région
MATI (Maroc, Algérie, Tunis et Iran) a Tunis. Elle a permis de présenter les missions
et activites de chacun des Instituts Pasteur de la région; de discuter I'état
d’avancement des projets en commun et les perspectives de collaborations futures
(sur des thématiques prioritaires et stratégiques) ; et enfin d’étudier les différentes
opportunités offertes par les partenaires opérant dans la région pour le renforcement
des activites de recherche-formation-développement, notamment, dans le cadre
meéditerranéen. Par ailleurs, en juin 2009, nous avons aussi contribué, avec les
Instituts Nationaux de Santé Ameéricains (NIH), a l'organisation d'un \Workshop
international sur les leishmanioses. Ce Workshop a permis de faciliter et de
promouvoir la collaboration entre les équipes spécialisées de la région Moyen-Orient-
Afrigue du Nord (MENA) avec les NIH autour des leishmanioses (plus de 100
participants de la région MENA et USA).

L’année 2009 a été aussi marquée par I'élaboration du contrat-programme 2009-
2012 tel que instauré par le Ministere de IEnseignement Supérieur et de la
Recherche Scientifigue (MESRST).

Dans le domaine de la recherche-développement, nos actions s’inscrivent dans les
priorités nationales de recherche et d'innovation. Quatre laboratoires de recherche
(LR) ont éte évalués par le CNEAR et leur reconduction a été recommandée. |l faut
maintenant nous conformer au nouveau cadre législatif qui régit les LR. Nous visons
I'excellence scientifique, qu’il faut renforcer et fructifier. En 2009, nos équipes de
chercheurs ont contribué a plus de 70 publications parues dans des revues
internationales indexées. Ces chiffres sont en nette et constante augmentation depuis
plusieurs années. Nos recherches se font dans le cadre de programmes a
financements spécifiques de deux types : financements nationaux (les 4 unités et 7/
laboratoires de recherche labellisés par le MESRST) avec un budget global d’environ
850.000 DT en 2009 ; et financements internationaux (NIH, Walter Reed, CE, ANR,
OMS, NATO, Coopération bilatérale, notamment) avec un budget d’environ
2.200.000 DT en 2008. Par ailleurs, et devant la situation flagrante de déficit en
équipement, nous avons investi plus de 1.500.000 DT sur les fonds propres de I'IPT
pour l'achat d'équipements jugés critigues pour le maintien des activites des
laboratoires. Cette opération a été coordonnées par les chargés des directions
medicale et santé publique et recherche-développement. Le renforcement du plateau
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technique avec une bonne gestion des services communs ont été inscrits a hauteur
de 600.000 DT en 2010 et environ 3.000.000 DT en 2011.

En matiére de valorisation des résultats de recherche, et gréce a notre interaction
avec la technopole de Sidi-Thabet, nous nous sommes investis dans une démarche
professionnelle et ce, avec la contribution d’experts en la matiere. Quinze projets ont
bénéficié de cette demarche et ont été inscrit dans leur chaine de valeur respective.
Un pas important dans le domaine de la valorisation a été franchi apres que le
groupe Mérieux (constitué par son PDG, Mr Alain Mérieux et son conseille, le Pr.
Miloud Belkaid, ainsi que son Vice Président, le Pr. Christian Bréchot) nous a rendu
visite, ici méme a linstitut Pasteur de Tunis. Un partenariat dans le cadre de la
production d'une usine de production du vaccin antirabique est en passe d’étre signé
et d'autres négociations en vue d'une collaboration dans le domaine R&D sont en
cours.

Nos actions de formation : En plus de notre contribution dans l'enseignement
universitaire, notre Institut héberge environ 80 doctorants et une quarantaine
d’étudiants en Mastere. Par ailleurs, nous avons organisé plusieurs cycles de
formations et manifestations scientifiqgues (elles sont listées dans ce rapport).

Dans le domaine des analyses biomédicales et activités de santé publique,

Nos laboratoires et centres de références nationaux ou régionaux (Organisation
Mondiale de la Santé, région méditerranée orientale) ont réalisé un chiffre d'affaire
d’environ 2.100.000 DT, ce chiffre reste insuffisant par rapport au potentiel, il faut
toutefois souligner la gratuité de certaines activités. Notre stratégie est de nous
positionner comme laboratoires de références, pour certaines analyses.
Actuellement, avec la sollicitation de nos structures hospitalo-universitaires pour
contribuer dans les essais cliniques internationaux, et l'exigence des bonnes
pratiques cliniques, nous sommes dans l'obligation de nous conformer aux standards
internationaux de bonnes pratiques (GCP, GLP). Le programme qualité, démarrée en
2008, est en cours. Nous avons en parallele engagé des moyens significatifs pour
mettre a disposition de nos équipes des equipements technologiques adapteés.

Pour la Production, en 2009, nous avons réalise un chiffre d'affaire d'environ
1.140.000 DT, en augmentation de 120% par rapport a 2008. Cependant, I'IPT est
confronté a des exigences d'augmentation des performances de la production et de
souplesse de gestion, d'autant qu’il existe un marché régional, voire international,
surtout en ce qui concerne les sérums thérapeutiques. Notre stratégie consiste a
engager un partenariat avec des industriels pour la fabrication des produits
actuellement dans le portfolio de I'lPT et éventuellement d'autres en cours de
développement. Nous garderons toutes les activités pasteuriennes classiques
relatives a la recherche/développement et les activités de santé publiqgues. Nous
procéderons aussi a toutes les etudes nécessaires pour la validation et autres
preuves de nouveaux concepts ou molécules par la recherche « translationnelle » et la
recherche clinique.

Dans le cadre de cette stratégie, nous avons continué, en 2009, nos actions de
valorisation des activités ayant un potentiel industriel. Les projets identifies ont éte
le sujet de discussions en vue d'un partenariat avec le secteur privé national ou
international.
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Notre Systeme d'information constitue une des priorités de l'lnstitut. En 2009,
nous avons continué nos actions en vue de mettre en place un vrai programme
d’informatique de gestion (structures administratives et financieres, les commandes,
le magasin, la budgétisation des laboratoires etc.) aven notamment, la mise en place
d’'un systeme informatique pour la gestion des analyses biomédicales. L’'informatique
scientifique, bien que relativement développée au sein de lInstitut, bénéficiera de ce
programme.

Un programme communication est en cours, il nous permet déja une meilleure
visibilité au niveau national est international. Notre site Web (www.pasteur.tn) est
continuellement mis a jour. D'autres actions sont nécessaires pour une meilleure
communication.

Hechmi Louzir
Directeur Général de I'Institut Pasteur de Tunis


http://www.pasteur.tn/
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Laboratoire d'Epidémioclogie et d'Ecologie Parasitaire

Laboratoire de Recherche en Immunopathologie, Vaccinologie et Génétique
Moléculaire

Laboratoire de Recherche des Venins et Toxines

Laboratoire de Recherche de Microbiologie Vétérinaire

Laboratoire de recherche « Hépatites et maladies virales épidémiques »
Laboratoire de Recherche sur les Parasitoses émergentes

Laboratoire de recherche en Hématologie Moléculaire et Cellulaire

Unité de Recherche sur « Exploration Moléculaire de Maladies Orphelines
d'Origine Génétique »

Unité de Recherche sur les Papillomavirus Humains

Unité de Recherche « Typage et Génétique des Mycobacteéries »
Unité de Recherche en Biochimie et Pathologie Expérimentale
Unité de Développement de Bioprocédés

Unité d’Ecologie des systemes vectoriels

Service d’Epidémiologie Médicale



LABORATOIRE D'EPIDEMIOLOGIE ET
D'ECOLOGIE PARASITAIRE (LEEP])

Chef du laboratoire : Dr lkram Guizani ikram.guizani@pasteur.rns.tn

Le LEEP est un Laboratoire de recherche créé en 1989, financé par le Ministere de
'Enseignement Supérieur, de la Recherche Scientifique et de la Technologie, depuis
1999. |l fait partie du Centre collaborateur de 'OMS en matiere de Recherche et de
Formation sur les leishmanioses établi en 1991. Le LEEP mene des activités de
recherche multidisciplinaire ciblant I'étude des maladies parasitaires présentant un
intérét en santé publigue ou socio-economique telles que les leishmanioses,
I'nydatidose et la theilériose bovine, tenant compte des besoins exprimés par les
structures sanitaires. Les travaux contribuent a la formation d’étudiants et aux
transferts de technologies, et font appel a diverses collaborations et partenariats
nationaux et internationaux, financierement soutenus par divers programmes de
'OMS (TDR ; EMRO-COMSTECH]) ; de I'Union Européenne ; du Wellcome Trust ou de
AIEA. Dans le cadre du financement des laboratoires de recherche par le MESRST,
le laboratoire est engagé dans un programme de recherche intitulé : « GEnomique et
Biotechnologies appliquées aux maladies parasitairesy.

Nos objectifs généraux concernent :

1- Une amélioration des moyens nécessaires au diagnostic des maladies parasitaires
et/ou a leur étude épidémiologique en particulier par le développement de nouvelles
générations d'outils moléculaires.

2- Une meilleure compréhension des interactions hdtes - parasites par l'identification,
la caractérisation et I'étude fonctionnelle des molécules parasitaires ou de I'héte
intervenant dans I'expression de certains phénotypes biologiques relevant des
stratégies de lutte.

3- Le développement de nouvelles méthodologies pour l'identification et la validation de
cibles d'intérét diagnostique ou thérapeutique (vaccin et/ou traitement) ;

4- le développement de modeles simulant la transmission de pathogénes ou de
stratégies de lutte.

Nos thématiques de recherche concernent :

Géenomique comparée des especes et isolats de Leishmania

Etude fonctionnelle comparée des isolats de Leishmania infantum

Etude des interactions hote-parasite

Etude de genes et protéines d’intérét diagnostic, vaccinal ou thérapeutique
Epidémiologie moléculaire des leishmanioses

Diagnostic moléculaire des leishmanioses

Epidémiologie moléculaire de I'hydatidose en Tunisie

Génétique des populations de Theileria annulata et étude de leur résistance
acquise a la Buparvaquone
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e Deéveloppement de Modeles, Méthodes et Outils statistiques et
bioinformatique

LABORATOIRE DE RECHERCHE EN
IMMUNOPATHOLOGIE, VACCINOLOGIE ET
GENETIQUE MOLECULAIRE

Chef du laboratoire : Pr Ridha Barbouche ridha.barbouche@pasteur.rns.tn

L'année 2009 a été marquée pour le laboratoire LIVGM par I'évaluation finale par le
Comité National d’Evaluation des Activités de la Recherche (CNEAR) de ses activités
au cours de son deuxieme mandat 2005-2008. Cette évaluation a été tres positive
comme l'atteste le rapport du CNEAR qui a souligné les excellentes performances du
laboratoire en termes de production scientifique et de formation a la recherche ainsi
gue la capacité de ses chercheurs a obtenir des financements nationaux et
internationaux. La valorisation des résultats obtenus avec une ouverture sur le monde
économique a été relevée.

Suite a cette évaluation, la reconduite du laboratoire pour un troisieme mandat a été
décidee par le Ministere de IEnseignement Supérieur, de la Recherche et la
Technologie.

Le nouveau contrat programme en cours de finalisation tiendra compte des
recommandations du CNEAR, une restructuration par rapport aux thématiques de
recherche et au personnel  scientifique  impliqué  sont  proposées.

LABORATOIRE DES VENINS ET TOXINES

Chef du laboratoire : Dr. Mohamed El Ayeb mohamed.elayeb@pasteur.rns.tn

L'envenimation scorpionique constitue un probleme de santé publique en Tunisie.
Dans les cas d'envenimation séveres, l'administration de doses conséquentes de
Fab'2, le seul traitement spécifigue reconnu, pourraient s'avérer insuffisante pour
sauver la victime. L'effet des venins de scorpions et de vipere est di a la présence
d’'une multitude de toxines de nature protéique. Ces toxines perturbent le plus souvent
le fonctionnement du systeme nerveux par fixation sur un site au niveau d'un canal
ionique ou d’'un récepteur synaptique. Les canaux ioniques sont des macromolécules
transmembranaires essentielles impliqués dans la plupart des processus
physiologiques telles que : la signalisation neuronale, la contraction musculaire, la
proprieté pacemaker cardiaque, la sécrétion hormonale ainsi que la prolifération
lymphocytaire. Par ailleurs, des découvertes de plus en plus nombreuses reliant les
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mutations des genes codant pour ces canaux ioniques et les pathologies héréditaires
ont mis en évidence qu'une mutation peut &tre a l'origine d'un dysfonctionnement
pouvant atteindre de nombreux organes plus ou moins individuellement selon la
difféerenciation cellulaire. Ces déreglements pourraient étre en partie corrigés a l'aide
de nouveaux bloqueurs ou activateurs de canaux K*, Na*, Ca,* et/ou CI. D’'autre part,
il a été demontré que la majorité de protéines des venins de viperes interferent avec
I'hémostase, la tumorogeneése et l'angiogenese. Plusieurs protéines exprimant des
propriétés anti-agrégante plaquettaire, anti-tumorale et anti-angiogénique ont été
identifiées et caractérisées a partir des venins de serpents tunisiens. La plupart de
ces molécules agissent via les récepteurs d’'adhésion (i.e. integrine, cadhérine, ...).
dans ce domaine, le laboratoire des Venins et Toxines offre une plateforme
d’exploration idéale de part son expérience dans l'ingénierie des protéines. Il s'est fixé
pour objectif de rechercher et développer des peptides d'origine naturelle ayant une
activite  pharmacologique et specifique de pathologies impliquant des
dysfonctionnements de canaux ioniques ou de récepteurs membranaires.

Le laboratoire des Venins et Toxines, conformément au programme qu’elle a soumis
et accepté par les instances évaluatrices, focalise son attention sur trois parties
thématiques:

Contribution a I'amélioration de I'immunothérapie antiscorpionique. Ainsi la faisabilité
de la production de nano anticorps neutralisants dérives de [limmunisation de
dromadaires, de la construction et criblage de banques combinatoires ont été
démontrées.

Ingénierie  moléculaire, mode d'action et intérét pharmacologique de molécules
spécifigues de canaux ioniques.

Ingénierie des molécules et mode d'action des anti-agrégants plaquettaire, anti-
angiogenique et antitumoraux.

LABORATOIRE
DE MICROBIOLOGIE VETERINAIRE

Chef du laboratoire : Dr Abdeljelil Ghram abdeljelil.ghram@pasteur.rns.tn

Le Laboratoire de Microbiologie Vétérinaire (LMV), créé en 1989 en tant que
laboratoire de diagnostic de maladies virales animales, est appelé d'une part & mener
des enquétes de terrain lors d'épizooties ou de risque dintroduction de nouveaux
pathogenes (Gumboro en 1991-1992 ; West Nile en 1997 ; grippe equine en 1998
et grippe aviaire en 2005...) et a réaliser, depuis 1992, des études d'efficacité et
d’innocuité de vaccins, en particulier aviaires, d'autre part.

Le laboratoire de recherche, créé en 2000, a donc pour missions (i) la surveillance
des principales maladies animales et/ou zoonaotiques, (ii) la recherche ayant trait a la
nature des pathogenes circulants et a la bio écologie des arthropodes vecteurs et aux
maladies transmissibles a I'homme et (i) le développement d'outils de diagnostic
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sensibles, spécifiques et rapides pour mieux suivre |'évolution de ces maladies et
améliorer les mesures de prophylaxie (vaccins et vaccination).

Il entretient une étroite collaboration avec certains instituts et organismes nationaux
(Direction Générale des Services Vétérinaires, Institut de la Recherche Vétérinaire de
Tunisie, Ecole de médecine vétérinaire, vétérinaires prives et étatiques, Sociétés
avicoles...) et internationaux (FAO; OMS, IRD, IPP, CIRAD).

LABORATOIRE DE RECHERCHE « HEPATITES
ET MALADIES VIRALES EPIDEMIQUES »

Chef du laboratoire : Pr Henda Triki henda.triki@pasteur.rns.tn

Les principaux travaux de recherche visent:

- Une meilleure connaissance de I'épidémiologie et des modes de transmission
des hépatites virales en Tunisie afin d’identifier les moyens de prévention les
plus adapteés,

- la caractérisation généetique fine des agents viraux pouvant étre responsables
d’épidémies

- I'étude de I'impact sur la population des vaccinations antivirales faisant partie du
Programme National de Vaccination.

La plupart des travaux conduits portent sur deux thématiques principales :

- Les virus des hépatites: épidemiologie moléculaire et méthodes de diagnostic
- Les virus a potentiel épidémique : en particulier les entérovirus, impliqués dans au
moins trois maladies a potentiel épidémique: poliomyélite, méningites aseptiques et
conjonctivites. Les activités de recherche se greffent sur les activites de routine du
laboratoire dans le cadre de ses activiteés de Réference OMS sur la poliomyélite

Hépatites virales : Le probleme des infections par les virus des hépatites B et C
(VHB et VHC) en Tunisie et des complications hépatiques qu’elles engendrent a été
largement démontré. Les études antérieures s'accordent sur un taux de portage
chronique du VHB, dans la population générale, de l'ordre de 5 a@ 7% et sur un taux
de portage des anticorps anti-VHC de l'ordre de 0.5%. Peu de données sont
disponibles concernant les caractéristiques génétiques des souches virales circulant
en Tunisie. La cinétique de ces infections en fonction de I'dge est peu documentée,
leur distribution a travers le pays serait hétérogene. Les facteurs contribuant a
'hyper-endémicité de l'une ou l'autre des deux infections, restent a identifier; ils
peuvent étre lies aux souches virales en circulation ou a des conditions socio-
économiques particulieres. La surinfection Delta chez les sujets VHB positifs ainsi que
les infections aux A (VHA) et E (VHE) restent encore trés peu documentees.

Maladies virales épidémiques : Le Laboratoire de Virologie Clinique est fortement
impliqué dans la surveillance de certaines maladies cibles de la vaccination et est trés
souvent sollicité pour linvestigation d'épidéemies dues a des agents viraux. Nos
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activités de surveillance des entérovirus (EV), dans le cadre du programme mondial
de I'éradication de la poliomyélite, nous permet de dresser le profil de circulation de
ces virus et nous amene souvent & pousser les investigations pour une
caractérisation plus fine des souches virales et d’évaluer I'impact sur la population de
la vaccination anti-poliomyélitique. Les études sur les souches vaccinales sont
actuellement fortement sollicitées sur le plan international afin de répondre a des
guestions cruciales pour 'étape finale du programme mondial d’éradication: possibilité
de persistance et évolution génétique. Les EV non poliomyélitiques (échovirus et
coxsackievirus), fréquemment isolés dans le cadre de la surveillance des poliovirus,
sont souvent responsables d’épidémies de méningites ou de conjonctivites. Jusque la
peu étudiés du fait de la lourdeur du diagnostic classique basé sur les culture de
cellules, les outils moléculaires permettent actuellement des études poussées de leur
diversité genétique et une caractérisation fine des souches d'intérét particulier. Le
laboratoire meéne aussi des travaux sur certains arbovirus, impligués dans les
meéningites et méningo-encéphalites virales. Il s'agit notamment du virus \West Nile qui
ne parait pas circuler de facon endémique mais qui a déja donné deux épidémies en
Tunisie en 1997 et 2003. Nous nous intéressons également a certains phlébovirus
qui, malgré leur circulation certainement fréquente, restent tres peu étudiés en
Afrique du nord.

LABORATOIRE DE RECHERCHE SUR LES
« PARASITOSES EMERGENTES »

Chef du laboratoire : Pr Aida Bouratbine aida.bouratbine@pasteur.rns.tn

Le laboratoire de recherche « Parasitoses émergentes » a été créé en 2005. Il est
finance par le Ministere de I'Enseignement Supérieur, de la Recherche Scientifique et
de la Technologie (LR O5SPO3). Il compte une équipe multidisciplinaire, dont une
partie des chercheurs associés est basée dans différents centres hospitaliers du
grand Tunis. Ses travaux de recherche s'inscrivent principalement dans le cadre d'une
démarche d’analyse du risque parasitaire en Tunisie. L'évaluation du risque parasitaire
est abordée par létude du portage et de la morbidité dans la population mais
eégalement par l'analyse de la dispersion parasitaire dans I'environnement et par
I'étude du comportement humain pouvant favoriser la contamination. A coté de cette
thématique principale, certains travaux visent a ameliorer la prise en charge des
malades et évaluer certaines techniques diagnostiques et thérapeutiques.

Epidémiologie et facteurs de risque des parasitoses d'intérét medical : Les
programmes de recherche proposés sont du domaine de la recherche appliquée. lls
visent a deévelopper des techniques biologiques et épidémiologiques spécialisées
(techniqgues de biologie moléculaires, techniques dimmuno-capture sur billes
magnetiques, systeme d'information géographique, modeles de prédiction du
risque....) et de les appliguer a I'étude épidemiologique de certaines parasitoses
d’'intérét medical en Tunisie a savoir les parasitoses a transmission orale d'une part et
les leishmanioses d’autre part. Les objectifs spécifiques concernent: i) 'amibiase, la
cryptosporidiose, les microsporidioses et la toxoplasmose : étude de I'épidémiologie
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(prévalence, facteurs de risque, modalités de transmission...), de la diversité et du
polymorphisme des especes parasitaires en cause et de l'impact de ces espéces et
variants sur la santé humaine, ii) I'hygiene de I'eau et des aliments : évaluation du
risque parasitaire par la consommation de l'eau potable, évaluation du risque
parasitaire lors de la consommation de viande de volaille et de viande de boucherie et
évaluation du risque parasitaire lié I'utilisation des eaux usées traitées, iii) 'étude des
facteurs anthropologiques favorisant la transmission d’E. granulosus , iv) I'étude de
I'épidémiologie et des facteurs de risque de la leishmaniose cutanée a L. killicki et de
la leishmaniose viscérale a L. infantum.

Traitement et suivi post thérapeutique des leishmanioses et de lhydatidose : Les
programme de recherche proposés concernent Iétude de [efficacité des
antileishmaniens au cours de la leishmaniose viscérale d'une part et des recidives
hydatiques post-chirurgicales d’'autre part.

LABORATOIRE D'HEMATOLOGIE
MOLECULAIRE ET CELLULAIRE.

Chef du laboratoire : Pr Salem Abbes salem.abbes@pasteur.rns.tn

Depuis la création du laboratoire en 2005, le groupe de recherche s'intéresse aux
anomalies héréditaires du globule rouge et les hémopathies malignes. Le travail porte
essentiellement sur la détermination des bases moléculaires a I'origine des anomalies
héreditaires du globule rouge et le diagnostic moléculaire des leucémies. Les
stratégies different selon le type d'anomalie, dans les anomalies du globule rouge le
travail est effectué sur 'ADN alors que pour les leucémies c'est plutdt I'ARN qui
constitue le matériel de travail. L'équipe de recherche est subdivisée en sous groupe
selon l'anomalie en question Le groupe des hémoglobinopathies, le groupe des
enzymopathies le groupe de la membrane, le groupe du métabolisme du fer et de la
bilirubine, et le groupe des hémopathies malignes.

Le groupe des hémoglobinopathies est encharge de la détermination des mutations a
origine des thalassémies pour une fin de diagnostic anténatal. L'étude du locus B
drépanocytaire afin de déterminer les différents haplotypes de séquence et de
restriction, d’élucider les problemes de régulation de I'expression des genes foetaux et
de déterminer les corrélations phénotypes /génotypes. Récemment, nous avons
introduit I'étude de certains genes candidats a la modulation de l'expression de la
maladie drépanocytaire. |l s'agit en particulier de I'études de certains polymorphismes
du gene Rantes et UGT1A1 associés avec l'expression clinigue de la maladie
drépanocytaire.

Le groupe des enzymopathies travaille sur la détermination du spectre des mutations
a lorigine du deéficit en GBPD et de pyruvate Kinase ainsi que sur ['exploration
moléculaire haplotypique des deux loci concerneés.

Le métabolisme du fer est exploré a travers la recherche de mutations du gene HFE
dans une population témoin et une autre a risque de surcharge en fer En ce qui
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concerne la bilirubine, I'approche est indirecte par la recherche de mutation du gene
UGT1A1 impliqué dans la synthéese de I'enzyme de conjugaison de la bilirubine. La
présence de mutations dans le promoteur de ce gene semble étre associée avec
I'apparition de lithiase biliaire. Cette derniere est I'une des complications cliniques
observées chez les drépanocytaires et les thalassémiques I'étude de telles mutations
dans ces cas dhémoglobinopathies est importante dans les corrélations
phénotypes/génotypes.

L'étude moléculaire et cytologique des hémopathies malignes consiste a

Etudier la prévalence de certains marqueurs moléculaires retrouves de facon
récurrente dans les leucémies aigues afin de dégager des particularités ethniques ou
environnementales a notre population

Le suivi moléculaire de la maladie résiduelle des hémopathies malignes permet de
dépister précocement les rechutes afin dinstituer a temps un traitement de
rattrapage

Analyse épidémiologique des leucémies aigues dans notre pays

Evaluer la prévalence des hémopathies lymphoides chroniques.

Introduire l'analyse de la maladie résiduelle dans les hémopathies malignes Y'a-t-il un
intérét a la systématisation de l'analyse immunophénotypique au diagnostic du
myélome multiple.

Evaluer son application pour l'analyse de la maladie résiduelle par rapport aux
techniques conventionnelles

Analyser chez les patients traités selon un protocole national par Dexaméthasone —
Thalidomide le profil d’'expression génique en corrélation avec la qualité de réponse
primaire au traitement.

Analyser le role de la voie de transduction des signaux JAK/STAT dans I'oncogenese
du myélome

UNITE DE RECHERCHE
PAPILLOMAVIRUS HUMAIN

Chef d'unité : Pr Emna JerbiEnnaifer emna.jerbi@pasteur.rns.tn

Les activités de recherches de l'unité sont fondées sur un intérét de santé publique.
Elles se focalisent sur l'infection par le Papillomavirus humain (HPV) qui entre dans le
cadre d’'un des volets de la pathologie infectieuse les plus répandues dans le monde
et les plus pathogenes pour I'étre humains. En effet, elle constitue la maladie
sexuellement transmissible la plus commune dans le monde qui infecte environ 660
millions de personnes et qui représente le facteur nécessaire au développement du
cancer du col utérin. Ce cancer occupe en Tunisie le second rang des cancers de la
femme apres celui du sein, avec 400 nouveaux cas / an. |l est la cause majeure de
mortalité féminine dans les pays en voie de développement : 80 % des femmes
atteintes vivent dans les pays de faibles ressources.

La problématique posée par cette infection est complexe puisque non seulement elle
est tres répandue, sans contréle possible sur la chaine de contamination et sans
traitement connu & I'heure actuelle, mais de plus, les lésions qu'elle peut générer
demeurent difficles a détecter en raison dimplications de colt et de défis
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dimplémentation du dépistage systématique qui n'a qu'un impact encore limité en
Tunisie. Des vaccins dirigés contre linfection a HPV sont actuellement mis en
circulation dans le monde et notre pays se trouve devant la nécessité de discuter
l'intérét d’introduire ces vaccins. Cependant, aucune réflexion d'ordre préventif et
vaccinal ne peut étre realisee sans une bonne connaissance de I'épidémiologie de
I'infection.

Les activiteés de recherche sont donc axées sur I'épidémiologie de cette infection en
Tunisie, sur les interactions hote-virus qui pourraient entrevoir des perspectives
thérapeutiques ou vaccinales nouvelles, et de facon prépondérantes en 2009, sur la
mise au point d'un test de deétection virale peu codteux et fiable, applicable en
diagnostic de routine.

UNITE DE RECHERCHE «MALADIES
ORPHELINES D'ORIGINE GENETIQUE

Chef d’'unité : Dr Sonia Abdelhak sonia.abdelhak@pasteur.rns.tn

Deux programmes de recherche sont menés dans notre unité de recherche: I'étude
moléculaire des maladies rares d'origine génétique et l'étude de la susceptibilité
génétique au diabete de type ll. Le premier programme de recherche mobilise la
majorité des ressources humaines de l'unité. Il se répartit en trois themes principaux:
les génodermatoses, les maladies oculaires héréditaires et les maladies métaboliques
monogeniques.

Notre objectif général est la caractérisation moléculaire de maladies orphelines
d’'origine génétique dans la population tunisienne en vue d'introduire le diagnostic
moléculaire de ces affections souvent lourdement handicapante sur le plan sanitaire
et social.

Nos objectifs spécifiques sont les suivants:

- Identification des genes impliqués dans des génodermatoses (kératoses palmo-
plantaires, épidermolyses bulleuses...), maladies meétaboliques, maladies oculaires
d'origine génetique, et dans divers syndromes rares en particulier des maladies qui
prédisposent a des cancers.

- Identification du spectre mutationnel de ces affections dans la population tunisienne.
- Identification des haplotypes qui co-ségréguent avec des mutations affectant des
patients tunisiens.

- Corrélation phénotype/génatype.

- Elaboration d'arbre décisionnel pour la demarche diagnostique et la prise en charge
des patients souffrant de maladies héréditaires caractérisées sur le plan moléculaire
par notre unité de recherche.

Les résultats attendus sont comme suit:

- Contribuer a une meilleure connaissance des maladies génétiques monogéniques en
Tunisie et ce en évaluant les parametres suivants :

(i) estimation de la prévalence, (i) classification génétique de ces affections
hétérogenes aussi bien sur le plan clinique que génétique, (iii) identification du spectre
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mutationnel, (iv) élucider les meécanismes physiopathologiques a travers une
corrélation phénotype/génotype.

L'identification des genes impliqués dans des affections héréditaires constitue la
premiere étape vers une éventuelle thérapie. Du fait de l'interaction étroite avec les
cliniciens, les retombées de nos études sont une meilleure prise en charge des
patients et de leurs familles. Nous avons élargi nos interactions a I'association « Aide
aux enfants atteints de xeroderma pigmentosum » www.xp-tunisie.org.tn

UNITE DE RECHERCHE EN BIOCHIMIE ET
PATHOLOGIE EXPERIMENTALE

Chef d’'Unité : Dr Ammar Gasmi ammar.gasmi@psteur.rns.tn

Nos études sont orientées vers la recherche et la caractérisation de molécules bio-
actives issues d'origines multiples et ayant des activités pharmacologiques distinctes.
Outre, le criblage des ces molécules, nous sommes intéressés par lingénierie
génétique de certaines protéines dorigine difféerents dont le but de déterminer
lorganisation de leurs précurseurs dune part et dautre part décrypter les
meécanismes moléculaires qui régissent leurs interactions.

Nos objectifs pour 'année 2009 se sont résumeés essentiellement en deux points:

- Développement de modeles de pathologie chez l'animal en se basant dans un
premier temps sur la valorisation de molécules isolées a partir du venin de la vipere
Macrovipera lebetina disponibles dans I'unité et appartenant a des familles distinctes.
Dans un deuxieme temps, on est orienté vers la recherche de nouvelles molécules
thrombolytiques, anti ou pro-angiogeniques, ou ayant des propriétés cytotoxiques a
partir de sources biologiques.

- Recherche de I'existence d’'une corrélation entre I'expression de certains marqueurs
de I'angiogenese et I'évolution du sarcome de Kaposi

UNITE DE RECHERCHE « TYPAGE ET
GENETIQUE DES MYCOBACTERIES »

Chef d’'Unité : Dr Helmi Mardassi helmi.merdassi@pasteur.tn

Globalement les activités de recherche sur les mycobactéries adressent les aspects
suivant :
e Epidémiologie moléculaire de la tuberculose humaine en Tunisie
o Deéveloppement de stratégies génomiques et post-genomiques afin de mieux
cerner le réle des familles multigéniques PE/PPE dans la virulence et la
persistance de Mycobacterium tuberculosis
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e Exploration des mécanismes moléculaires naturels associés a I'augmentation
de la transmissibilité et/ou I'adaptabilité de Mycobacterium tuberculosis
¢ Dynamique de transposition de I'élément mabile IS67 10

Les eétudes lites a I'épidemiologie moléculaire se basent sur des approches
génetiques (GL-PCR, IS6770 RFLP, Spoligotypage, et MIRU-VNTR) et génomiques
(MLST et microarrays) dans le but de mieux comprendre la dynamique de
transmission de la tuberculose et son itinéraire évolutif. Par ailleurs, une part
importante de I'activité de recherche de I'unité est consacrée a I'étude de l'implication
eventuelle dans linteraction héte-bacille, de deux familles multigéniques dont la
distribution est restreinte aux mycobactéries pathogenes (familles PE et PPE). A cet
effet, des approches génétiques (séquencage a haut deébit, expression dans
Mycobacterium smegmatis, échange allélique...) et post-génomiques (microarrays)
ont eté développées.

Enfin, Afin d'optimiser la réponse immunitaire de type cellulaire vis-a-vis de pathogenes
intracellulaires, dont les mycobactéries du complexe tuberculosis, nous réalisons des
travaux sur les mécanismes de réplication et d'expression d’'un virus & ARN double
brin. Le but ultime étant de profiter de la nature double brin de ce virus afin de
développer de nouveaux outils de vaccination.

UNITE DE DEVELOPPEMENT
DE BIOPROCEDES (UDB)

Chef de I'Unité : Dr Héla Kallel hela.kallel@pasteur.rns.tn

L'activite de développement de bioprocédés a pour objectif de développer et
d’optimiser des bioprocédeés pour la production de produits
biologiques essentiellement a usage thérapeutique, de type vaccins, anticorps
monoclonaux et recombinants et protéines recombinantes. Cette activité est assurée
par deux groupes : le groupe de développement de vaccins virologiques et le groupe
de biofermentation.

Ces groupes sont actifs dans les domaines suivants : développement des méthodes
et outils de culture de cellules de mammiferes, de bactéries et de levures pour la
production en masse de substances actives, scale up de ces méthodes,
développement de meéthodes de purification afin d'obtenir un produit biologique
cohérent avec une application clinique et enfin la vérification de la qualité des produits
développés.
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ECOLOGIE
DES SYSTEMES VECTORIELS (ESV)

Chef du groupe : Dr Eye Zhioua elyes.zhioua@pasteur.rns.tn

L'étude d'écologie des phlébotomes qui sont responsables des maladies vectorielles
les plus fréequentes en Tunisie tels que la leishmaniose cutanée, la leishmaniose
viscérale et recemment des arboviroses causées par des phlébovirus est I'activité de
recherche principale au sein de ce groupe. Il en résulte plusieurs recherches qui sont
entreprises au sein de ce groupe tel que I'étude de la biologie du vecteur, la relation
vecteur-parasite, les glandes salivaires comme antigéne dans des enquétes
épidémiologiqgues et comme candidat vaccin, le xénodiagnose, et I'élaboration de
nouvelles stratégie de lutte anti-vectorielle.

SERVICE D'EPIDEMIOLOGIE MEDICALE

Chef du service : Pr Afiif Ben Salah afif.bensalah@pasteur.rns

Le service dEpidémiologie Médicale a llnstitut Pasteur de Tunis est une structure
hospitalo-universitaire qui vise a : i) Contribuer a I'amélioration des connaissances
épidémiologiques sur les maladies transmissibles les plus prioritaires en Tunisie afin
de mieux cibler les stratégies de surveillance et de contréle en se basant sur des
enquétes eépidemiologiques integrées au niveau de la population, ii) Renforcer le
systeme de surveillance des maladies transmissibles par le développement des outils
de gestion de donnees intégrant les Systemes d’Information Géographiques (SIG), iii)
Contribuer a la promaotion des normes de bonnes pratiques internationales en
recherche clinigue et au développement de nouveaux medicaments anti-leishmaniens
sous forme de pommade.

Recherche sur les systemes de surveillance épidémiologiques

Le groupe dEpidémiologie se propose de contribuer au développement et a
I'evaluation d'une nouvelle génération de systemes de surveillance qui integre en plus
des données temporelles sur les maladies (Maladies a déclaration obligatoire,
maladies émergentes et maladies a potentiel épidémique par exemple), des
informations démographiques (dénominateurs) écologiques et climatiques (facteurs de
risque). Ces outils permettent de mieux identifier les hétérogénéités spatiales du
risque morbide pour mieux cibler les stratégies d’intervention et de riposte en cas
d’épidémie.
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Recherche clinique selon les normes de bonnes pratiques internationales pour le
développement de médicaments anti-leishmaniens sous forme topique

Ce programme vise a contribuer au développement et a I'enregistrement, enTunisie et
aux Etats Unis d’Amérique, d'un nouveau médicament anti-leishmanien sous forme de
pommade. Par la méme occasion on cherche a renforcer, au sein de [lnstitut
Pasteur de Tunis, les capacités techniques et opérationnelles pour la conduite des
essais thérapeutiques selon les normes de bonnes pratiques de la FDA (Food and
Drug Administration) et de | 'ICH (International Conference on Harmonization). Pour la
premiere fois un site de recherche clinique qui fonctionne selon les normes de bonnes
pratiques cliniques internationales a été implémenté dans le gouvernorat de Sidi
Bouzid en pleine zone d’endémie. Une série d’essais thérapeutiques (deux études en
phase 2 et une étude en phase 3) multi-centriqgues (Institut Pasteur de Tunis, Institut
Pasteur a Paris et Institut Walter Reed, USA) pour tester un nouveau meéedicament
anti-leishmanien sous forme de pommade (WR279396) sont en cours sous la
direction du Pr. Afif Ben Salah (Principal Investigateur).

Eco- épidémiologie des zoonoses (groupe vétérinaire)

Les activités du groupe sont essentiellement focalisées sur le développement d'une
nouvelle génération d'outils d'investigation épidémiologique et clinigue des principales
maladies zoonoses et maladies émergentes en Tunisie. Il s'agit des biocapteurs, outils
de diagnostic rapide sur terrain lors des enquétes épidémiologiques et les essais
clinigues. Dans ce cadre et a partir de 2006, des biocapteurs par mesure
dimpédance électrochimique ont été développés pour le diagnostic de [lInfluenza
Aviaire, la rage et la leishmaniose canine. Au cours de I'année 2009 des travaux ont
été menés pour le développement de biocapteurs pour le dépistage du virus de
I'influenza équine et le sérodiagnostic de la leishmaniose canine a L.infantum.
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REALISATIONS 2003

Vlaladies Infectieuses

Biologie moleculaire, Virulence,
et Evolution des agents infectieux

PARASITES

< SYSTEMATIC FUNCTIONAL ANALYSIS OF INTRACELLULAR PARASITISM AS A MODEL OF
GENOMES CONFLICT (SYSCO)

Ce projet financé par la CEE et qui a démarré en Octobre 2007 rassemble plusieurs
partenaires Européens dont deux PME. |l s’agit de combiner a difféerents niveaux
(transcriptome, proteome) des données expérimentales ainsi que des données
théoriques pour générer un schéma géneéral de linteraction de parasite Leishmania
avec la cellule macrophagique. Nous sommes chargés de realiser une cinétique
d’infection par le parasite L. major vivant ou tués, au niveau des macrophages de
souris appartenant a deux lignées de souris : la lignée Balb/c sensible a linfection
par le parasite Leishmania et la lignée C57BIl/6 résistante a linfection parasitaire.
Les ARNs de BMdM infectés ont ensuite été hybridé a des puces affymetrix murines.
Cette partie du travail a été réalisée au niveau de la plateforme de lInstitut Pasteur de
Paris sous la direction de Mme B. Régnault.

e Tolérisation du macrophage infecté par Leishmania
Nous avons récemment montré que la forme amastigote comme les promastigotes
de Leishmania induit une « down-régulation » des voies de signalisation MAPKs et NF-
B au niveau du macrophage infecté. Ce blocage des voies de signalisation
s'accompagne d'une inhibition de la synthese de certaines cytokines et notamment de
celle du TNF et donc d'un état de tolérisation.

% Génomique comparée des especes et isolats de Leishmania (l. Guizani, L.
Guizani Tabbane)
Afin d'identifier des marqueurs spécifigues de L. infantum, nous avons identifié des
marqueurs génomiques au moyen d'une approche RAPD ciblant diverses especes
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causant la LV. La caractérisation de ces marqueurs chez L. infantum a été initiée,
intégrant une analyse in silico L'analyse des parasites du genre Leishmania et leur
comparaison au moyen de ce marqueur sont en cours. Ces travaux en particulier
mettent I'accent sur I'aneuploidie associée a ce marqueur que nous exploitons pour
identifier les especes grace a une nouvelle approche PCR-PAGE que nous avons
développé (I. Mkada, |. Guizani).

Diverses approches d’'analyse semi globale de I'expression des genes comparant des
parasites Leishmania infantum causant la leishmaniose viscérale a ceux causant la
leishmaniose cutanée ont été développées pour identifier des cibles potentielles de
stratégies de lutte contre les leishmanioses.

Ces travaux préliminaires soulignent limportance du matériel d’étude pour étudier
'expression des genes, I'expression difféerentielle de certains genes entre stades de
differenciation est confirmée. Parallelement, nous avons initié 'analyse de séquences
codantes de genes difféerentiellement  exprimés durant la différentiation des
promastigotes de Leishmania infantum afin d’identifier le niveau de polymorphisme et
son impact éventuel sur les fonctions supposées de ces genes entre isolats et entre
especes. Cette analyse a été initiee et demande a étre complétée (I Guizani et al).

< Etude de genes et protéines d'intérét diagnostic, vaccinal ou thérapeutique

(.Guizani, S. Ben Abderrazak, S. Guerbouj, M.Barhoumi)
L’'approche rationnelle utilisant données de la littérature et la biologie du parasite ont
porté notre intérét sur les genes CPB (S.Ben Abderrazak), LelF (M.Barhoumi et
[.Guizani), MTAP (l.Guizani), Gp63, A2 et PSAZ (S.Guerbouj et I.Guizani) que nous
étudions de diverses manieres incluant la comparaison expérimentale et
bioinformatique des genes et protéines inter et intra- spécifiques, I'étude comparée de
leur propriétés biochimiques ou biologiques dans des systemes homologues ou
hétérologues.

BACTERIES

< Exploration de I'expression des protéines a domaine NIPC par différentes
souches de mycobactéries (M. Essafi, R. Amouri, N. Rezgui, R. Barbouche) :

Les protéines a domaine NIPC/PB0 sont exprimées par plusieurs organismes, virus,
bactéries, parasites et mammiferes. Ce sont des protéines souvent membranaires
dotées d'une activité hydrolase des peptidoglycanes chez les bactéries pathogénes
comme la listeria et la salmonelle. Elles se comportent en tant que peptidases chez
d’autres bactéries. Elles représentent des facteurs de virulence dont I'activité et le
role chez les mycobactéries est peu etudié.
Nous avons pu sous-cloner et exprimer le domaine NIPC de la RvO0O24 pour I'utiliser
dans I'immunisation de souris afin de générer un anti-sérum contre le domaine NIPC
de la RvO024.
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< Evaluation de la variabilité génétique de la transposase de I'élément mobile
IS6110 (S. Thabet, H. Mardassi)

L'élement mobile IS6770, membre de la famille IS3 identifie chez le complexe
tuberculosis (Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium
bovis, Mycobacterium microti, Mycobacterium pinnipedii, et Mycobacterium caprae)
est le marqueur géneétique le plus discriminatif sur lequel se basent les techniques de
typage moléculaire. C'est aussi l'effecteur clé de la diversité et de la plasticité du
génome mycobactérien. Vu son rdle crucial, on s’est intéresseé a étudier sa variabilité
génetique depuis les souches mycobactériennes ancestrales dites proTB (M. canettii
et 'ensemble des souches lisses) jusqu’aux souches actuelles. Sur une totalité de
144 séquences analysées, relatives a 40 souches, on a pu détecter 58 mutations
ponctuelles difféerentes réparties le long du génome et 3 mutations communes a
toutes les souches. Ce taux relativement faible de mutations montre la nature stable
de IS61710 ce qui plaide en faveur de son utilisation comme marqueur évolutif.

% Analyse MLST (Multilocus sequence typing) ciblant les genes 3R des
progéniteurs d’'une souche épidémique MDR de M. tuberculosis (F. Dridi, H.
Mardassi)

Nous continuons le séquencage de régions genomigues connues pour étre variables
(génes 3R] afin d'affiner le lien phylogénétique entre la série de la souche épidémique
MDR ayant sévie a Menzel Bourguiba (Mardassi et al., 2005) et ses progéniteurs
MDR et sensibles les plus proches.

<% Etude des bases moléculaires de [I'expression des antigénes des
mycoplasmes aviaires

e Mycoplasma synoviae :

Caractérisation d'un variant du gene vihA de Mycoplasma synoviae, souche
WVU1853, dotée d'une région 3, codant pour une hémagglutinine, hautement
divergente (BMC Microbiology 2010, 10 :6 ). La courte extremité C-terminale (60
résidus) du gene MS2/28. 17 issu d'un stock de clone d'une souche de Mycoplasma
synoviae, est responsable de la variation antigénique du produit d'expression du gene
MS2/28.1. Cependant, les activites immunogenes et hémagglutinante demeurent
conservees au sein de la bactérie. Un tel résultat démontre la capacité du
microorganisme de faire varier son répertoire antigénique sans modifier ses fonctions
biologiques et ce, afin de persister chez son héte.

o Mycoplasma meleagridis :

L'achévement et I'analyse de la séquence de I'extréemité 5 du gene Mm14, dévoile un
cadre de lecture complet de 774 pb. L'expression des différentes portions protéiques
contenues entre les 4 codons UGA en phase de lecture permettrait d'étudier leur
pouvoir hémagglutinant et hémadsorbant. En conséquence, [identification de la
fraction protéique impliquée dans l'immunogeénicité ou dans la variation antigénique de
Mycoplasma meleagridis serait d'une grande importance dans la détermination de
son role dans la survie de la bactérie au sein de son héte et dans son diagnostic.
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VIRUS

% Interaction entre le HPV et la cellule héte

L'étude de linteraction entre la voie de signalisation NFkB et 'oncogénese du HPV a
eté conduit en collaboration avec l'unité Papillomavirus de [lnstitut Paris (Pr Michel
Favre). Ses objectifs entrent dans le cadre de [identification des partenaires
cellulaires cibles des protéines virales dans une visée thérapeutique. L'analyse de la
voie de signalisation NFkB a été reéalisee dans les lignées des cellulles Hacat
exprimant les oncoprotéines E6 / E 7 des HPV5 et HPV16, leffet de plusieurs
stimulateurs de cette voie (TNFa, TGFa, IL-1B et LPS, protéine TRIP) et des inhibiteurs
(LY294002, IKK1/IKK2]) a été testé en utilisant le gene rapporteur luciférase dont
'expression est sous le contrdle de promoteur de NFkB. Les résultats ont permis
d’identifier et d'analyser les molécules activatrices et inhibitrices de cette voie en
présence de EB et E/ et de déterminer de facon supplémentaire le role de E2 Des
HPV 18, 16, 11, 5, 39, 6, 3, 1 dans l'activation de la voie NFkB. Les résultats
obtenus sont font le sujet d'une these de Science en Finalisation et d'une publication
en cours.

Réponse immune aux agents
infectieux

< Etude de la réponse immune anti-salive de Phlebotomus papatasi, vecteur
de la leishmaniose cutanée en Tunisie (H. Louzir -M. Ben Ahmed- M.
Abdeladhim- S. Marzouki) :
Le but est de comprendre la réponse immune dirigée conte la salive de Phlebotomus
papatasi et d’étudier son éventuelle implication dans I'histoire naturelle de l'infection
leishmanienne. Nous démontrons que la réponse immune cellulaire dirigée contre la
salive est médiée par les lymphocytes T CD8 de type Tc2 avec une forte production
dIL-10 et dIL-4. La présence de lymphocytes T CD4+ mémoires sécrétant I'ITFN-y
semble masquée par la forte production d’IL-10.

Par ailleurs, la majorité des individus vivants dans les foyers de forte transmission ont
des IgG anti-salive de P. papatasi. Ces anticorps sont essentiellement de type IgG4 et
IgG2. Le risque de développer la maladie est d'autant plus élevé que les titres des
anticorps le sont.

% Etude des interactions entre cellules de limmunité innée et parasite
Leishmania (Thése de doctorat en Sciences Biologiques de Mille Wafa
Markikou (Encadreur Dr Amel Garnaoui).

L'objectif de ce travail est d'évaluer I'existence d’'une corrélation entre virulence de
deux clones de L. major et activation différentielle des cellules de I'immunité innée
chez 'homme, par l'analyse de : 1- linfectivité et de la charge parasitaire apres
infection de cellules dendritiques humaines générées in vitro, ou de macrophages par
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les clones de L. major et 2- la modulation de la production de cytokines (IL12p70,
IL10 et TNF ) induite par les clones de L. major dans ces cellules.

Nous avons montré une différence significative entre les 2 clones CHV et CLV, en
termes d'infectivité et de charge parasitaire dans les cellules dendritiques.

« Caractérisation immunologique et fonctionnelle de nouveaux facteurs de
virulence de Leishmania, LmPDI, MAPKK et VP (Virulence Protein) (Théses
de doctorat en Sciences Biologiques de Mlle Inés Lakhal-Naouar
(Encadreurs : Dr Mehdi Chenik/Pr Hechmi Louzir et de Mme Rym Chamekh
(Encadreurs : Dr Mehdi Chenik/Dr Amel Garnaoui).

Trois genes de Leishmania, ont été identifies par notre groupe, en utilisant la
technique de differential display avec des parasites L. major de virulence différente.
La Protéine Disulfide isomérase (LmPDI), la Mitogen activated protein kinase kinase
(MAPKK] et une nouvelle protéine (VP pour Virulence Protein) ainsi que sa partie C-
terminale (la plus divergente) ont été produites et leurs immunogénicités ont été
évaluées par lanalyse des réponses cellulaires induites dans des PBMC d'individus
immuns a la leishmaniose. Nous avons montré que les protéines MAPKK, VP et sa
partie C-terminale divergente sont capables d'induire des taux élevés d’IFN chez des
individus guéris de leishmaniose cutanee mais aussi de IIL10 aussi bien chez les
guéris que chez des individus contréles sains, suggérant la présence, au sein de cette
protéine, d'épitopes cross-réactifs. Malgré la capacité a induire de IlL10 qui ne
semble pas interférer avec la capacité a induire une réponse de type TH1, ces
protéines pourraient étre incluses dans des protocoles de vaccination.

% Analyse de la réponse immune induite par des composants de la salive du
phlébotome, chez des individus vivant en zone d’endémie pour Leishmania
major (Thése de doctorat en Sciences Biologiques de Mme Wafa Kamoun
(Encadreurs : Dr Amel Garnaoui/ Dr Hechmi Louzir).

Une analyse des réponses immunes cellulaires et humorales développées contre les
composants de la salive, chez des individus vivant dans des zones d'endémie, a été
entreprise dans le but d’identifier des corrélats de protection contre [infection,
associés a la réponse immune anti-salive. Un suivi épidémiologique et clinique de la
cohorte a aussi été entrepris (Dr Afif Ben Salah, LEEP).

L'analyse des reponses prolifératives chez 424 individus de la cohorte a montré que
29,7 % des individus proliféraient de facon spécifique aux SGE (index de stimulation
(IS) seuil = 2).

< Etude des mécanismes moléculaires de l'apoptose des macrophages
infectés par le BCG (M. Essafi, M. Houas, R. Barbouche) :
L'apoptose des macrophages infectés par lagent de la tuberculose humaine,
Mycobacterium tuberculosis (MTB), représente un mécanisme de défense de I'hote
conduisant a la fois a la privation de I'agent pathogene de sa niche de réplication et a
une stimulation optimale du systeme immunitaire. Notre groupe s'intéresse
particulierement a étudier les réponses du macrophage (survie cellulaire, voies de
signalisations activées/inactivees, profil des cytokines secrétées...) suite a son
infection par le Bacille de Calmette et Guérin (BCG). Les résultats préliminaires
suggerent que le BCG induit une apoptose des macrophages qui serait déependante
des voies PI3K/AKT et p38MAPK et que l'action de ces deux voie passerait par
I'activation d'un facteur de transcription pro-apoptotique, le FOX03a.
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% Etude de l'effet des facteurs de virulence de Mycobacterium tuberculosis
sur les voies de signalisation cellulaire du macrophage (M. Essafi, A.
Refai) :

Plusieurs travaux ont montré que Mycobacterium tuberculosis module les voies de
signalisation de sa cellule héte, le macrophage, afin de détourner la réponse
microbicide et rendre le macrophage plus docile. Mtb utilise une panoplie de facteurs
de virulences parmi lesquels 'ESAT-6 et le sucre de surface Man-LAM. Une partie de
notre travail consiste a caractériser les voies de signalisation allumées lors du
traitement du macrophage avec ces antigenes dont nous disposons au laboratoire.

% Le syndrome de susceptibilité mendélienne aux mycobactéries (I. Ben

Mustapha, R. Barbouche):

Nous avons mis en place des tests fonctionnels permettant le screening des malades
suspects de SSMM qui est un syndrome hétérogene tant sur les plans clinique,
histologique que génétique. Ces tests visent a reproduire ce qui se passe in vivo
apres une infection par des mycobactéries peu virulentes comme le BCG. Des profils
cytokiniques particuliers se dégagent apres activation du sang des malades et
permettent de suspecter le déefaut moléculaire sous jacent. Les résultats obtenus
montrent clairement que ces tests sont une alternative prometteuse pour le
diagnostic de ce type de malades.

@,

< ldentification et validation de pseudo-génes macrophagiques
différentiellement exprimés selon la souche parasitaire infectante (Fatma
Guerfali, Manel Sghaier, Dhafer Laouini, Koussay Dellagi)
Notre but a été didentifier, au sein de la cellule héte macrophagique, des
differences, intra-espece, de signatures moléculaires entre des souches parasitaires
de virulence contrastée. Prées d'une centaine de genes macrophagiques montrant une
regulation différentielle de leur expression suite a l'infection des macrophages par l'un
ou l'autre des isolats ont été identifiés. Une trentaine a été retenue pour I'étude, par
PCR quantitative, de leur régulation differentielle dans des macrophages obtenus de
donneurs humains différents.

< Analyse comparative du transcriptome macrophaglque chez quatre lignées
de souris suite a l'infection in vitro par le parasite Leishmania major (Fouad
Benhnini, Manel Sghaier, Fatma Guerfali, Dhafer Laouini, Koussay Dellagi)
Les résultats de cette étude a permis montrent un contraste évident dans
I'expression transcriptomique de 82 genes macrophagiques testés chez 4 lignées de
souris, essentiellement lors des phases précoces en réponse a linfection. Cette
étude apporte un argument au fait que la susceptibilité/résistance a linfection
leishmanienne et la détermination de la séveérité de la maladie, entre souris de fonds
génetiques differents, pourrait se jouer au niveau de la réponse de la cellule
macrophagique.

% Meécanismes de cytotoxicité des polynucléaires neutrophiles dans
I'interaction avec le parasite Leishmania (Asma Tlili, Hanéne Attia, Ghada
Mkannez, Fatma Guerfali, Dhafer Laouini)

L'objectif principal de ce travail est danalyser les interactions du pathogene
intracellulaire  Leishmania dans un  modele  dinfection  utilisant les
polymorphonucléaires neutrophilse (PMN) et ce afin didentifier les mécanismes
moléculaires, qui permettent au parasite de survivre dans ces cellules. Une technique
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de quantification de ROS a été mise au point. La cinétique de la production de ROS
par les PMN, analysée pendant les 5 premieres heures d’interaction avec le parasite,
montre que le niveau de production induite par L. major (vivant) est comparable au
niveau induit par le zymosan, une préparation de parois de levures. A notre
connaissance, c'est la premiere analyse quantitative de la production de ROS dans les
polynucléaires neutrophiles apres infection par Leishmania.

< Profil d’expression des miRNA des macrophages infectés par le parasite L.

major (Ghada Mkannez, Fatma Guerfali, Hanene Attia, Manel Sghaier,

Koussay Dellagi, Dhafer Laouini)
Ce travail explore l'effet de [linfection de macrophages humains par la forme
meétacyclique du parasite L. major, responsable de la leishmaniose cutanée
zoonotique, sur le profil d’expressions des miRNA. Sur un total de 348 miBNA testés,
91 miBNA ont montré une sur-expression et 24 autres étaient sous-exprimés dans
les cellules infectées comparativement aux cellules non infectées. La validation par
PCR quantitative a permis de confirmer la sur-expression du miBNA210. Par ailleurs,
des expériences par immuno-blot ont mis en évidence une induction de I'expression du
facteur HIF1 (Hypoxia Induced Factor) o suite a l'infection des macrophages par le
parasite L. major. Une analyse in silico a montré que I'expression du miRNA210
serait dépendante de HIF1a.

% Réponse immune aux antigénes leishmaniens et a leurs homologues
(M. Barhoumi, |. Guizani)

La protéine LelF, homologue au facteur d'initiation de la traduction elF4A, est un
antigene leishmanien immunomodulateur, capable d’induire la production d’IL12.
Diverses constructions correspondant a la protéine entiere et a plusieurs de ces
domaines ont été effectuées, et les polypeptides exprimés et purifies. Nous avons
analysé la capacité des diverses constructions a induire I'expression de cytokines
(IL12, IL10 & TNF alpha) chez des monocytes provenant d'individus sains, primés ou
non par I'INFg. Aux diverses protéines et polypeptides dérivant de LelF, nous avons
aussi intégré a I'étude d’'autres DEAD box protéines identifiees chez la levure ou chez
des mammiferes. L'analyse confirme la présence de propriétés immuno-modulatrices
mesurées par la production de cytokines IL12, IL10 et TNF alpha par des monocytes
dérivées de PBMC d'individus sains pour la protéine LelF de Leishmania infantum ainsi
gue diverses constructions dérivant de cette protéine. Les régions minimales des
parties N et C terminales retenant I'activité inductrice de cytokines ont eté deduites.

Epidémiologie moleculaire des
agents infectieux

e Epidémiologie Moléculaire des leishmanioses au Soudan (l.Guizani, S.
Guerbouj en collaboration avec M.M. Mukhtar (Soudan]))

Nous avons contribué a la caractérisation de parasites isolés de patients soudanais

ayant une leishmaniose cutanée au moyen d'une PCR-RFLP ciblant la famille de genes

gpB63 (S. Guerbouj & I. Guizani) ce qui a permis de les identifier comme étant des L.
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donovani. Nous nous intéressons par ailleurs a la différentiation des agents
responsables de la LV en Afrique de I'est.

e Exploration phylogénétique et parasitologique des populations naturelles de
rongeurs du genre Psammomys (réservoirs de L.major), en Tunisie (C.Ayari,

M. Chaouch, M. Driss, R.Ben Ismail, J Chemkhi, S. Ben Abderrazak)

Suite a des travaux précedents, qui ont permis de deéfinir la distribution géographique
des rongeurs associés a la transmission de la LCZ en Tunisie, et de mettre en
evidence et de caractériser une nouvelle espéce de rongeur, P.vexillaris. Des
hypothéses quand au rdle de P.vexillaris a constituer un réservoir de Leishmania, sont
a I'étude.

% Epidémiologie moléculaire de I'hydatidose en Tunisie (S. Ben Abderrazak)
L’hydatidose est une des principales anthropozoonoses mondiales en terme de santé
publique, en particulier au Maghreb ou elle est endémique (prévalence < 1% a 4%).
Nous étudions le polymorphisme moléculaire d’E.granulosus afin d'identifier les
corrélations entre les caractéristiques biologigues du parasite et les données
cliniques, sérologiques et évolutives de la maladie.

% Génétique des populations de Theileria annulata et étude de leur
résistance acquise a la Buparvaquone (M. Mhadhbi, S. Ben Abderrazak, en
collaboration avec S. Ben Miled et M. Dargouth)

La theilériose bovine a Theileria annulata représente en Tunisie une des pathologies
dominantes de [élevage bovin. Des travaux récents ont permis de confirmer la
présence de souches résistantes au traitement et d’initier des travaux de génétique
des populations de parasites Theileria rencontrés en Tunisie. Ainsi 16 zymodemes
differents ont été individualisés. L'analyse phénétique a permis de séparer clairement
trois clades génétiguement distincts. Un de ces clades contient uniguement des
souches pour lesquelles la résistance a la buparvaquone a été confirmée sur le plan
clinigue. Ce résultat confirme I'hypothése d'une difféerenciation génétique de sous
population résistante chez Theileria annulata en Tunisie

VIRUS

@,

% Heépatites virales

L’hépatite virale D, infection jusque la tres peu documentée en Tunisie a été explorée
sur le plan de la séroprévalence de l'infection chez les sujets infectés par le virus de
I'hépatite B et les génotypes des virus isolés. Une autre étude a porté sur la variabilité
génetique du virus de I'hépatite C dans les regions NSS5A et E2 du génome en
corrélation avec la réponse au traitement antiviral. Une analyse phylogenétique des
souches de VHC appartenant au génotype 1b majoritaire en Tunisie a été entreprise,
recherchant des variants spécifiques du pays. Dans un autre travail on a identifié les
sous-types des virus appartenant au genotype 2. Enfin le profil génétique des souches
de VHC dans d'autres régions du genome a été établi et ce dans le but de rechercher
des virus recombinants.
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% La grippe aviaire

Le programme national de surveillance de la grippe aviaire a été poursuivi en 2008.
En fait, 760 Elevages ont été visite et 15200 échantillons sanguins et 1520
ecouvillons ont été récoltés. Comme pour les années préecédentes, quelques
réeponses seérologiques avec des titres assez faibles ont été observées dans certains
elevages de quelques régions du pays. Ainsi, la prévalence (résultats préliminaires) se
situerait autour de 10%, indiquant la circulation probable d'un virus de faible
pathogénicité. Les analyses virologiques (passages sur ceufs embryonnés suivi de test
d’hémagglutination et d’inhibition de I'hémagglutination, ELISA- Ag) et muoléculaires
(PCR, rt-PCR et séquencage) ont permis l'identification et la caractérisation d’'un isolat
revelé de type A, sous-type H7.

% La maladie de Newcastle
Une analyse rapide du site de clivage de la protéine FO de la virulence a été accomplie
sur I'ensemble des isolats identifies apres passages sur ceufs embryonnés SPF et
tests HA et IHA. Ainsi, la RT-PCR a permis de mettre en évidence une bande unique
et nette de 362 pb correspondant a I'’ADN amplifié. Le séquencage et I'alignement
des séquences des sites de clivage protéolytiques de la protéine F des différents
isolats analysés, en comparaison avec des souches de référence, montre une
homologie parfaite avec la séquence des souches vaccinales et lentogenes dont La
Sota.

L'analyse statistigue des données récoltées lors des enquétes de terrain, realisées
depuis l'année 2000, montre que la maladie est bien présente dans toutes les
régions du pays avec des variations interrégionales souvent manifestes.

< La bronchite infectieuse
Les essais expérimentaux realisés sur des poussins SPF ont confirme la séverite du
pouvoir pathogene des isolats tunisiens avec des scores cliniques et lésionnels éleves.
La comparaison des niveaux de protection conférée par le vaccin classique seul et en
combinaison avec le vaccin a virus variant a montré une protection croisée meilleure
contre les manifestations pathologiques du variant TN20,/00.

% Typage des isolats de terrain de la parvovirose canine (CPV2) (Ch. Bahloul)
Nous avons typé les souches qui circulent en Tunisie. Pour cela nous avons recueilli
une centaine de prélevements de matieres fécales de chiens avec des signes de
gastroenterites séveres. La caractérisation des types antigéniques de CPVZ2 est
exclusivement basée sur l'identification du résidu d'acide aminé a la position 426 de la
VP2. En Tunisie, nous avons séquence 90 isolats de CPV2 circulant dans le pays
apres amplifications spécifiques par PCR. Des analyses phylogénétiques ont montré
gue les isolats circulant en Tunisie, semble évoluer a lintérieur du pays pour une
période relativement longue avec des croisements entre les différents types
antigéniques. En plus, les isolats circulants en Tunisie portent des mutations
caracteristiques aussi bien sur le plan génotypique que phénotypique.

< Projet de recherche RABMEDCONTROL (Ch. Bahloul)
Nous avons instauré un suivi GIS des données épidémiologiques de la rage humaine et
animale. Nous avons cueilli des échantillons de chauves souris et les analyses par RT-
PCR n'ont pu révéler la présence d'une éventuelle infection rabique. Nous avons
evalué la couverture vaccinale des chiens contre la rage dans difféerentes régions du
pays. Nous somme en train d'évaluer les attitudes et les pratiques des populations
locales qui peuvent influencer la dynamique de la maladie ou la lutte contre la rage.

28



Aspects diagnostiques

PARASITES

% Toxoplasmose congénitale (LPE)

Le suivi d'une cohorte de 23 couples mere-enfant et I'utilisation d'une panoplie d'outils
serologiques et moléculaires adaptés au diagnostic anté et post natal de la
toxoplasmose a permis de confirmer la complémentarité de la PCR en temps réel sur
les prelevements de liquide amniotique et du suivi sérologique du nouveau né par
Western blot dans la détection précoce et la prise en charge de la toxoplasmose
congeénitale (Ben Abdallah, Arch de Pédiatrie 2009). || a également permis de retenir
gu'une moyenne de 30 % des primo-infections toxoplasmiques chez la femme
enceinte pouvaient dépasser la barriere placentaire et gu'une moyenne de30 % des
infections fcetales pouvaient étre symptomatiques a la naissance.

+ Diagnostic de la leishmaniose viscérale par PCR en temps réel (LPE)
Le diagnostic de la leishmaniose viscérale reste basé sur la microscopie. La
validation d'une PCR en temps réel ciblant 'ADN kinétoplastique et utilisant une sonde
marquee (FAM-TAMRA) a permis de disposer d'un outil de diagnostic fiable
permettant la mise en évidence des leishmanies dans le sang périphérique.
L'utilisation de cette PCR quantitative dans le suivi d'une cohorte de 42 patients
atteints de leishmaniose viscérale et traités par le glucantime a permis d’évaluer
l'apport de cette technique dans le suivi post thérapeutique (Am J Trop Med Hyg,
2009)

% Développement de nouveaux outils pour le diagnostic moléculaire des

leishmanioses (l. Guizani, S. Ben Abderrazak, A. Fathallah-Mili)

e Puces ADN (l. Guizani, A. Fathallah-Mili)
Nous travaillons aussi actuellement sur plusieurs tests ADN simples, fiables et faciles
a interpréter. Ces PCR ciblent deux grandes catégories d‘applications : la
differentiation entre agents pathogenes en Tunisie et en région Afro-
Meéditerranéenne ; la difféerentiation des agents responsables de la LV en Afrique de
I'est. Dans le cadre d'un projet financé par 'AIEA des PCR spécifiques de L.major,
L.tropica et L.infantum, L.donovani ont été développées ciblant des séquences
identifiees par genomique comparée ou par BAPD. Des PCR multiplexes permettant
de cibler 'amplification concomitante de 3 cibles, chacune spécifique d'une espece ou
d'un groupe taxonomique, ainsi que des mises au point de puces ADN pour la
détection ultrasensible des produits d’amplification sont en cours de développement
(Y. Saadi, |. Fadhlaoui, R. Lahmadi, A. Fathallah-Mili, |. Guizani).

e LOOP LAMP assays (S. Ben Abderrazak)
Nous allons deévelopper, puis évaluer la technique « Loop-mediated isothermal
amplification ». Ce travaill a commencé par la mise en place de PCR spécifiques
d’especes.
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% Validation des tests sérologiques (A. Fathallah-Mili et |. Guizani)
Nous avons contribué a la validation d'un test sérologique de la LV basé sur une
immuno-chromatographie sur bandelette, rK39 (Inbios Inc.) le comparant a un test
IFAT commercial effectué sur plus de 900 sérums.

VIRUS

% Etude de la corrélation entre I'expression de certains marqueurs de
I'angiogenése et le stade évolutif du sarcome de Kaposi (KS)

Le sarcome de Kaposi est une lésion essentiellement d’origine endothéliale vasculaire,
est caractériseé par la prolifération de cellules tumorales fusiformes et par une
importante vascularisation perméable. L'infection par le virus HHV-8 (Human Herpes
Virus- 8), est un pré-requis a toutes les formes de KS.
Nous avons recherché l'existence d'une corrélation entre l'expression de certains
marqueurs de l'angiogenese (taux sériqgues du VEGF et Interleukine 8) et le stade
evolutif de la maladie. A partir des biopsies de ces mémes malades, I'expression de
deux protéines (Tristetraproline et PAIP 2) sont en cours d’investigation. Ces études
se font en collaboration avec les Docteurs Mourad Mokni et Sondes Trojjet du service
de Dermatologie de I'hdpital la Rabta.

< Introduction de nouvelles techniques de détection du HPV
Dans le cadre de l'implication du Laboratoire dans le réseau OMS des laboratoires de
Référence pour le HPV, il a été introduit :

1. une technique de détection virale.

2. Un test de dépistage moléculaire de l'infection a HPV tenant compte du rapport colt
/ rentabilité.

3. Un test sérologiqgue ELISA pour linfection a HPV a été mis en place dans la
perspective d'une surveillance de la réponse humorale post-vaccinale, ce qui correspond
a l'une des principales prérogatives du laboratoire dans le cadre du réseau des
laboratoires de Référence OMS.

BACTERIES

< Deéveloppement d'un test ELISA Triplex a protéine recombinante pour
I'identification simultanée et spécifique de M. gallisepticum, M. synoviae et
M. meleagridis (B. Mardassi, LMV)
Nous avons exprimeé et purifié trois protéines immunogenes, chacune spécifique d’'une
espece des trois mycoplasmes aviaires majeurs. Ces antigenes ont éte utilisés pour
développer un test dELISA. Ce test s’est révélé aussi sensible que 'ELISA & protéines
totales, toutefois, il offre plus de spécificité.

< Deétermination du, ou des Biotypes ainsi que des Sérotypes d’'Ureaplasma
chez les patients Tunisiens (B. Mardassi, Service des mycoplasmes)

L'amplification par PCR et le séquencage du gene MBA (Multiple-Banded
Antigen), codant pour un antigene majeur de virulence, chez les isolats d' Ureaplasma
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isolées chez des patients d'origine tunisienne révele la prédominance du Biovar 1,
sachant gu’il existe deux Biovars 1 et 2 . Ce Biovar1 qui est Ureaplasma parvum est
représenté de maniere prédominante en parallele avec le Sérovar 3.

Immunologie clinique
et fondamentale

@,

< Role de I'lL-15 dans la rupture de la tolérance au cours de la maladie
ceeliaque (MC) (M. Ben Ahmed- Nadia Belhadj Hmida) (GIC)
Le projet concernant la MC se fait depuis quelques années en collaboration avec
'équipe INSERM U793 dirigée par le Dr N. Cerf-Bensussan a Paris. Il a permis de
mieux comprendre la physiopathologie de la MC en démontrant le réle d'une cytokine
cle, I'lL-15 dans la perturbation de I'homéostasie des lymphocytes intra-épithéliaux
(LIE) mais également dans les altérations de la régulation immunitaire favorisant le
déclenchement de la maladie. Des résultats additionnels ont, en outre, montré que
augmentation importante et spécifiqgue de l'expression de [IL-15, au niveau de
I'épithélium intestinal des patients, joue un rdle important dans linhibition des effets
immunosuppresseurs du TGF-B favorisant ainsi le déclenchement de la réponse
immune inappropriée au gluten. Ces données associées au rdle majeur des
lymphocytes T régulateurs dans [|'établissement de la tolérance orale nous ont
conduits a rechercher des arguments en faveur de la perturbation des lymphocytes T
réegulateurs au cours de la MC. Les travaux entrepris ces deux dernieres années ont
permis de démontrer que lIL-15 est capable d’induire in vitro la résistance des
lymphocytes T conventionnels aux actions suppressives des  lymphocytes T
regulateurs et que I'action de cette cytokine se fait a travers par I'activation de la voie
PI3 kinase. L'implication de I'lL-15 dans ces perturbations est actuellement étudiée.
% Physiopathologie du psoriasis (Y. Galai- S. Sammoud) (GIC)

Le projet concernant I'étude de la physiopathologie du psoriasis se fait en
collaboration avec Dr Samar Samoud (AHU, Hopital Farhat Hached, Sousse] et
possede deux volets qui sont en cours dexploration. Un premier volet concerne
'étude des difféerents facteurs en faveur d'un meécanisme auto-immun. Nos résultats
montrent pour la premiere fois une augmentation significative du taux du BAFF
sérique chez les patients atteints de psoriasis comparativement au groupe des
temoins. De plus, le taux du BAFF est significativement corrélé au score PASI et donc
a la sévérité de la maladie. Le second volet a pour bur d'étudier I'implication des
facteurs infectieux dans le psoriasis a travers la recherche dune éventuelle
association de cette maladie avec des agents pathogenes ayant été impliqués dans
'autoimmunité ou largement répandus dans la population, en particulier tunisienne.
Notre étude est prospective portant sur des patients Tunisiens atteints de psoriasis.
Ainsi, le virus de I'hépatite C (VHC), le parvovirus B19 humain (PVB19), le parasite
Leishmania major (agent de la leishmaniose cutanée zoonotique) et le parasite
Echinococcus granulosus (agent du kyste hydatique) ont été sélectionnées pour cette
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etude. Nos résultats sont en faveur d'un rdle possible des facteurs microbiens dans le
psoriasis, donnant plus de créedibilité aux hypotheses incriminant les agents infectieux
dans I'étiopathogenie du psoriasis.
< Anomalie de réponse au TGF-B au cours du Ilupus érythémateux
systémique (LES) (M. Ben Ahmed - A. El Beldi) (GIC)
Le but de ce travail a été d'étudier la présence éventuelle d'une résistance des
lymphocytes T périphériques a l'action du TGF-B, anomalie qui pourrait constituer un
eléement clé dans la rupture de tolérance immune au cours du LES. Les données
obtenues ont permis de montrer la présence d'une résistance aux effets anti-
proliferatifs du TGF-B1 chez 57% patients lupiques et 26% des patients atteints
d’autres connectivites. Ces effets anti-prolifératifs corrélaient d'ailleurs de facon
extrémement significative avec les effets inhibiteurs de la sécrétion de I'lFN-y chez
tous les patients étudiés. L'analyse de la transcription des genes cibles du TGF-8 a
montré que 50% des patients lupiques et 56% patients atteints d'autres
connectivites étaient résistants aux effets transcriptionnels du TGF-81. De facon
surprenante, le profil des réponses aux effets anti-prolifératifs et transciptionnels du
TGF-B1 étaient discordants chez un grand nombre de patients.

% Anomalies de I'expression des régulateurs de la voie JAK/STAT au cours du
myélome multiple (MM) (M. Ben Ahmed-N. Skouri) (GIC)

Le travail vise a mieux appréhender la physiopathologie de cette pathologie. Nous
avons etudié I'expression des régulateurs négatifs de la voie de signalisation
JAK/STAT afin de dégager des profils de signalisation difféerents chez les patients,
de les corréler avec le stade de la maladie, la survie et la réponse ultérieure au
traitement. Nos premiers résultats montrent un défaut d'expression des
regulateurs SHP1, SHP2 et SOCS-1 chez un grand nombre de patients (92%, 93%
et 43%, respectivement). Le défaut d’'expression de ces trois genes correle
fortement avec la progression de la maladie.

< Etudes des lymphocytes T régulateurs chez les patients atteints de vitiligo
(M. Ben Ahmed-l. Zaraa) (GIC)

Le vitiligo est la leucodermie acquise la plus fréquente. Il se caractérise par la
disparition progressive des melanocytes de I'épiderme. La pathogénie du vitiligo est a
ce jour incompletement élucidée. L’hypothése auto-immune est la plus admise. Au
cours de ce projet, nous avons recherché la présence d'une anomalie quantitative
et/ou qualitative des lymphocytes T régulateurs chez les patients atteints de vitiligo.
Nos résultats montrent pour la premiere fois que pres de la moitié des patients
atteints de vitiligo présentent un défaut fonctionnel des lymphocytes T régulateurs et
gue, dans la majorité des cas, ce défaut correle avec l'activité de la maladie
suggerant ainsi I'implication de ce mécanisme dans la pathogénie de cette maladie.
Nos données demontrent également que proportion des lymphocytes T CD4+CD25+
périphériques est en général plus réduite chez les patients qui présentent un vitiligo
évolutif. L’hypothese d’'un recrutement accru des cellules régulatrices du sang
périphérique vers les sites lésionnels est fortement confortée par les résultats de
'analyse quantitative de ces cellules in situ qui montrent une augmentation tres
significative de I'expression de Foxp3 dans la peau lésionnelle des patients par rapport
a leur peau saine. En conclusion, nos données démontrent la présence d'un défaut
fonctionnel des lymphocytes T régulateurs dans les formes évolutives du vitiligo.
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Maladies lié

déficits généti
% Hémoglobinopathies (Groupe S. Abbes)
Plusieurs aspects sont traités. Les plus importants concernent l'ultra structure du
locus béta associée a la mutation drépanocytaire. On effet, il a été toujours considére
gue la mutation drépanocytaire serait introduite en Tunisie par la migration de
populations argumentées par des données moléculaires basées sur les haplotypes
de restriction. Notre travail stipule d'autres idées mettant en grand doute cette
théorie. Nous continuons ['étude des thalassemies dans [lintention d’instaurer le

diagnostic anténatal pour les familles a risque. De nouvelles mutations sont décrites
et surtout des microdélétions .

< Enzymopathies du globule rouge (Groupe S. Abbes)

Dominé par I'exploration diagnostique et moléculaire du déficit en GBPD. Notre travail
a consisté a dresser un spectre moléculaire renfermant 13 mutations différentes
avec deux nouvellement décrites. Les corrélations phénotype/génotypes en relation
avec le favisme sont en cours. Le diagnostic biochimique du déficit en pyruvate kinase
dont le déficit est a I'origine d'anémie d’étiologie inconnue fait I'objet d’'un travail de
these. La mise au point des techniques phénotypique a été réalisée avec succes. On
s'intéresse actuellement & la détermination des bases moléculaires des cas
déficients. Une approche épidémiologique est en cours en collaboration avec les
néonatologues.

< Anomalies de la membrane du globule rouge (Groupe S. Abbes)
L'intérét est porté sur la sphérocytose héreditaire, en particulier la protéine
membranaire 4.2. Le travall est a son début, les approches cytologiques et
moléculaires sont bien établies, les données moléculaires sont en cours.
< Etude des bases moléculaires de certains déficits immunitaires primitifs et
établissement d'une activité de diagnostic prénatal (I. Ben Mustapha, R.
Barbouche):
L'identification d’'une mutation prédominante au niveau du gene CD18 responsable du
déficit immunitaire héreditaire en molécules d'adhésion leucocytaires dans 100% des
cas de formes avec phénotype sévere parmi nos patients ainsi que celle d'une
mutation prédominante au niveau du gene RFXANK responsable du déficit par défaut
d’expression des molécules HLA de classe || dans 78% des cas parmi nos patients;
nous ont permis de démarrer une activite de diagnostic prénatal chez les familles
demandeuses.

% Etude du syndrome de Buckley ou Syndrome Hyperige (A. Sassi, |. Ben
Mustapha, R . Barbouche) :

Le syndrome de Buckley se caractérise par une susceptibilité accrue aux infections

staphylococciques et un eczéma chronique associé a une synthese accrue d'anticorps

de type IgE. Il s’agit d'une maladie familiale dont la transmission peut &tre
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autosomique dominante et dont le gene responsable a été identifié ou autosomique
recessive pour laquelle le gene au moins pour une partie des malades reste inconnu.
L'activité de diagnostic du laboratoire nous a permis de recruter jusqu'a présent 10
familles (13 patients) ou un a deux membres de la fratrie est atteint. Une
collaboration est actuellement en cours avec le Dr B. Grimbacher (Royal Free Hospital
& University College Medical School, Londres) pour finaliser cette étude.

% Etude du syndrome hyperigM (H. Ouadhani, I. Ben Mustapha, R. Barbouche)
Ce travail se poursuit et a eté etendu a coté de I'étude du syndrome hyperigM primitif
avec les consequences de certaines mutations de I'activation-induced déaminase (AID)
sur le switch et I'hypermutation somatique des Ig ; a I'étude de syndrome hyperigM
associé a l'ataxie-télangiectasie. Par ailleurs et en collaboration avec les équipes des
Prs F. Rougeon et A. Freitas a llnstitut Pasteur a Paris, I'étude va comporter un
modeéle murin pour I'étude de I'expression de AID et ses conséquences.

% Le Syndrome lymphoprolifératif avec autoimmunité (l. Ben Mustapha, R.
Barbouche)

Nous avons identifié deux malades -un libyen et un tunisien- qui montrent une
absence totale d’expression de la molécule Fas et qui appartiennent au groupe ALPS
0. A la difféerence des quatre malades rapportés dans la littérature comme
appartenant a ce groupe, le phénotype clinigue de nos deux malades est moins
sévere. Deux mutations jamais rapportées jusque la ont été identifiees chez ces
patients avec phénotype modéreé et son en cours de publication.

« Maladies génétiques orphelines et maladies métaboliques (Groupe S.
Abdelhak)
Les résultats marquants de cette année sont les suivants :

e Génodermatoses
- Nous avons rétrécie l'intervalle de localisation de la Kératodermie palmo-plantaire
ponctuée de type | ou maladie de Buschke Fischer Brauer (Bchetnia et al. 2009a).
Actuellement, nous recherchons les géenes candidats dans la région en collaboration
avec Christian Kubisch de l'lnstitut de Généetique Humaine a Cologne.
- Pour la maladie de Darier, un autre trouble héréditaire de kératinisation, nous avons
rapporté le spectre mutationnel de cette affection. Il s’agit pour I'essentiel de
mutations priveées avec une variabilité d’expression cliniqgue intra et inter- familiale
(Cheour et al. 2009, Bchetnia et al. 2003b et 2009c¢, Kassar et al. 2009].
- Nous avons rapporté le spectre mutationnel des épidermolyses bulleuses
dystrophiques EBD) dans la population tunisienne (Ouragini et al. 2010). En termes de
seéverite, il s'agit des deuxiemes génodermatoses, tres fréquente dans la population
tunisienne. Aussi bien des mutations privees, que des mutations récurrentes,
spécifigues de population ou au contraire rapportées dans d'autres populations, ont
ete identifiees chez les patients tunisiens. Aucune corrélation phénotype génotype
n'est observée. Nous avons rapporté une famille avec un large spectre d’expression
phénotypique, la méme mutation s’exprime sous forme récessive et dominante selon
les individus affectés dans cette famille (Ouragini et al 2009).
- Pour la génodermatose la plus sévere a savoir xeroderma pigmentosum nous avons
rapporté le spectre mutationnel pour la forme neurologique (XPA) (Messaoud et al.
2010]) et la forme sévere (Ben Rekaya et al. 2009). Compte tenu de 'homogenéite
génétique du spectre mutationnel de ces deux formes, le diagnostic moléculaire est
relativement aisé. Nous avons rapporté, également, une forme clinique particuliere
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avec une atteinte, essentiellement, neurologique (Messaoud et al. 2010). Ce travail a
été recompenseé par le prix Sanofi de recherche médicale 2008.

e Maladies métaboliques monogéniques et multifactorielles :
- Nous avons rapporté le spectre mutationnel de la maladie de Gaucher (Chérif et al
2009a). La majorité des patients sont porteurs de l'allele neuro-protecteur N370S.
Cette mutation a une valeur pronostique, son dépistage est indispensable en
particulier en cas de thérapie enzymatique substitutive.
- Nous avons également rapporté une nouvelle mutation pour les déficits en Aryl
Sulfatase (Dorboz et al. 2003) et confirmé I'homogénéité du spectre mutationnel des
glycogénoses de type la (Cherif et al. 2009b).
- Nous avons identifie de nouveaux polymorphismes dans le gene PRKAGZ, ce gene
jouerait un réle dans la susceptibilité au diabéte de type Il dans certaines populations
(Nouira et al. 2010).
Au cours de cette année, plus de 20 articles scientifiques dans des revues
internationales indexées, ou la contribution des membres de I'unité était majeure, ont
été publiés ou acceptés pour publication, un mastere fondamental et trois theses de
Doctorat en Sciences Biologiques ont été soutenues. Une these défendue par Melle
Houyem OURAGINI sur [étude d'une des génodermatoses les plus séveres :
I'épidermolyse bulleuse dystrophique, une par Melle Mbarka BCHETNIA sur trois
formes de troubles héréditaires de kératinisation et une par Melle Imen DORBOZ sur
'étude de troubles héréditaires de la myélinisation
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Biomolécules d’'intérét
thérapeutique,
diagnostique et vaccinal

INGENIERIE DE MOLECULES

< Deéveloppement de fragments d’anticorps humains type Fab dirigés contre le
virus de la rage a visée thérapeutique (LIVGM) : (M. HOUIMEL)

Ce projet porte sur la production d'anticorps monoclonaux humains antirabiques par
la technologie de phage display. Plusieurs fragments Fabs monoclonaux humains
capables de neutraliser le virus rabique (souche CVS-11) in vitro ont été obtenus et
seront confirmes par les tests de séro-neutralisation in vivo. La construction d'une
banque combinatoire de Fab humains types IgG contre la glycoprotéine G du virus
rabique a partir de sujets vaccinés (hyperimmunisés) a permis d'obtenir des Fabs
monoclonaux neutralisants humains contre le virus rabique. La sélection des Fab-lgG
humains antirabique est réalisée grace a l'interaction des Fabs présents a la surface
des bactériophages filamenteux avec le virus rabique inactivé (la souche vaccinale PV-
11) adsorbé sur un support plastigue. Ces Fabs monoclonaux sont capables de
neutraliser l'infection rabique au niveau des cellules cibles in vitro et le fait de les
meélanger a proportion égale, pourrait aboutir @ un cocktail hautement protecteur lors
des essais sero-neutralisation.

% Construction d’'une banque Fab-lIgA humains anti-gp41 du virus VIH-1 a
partir de sujets hautement exposés sexuellement au VIH mais restant
séronégatifs et caractérisation d'anticorps protecteurs de I'infection
mugqueuse du VIH (LIVGM) : (M. HOUIMEL)

Ce projet est effectué en collaboration avec Dr Morgane Bomsel responsable du
Laboratoire «Entrée muqueuse du VIH et Immunité muqueuse» a ['Institut Cochin,
Paris, France. Il porte sur le développement nouveaux fragments d'anticorps Fab-IgA
humains neutralisants dirigés contre la gp41 du virus VIH-1.

Nous avons construit une banque combinatoire d'lgA muqueuse a partir de cellules B
muqueuses prelevés cher des sujets hautement exposés au VIH mais séronegatifs
dont les sécrétions contiennent des S-IgA spécifiques de gp41 neutralisantes, puis
criblé la banque Fab-lgA contre le domaine extracellulaire de la  glycoprotéine
trimériqgue gp41 et contre le peptide P71 : la région conservee de la gp41 qui
entourent épitope ELDKWA reconnu par les anticorps neutralisants et qui permet la
liaison du VIH aux cellules des muqueuses. Nous avons, enfin, caractérisé des Fab-IgA
bloquant I'entrée du VIH dans des difféerents modéles mugueux.
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% Cartographie des épitopes B reconnus par les anticorps neutralisants anti-
rabiques humains et développement d’'un nouveau vaccin peptidique (LIVGM)
: (M. HOUIMEL)

Nous avons identifié des peptides immunogenes qui miment le site antigénique Il sur

la glycoprotéine G du virus de la rage, et étudié leurs capacités a induire une

immunité humorale protectrice chez les souris BALB/c afin de développer une

nouvelle approche qui pourrait mener a la mise au point d'un nouveau vaccin

peptidique contre la rage.

¢ INGENIERIE DE NANO-ANTICORPS ANTI-TOXINES DE SCORPION D’INTERET THERAPEUTIQUE
(Responsable : Dr Balkiss Bouhaouala)

Ce travail s’inscrit dans le cadre de l'exploitation de Nano-anticorps anti-toxines de
scorpion pour un éventuel usage en thérapeutique antiscorpionique. Ainsi, pour les 4
librairies de phage-VHHs de dromadaires construites, nous avons optimisé les
approches pour la sélection de panels de VHHs binders de séquences originales. Des
clusters de structure (du CDR3) ont été définis. lls présentent des affinités de liaison
nano-molaires et des capacités de neutralisations élevées. Pres de 20 autres clusters
de Nbs ont éte identifiés. Une étude de la cartographie épitopique de Nbs anti-Aahll a
permis d'établir un schéma de leur recouvrement sur la toxine. D'autres bivalents
mono et bispécifiques (5 formats), de Nanobodies humanisés (3 formats) par SOE
PCR et de Nbs immunotraceurs (anti-Aahl/PhoA et anti Aahll/PhoA) ont été
construits.

% Molécules d’intérét antiangiogénique et anti-tumorales (Responsable : Naziha

Marrakchi)
Les intégrines sont des protagonistes essentiels de l'angiogenese qui est un
processus complexe a plusieurs étapes. Ces derniers sont devenus une cible majeure
pour le développement de thérapies anticancéreuses. Plusieurs protéines
pharmacologiquement actives ont été caractérisées a partir des venins de viperes en
Tunisie : Cerastes cerastes et Macrovipera lebetina.

e Les Phosphalipases A2 :
Il a été déja montré que la MVL-PLA2 du venin de Macrovipera lebetina, la CCPLAZ2-1
et la CCPLAZ2-2 du venin de Cerastes cerastes présentent des effets anti tumoraux
via les intégrines. Récemment, nous avons montré gu'elles sont capables de réduire
I'angiogenese in vitro et in vivo. A coté de son effet anti angiogenique, la MVL-PLA2
perturbe le cytosquelette d'actines et la distribution de l'intégrine avB3. Elle augmente
la dynamique des microtubules.

e Les lectines de type C : la lIeébectine et la |Iebécétine
Afin d'évaluer [implication des lectines de type C au niveau du complexe
cadhérines/caténines, nous avons analysé la voie de signalisation dépendante de ce
complexe.

% Molécules proapototique (Responsable : Dr Borchani Lamia ).

Biomolécules proapototique et Venins de scorpions

A partir du venin d'Hemiscorpus lepturus, nous avons identifie la présence d'un
nouveau groupe de phospholipase A2, ayant loriginalité d'étre hétérodimérique et
possédant des effets marqués sur la proliféeration cellulaire et I'apoptose. Celles-ci
sont constituées d'une grande sous unité (approximativement 110 acides aminés) et
d’'une petite sous unité (généralement moins de 20 acides aminés). Leur activite
catalytique est calcium indépendante et leurs propriétés biologiques ne seraient pas
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liees a l'activité phospholipasique. L'importance de la petite sous unité dans les effets
engendrés reste encore a définir.

< Sérothérapie anti-scorpionique
Apres piglre par le scorpion Hemiscorpus Lepturus, les signes cliniques distinctifs
sont une profonde nécrose tissulaire associée a une inflammation aigué et une
hémoglobinurie. Ces signes seraient potentiellement dus a [l'action d'une
sphingomyélinase hémaolytique et nécrotique de 32 kDa que nous avons pu purifier et
caracteriser.
Cette protéine semble étre un immunogene de choix pour une éventuelle amélioration
de la sérothérapie anti -Hemiscorpus Lepturus.
Ce travail est realisé en collaboration avec Dr Shahbazadeh Delavar de l'unité des
venins de [linstitut Pasteur dlran, ainsi quau Dr Atfa Sassi du laboratoire
d'Immunopathologie, vaccinologie et génétique moléculaire et I'Institut Pluridisciplinaire
Hubert Curien, UMR 7178 (CNRS-ULP) Strasbourg (France).

% Molécules actives sur les cellules cancéreuses (Responsable : Dr Srairi

Najet)

L'’AaCtx, un peptide de 3,6 kDa purifiee de la fraction toxique AahG50 inhibe la
migration, linvasion et la prolifération des cellules U87 en bloquant les canaux chlore
exprimés par ces cellules gliomateuses. L'étude de relations structure fonction de ce
peptide montre que son effet est probablement porté par I'hélice alpha de sa
structure 3D.
Une nouvelle famille de molécules de faible masse moléculaire (inférieur a 500 Da)
inhibant la prolifération des cellules gliomateuses UB7 et des cellules
meélanomateuses IGR39 a été identifiee a partir des deux venins Aah et Bot. Cette
nouvelle famille semble avoir un mécanisme d’action different de celui de 'ACtx. La
caractérisation structurale, pharmacologique ainsi que des tests sur différentes
lignées cellulaires sont en cours d’études.

% Molécules actives sur I'épilepsie (Responsable : Dr Srairi Najet).
Un peptide P10 de 3,8 kDa, isolé a partir du venin de scorpion Aah s’est révélé étre
un activateur spécifiqgue du canal Kv1.2. Ces résultats prédisaient un effet anti-
épileptique potentiel. L'application de P10 sur des neurones des tranches de cortex
entraine une reduction de décharge. D'autre part il engendre un blocage complet de
I'activité électrigue des neurones des cellules de I'hippocampe. Le séquencage d’'un
peptide interne a permis de réveler une homologie de séquence avec les toxines de la
famille aKtx-15. P10 montre ainsi un intérét tres important dans le domaine de
développement de médicament antiépileptique (projet CMCU 09G0816).

% Molécules anti inflammatoires (Responsable : Dr Kharrat Riadh).

Les venins animaux, a travers leurs toxines sont capables de moduler tres
spécifiguement un grand nombre de canaux ioniques et de récepteurs membranaire.
Cest dans cette perspective nous avons deéveloppé une approche bio-guidée de
calibrage de venins a la recherche de molécules potentiellement antalgique chez la
souris. Cette approche a conduit a purifier a partir du venin de Buthus occitanus une
molécule analgésique de 7 kDa appartenant au groupe des toxines longues de
scorpions dites « B-like scorpion toxins ». Les études pharmacologiquesont démontré
gue l'activite antalgique ne s’exprime que lorsqu’elle est injectée au niveau du systeme
nerveux périphérique du rat. Cette molécule est active sur la douleur inflammatoire et
aigue.
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% Molécules antibiotiques (Responsable : Dr Salma Daoud).

Dans le but d'isoler et de purifier des peptides a activité anti bactérienne a partir du
venin de scorpion Buthus occitanus tunetanus, nous avons séparé ce venin en deux
fractions, supérieure et inférieure a 10 00O daltons. La fraction inférieure a 10 000
daltons a été separée par HPLC en plusieurs pics. L'un d’'eux a montré une activité
importante sur Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Shigella flexneri et
Escherichia coli. Ce pic, testé par spectrométrie de masse montre deux masses :
4302 et 4819 daltons. Des travaux de purification a homogeneité sont en cours
pour isoler le peptide actif.

<+ Caractérisation de la lebein (A. Gasmi et H. Karoui)

Nous nous sommes intéressés a la lebein, protéine décrite par Gasmi et al, 2001.
Cette protéine, dotée d'une activité inhibitrice de l'agrégation plaquettaire, est une
désintégrine hétérodimérique (sous unités et ) avec un motif Arg-Gly-Asp (ou RGD)
sur chaque chaine lui permettant éventuellement d'interagir avec toutes les intégrines
de type RGD en tant qu'antagonistes de I'adhésion.

La lebein inhibe l'adhésion cellulaire via une panoplie d’intégrines que nous avons
identifies. L'effet de cette molécule a été testé également sur la prolifération des
cellules endothéliales et cancéreuses in cellulo et dans un modele de tumorigenese in
vivo. La lebein est dotée donc d'un effet anti-angiogénique in vitro et in vivo. Cette
protéine a servi aussi pour apporter certaines informations quant aux voies de
signalisations impliquées dans son interaction. Ces études sont importantes et
peuvent apporter des informations utiles pour le développement de nouvelles
stratégies anti-angiogéniques et anti-tumorales.

< Deétection quantitative rapide et spécifique par HPLC de la Gymnodimiune A:
Une nouvelle biotoxine isolée a partir des bivalves tunisiennes (R. Kharrat,
Service des Toxines alimentaires)

Nous avons mis au point une méthode de détection quantitative rapide et spécifique
de la Gymnodimiune A par HPLC en développant un protocole sélectif d’extraction par
répartition liquide-liquide et en adoptant un test de détection quantitatif de cette toxine
dans les extraits toxiques de bivalves. A l'aide du test biologique sur souris et de ce
test quantitatif, nous avons étudié la cinétigue de décharge de la Gymnodimine
sequestree chez les palourdes. Nous avons démontré l'aspect diphasique de la
cinétique de décontamination qui est marquée par une discontinuité au 12eme jour,
limitant une premiere période de cinétique de décharge rapide (phase exponentielle)
avec un taux journalier moyen de détoxication de 10,8pg de GYM/100g d’'HP et une
période tardive de cinétique lente marquée par un taux d'épuration de O,7pg de
GYM/100g d'HP/jour. (Marrouchi et coll 2009).

< Activite analgesique et anti-inflammatoire des algues marines (R. Kharrat,
Service des Toxines alimentaires)

La diversité des algues marines est une source potentielle des composés bioactifs.
Nous nous sommes intéressés a l'eétude de l'activité analgesique de 10 algues
marines. Notre travail consiste a préparer differents extraits et a étudier leurs
activités analgésiques par la méthode de Koster en administrant aux souris, par voix
intra-péritonéale un algogene de référence provoquant une douleur tardive et diffuse.
Le criblage des difféerents extraits a permis de mettre en évidence le potentiel
analgeésique de ces algues dont quelques unes ont montré une activité significative.

Nous avons aussi montré quel que le diterpenoidebrome isolé a partir d'une algue
rouge du genre laurencia présente un effet analgésique périphérique (Chatter et call.
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2009). Cette substance d'origine naturelle présente le méme mécanisme d'action
que l'aspirine, la phénylbutazone et lindométacine qui sont doués d'activités
analgésiques peériphérigues. Elle inhibe les phénomenes inflammatoires causés par le
formaldéhyde dans la seconde phase douloureuse  suite a [linhibition  des
prostaglandines et des phénomenes inflammatoires. Les effets de cette molécule
sont lié a l'inhibition de la lipo-oxygénase et de la cyclo-oxygénase entrainant une
diminution de la douleur périphérique(Chatter et coll ,soumis pour publication).

% Raole de protéines du filtrat de culture de Mycobactérium tuberculosis dans
la pathogenése et le diagnostic de la tuberculose et intérét de leur
production sous forme recombinante dans Pichia Pastoris (C.
Benabdesselem, R. Barbouche):

En 2008 nous avons achevé I'étude pour la validation du test ELISA que nous avons
développé et qui utilise la protéine recombinante CFP32 produite dans Pichia pastoris
et ceci pour le diagnostic sérologique de la tuberculose.
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Bioprocédeés et
développement
biotechnologique

< Deéveloppement d'Outils Moléculaire pour le Diagnostic Sérologique de la
Leishmaniose (M. Mousli, LIVGM])

Dans ce travail, nous avons cherché a concevoir une nouvelle immunochimie basée
sur les conjugués immuno-enzymatiques recombinants en utilisant le génie génétique
comme moaoyen de fusion entre les deux entités protéiques: le domaine de répétition
de I'antigene Linj16.1750 (D1-Linj) de Leishmania infantum et la Phosphatase alcaline
bactérienne. Cette protéine de fusion chimérique a été produite dans un systeme
d’expression bactérien. Les premiers résultats ont montré que la protéine de fusion
recombinante (D1-Linj-PhoA) est bifonctionnelle et permet une détection des anticorps
anti-leishmanie par Dot-blot en une seule étape, sans anticorps secondaires et
présente une tres bonne sensibilité et spécificité de maniere équivalentes a d'autres
modeles de références.

% Mise au point d'un procédé de production du vaccin antirabique a usage
humain, par culture des cellules Vero en bioréacteur et en milieu
supplémenté avec du sérum de veau feetal. (Trabelsi K, Majoul S, Rourou S,
Kallel H)

Le vaccin développé est produit en utilisant comme support cellulaire, la lignée Vero
dérivant du rein du singe vert d’Afrique. Les cellules sont cultivees en bioréacteur
agité et sur microsupports de type Cytodex 1. En 2009, nous avons eétudié la
reproductibilité du procédé en termes de rendement.

La qualité des lots expérimentaux du vaccin produit a été également verifiee, en
particulier en termes d'activité chez la souris, de pureté et de quantité d’ADN
réesiduel.

< Etude de la stabilité du vaccin anti-rougeoleux produit par culture des cellules
MRC-5 en bioréacteur (Majoul S, Trabelsi K, Kallel H)

Un vaccin anti-rougeoleux produit par culture des cellules MRC-5 (cellules diploides
humaines) sur Cytodex 1 et en bioréacteur, a été développé. La souche virale utilisée
est la souche AIK-C. Le vaccin développé est un vaccin vivant a souche atténuée, il
est donc important d'étudier la stabilité du produit formulé avec difféerents stabilisants
et stocké a differentes températures.
Pour cela deux types de stabilisants ont été testés, I'un est a base de sucres et
lautre est a base d’'acides aminés. Les échantillons de vaccin préparés avec ces
deux stabilisants, ont été stockés a différentes températures (température ambiante,
+4°C, -20°C et -60°C). La cinétigue du titre viral en fonction du temps a été
déterminée pour chaque condition testée.
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% Etude protéomique des cellules Vero cultivées dans différentes conditions et
infectées par le virus de la rage (Rourou S, Majoul S, Kallel H)
Cette étude a été menée en collaboration avec [IInstitut Max Planck, Laboratoire
d’'Ingénierie des Bioprocédés a Magdebourg en Allemagne.
L'objectif de cette étude est de caractériser les changements d'expression des
protéique chez les cellules Vero cultivees dans difféerentes conditions et lors de leur
infection par le virus rabique souche LP2061.
Les difféerences relatives en expression protéique ont été quantifiees afin de
déterminer la réponse des cellules hétes. Les protéines exprimees différentiellement,
avec un changement en abondance relative, d'au moins 1.7 fois seront identifiees par
spectrometrie de masse (LC-MS/MS).
Les résultats obtenus ont montré que le nombre de protéines differentielles dépend
du mode de culture utilisé (statique en flacon de culture versus culture agitée en
bioréacteur). Ce nombre dépend egalement du milieu utilisé.
% Purification des suspensions du virus de la grippe A H1N1 (Trabelsi K,
Maijoul S, Kallel H)
Ce projet est un projet institutionnel réaliseé en collaboration avec différents
laboratoires de I'lPT. L'objectif global de ce projet est d'évaluer la capacité des
anticorps polyclonaux hétérologues anti-H1N1, a neutraliser in vitro et in vivo le virus
de la grippe H1N1.
Notre contribution s’est limitée a la purification des suspensions du virus de la grippe
H1N1, sur gradient de saccharose en utilisant ['ultracentrifugeuse continue
ElectroNucelonics type K. Le virus a été amplifié au préalable sur ceufs embryonnés.

< Deéveloppement d'un milieu de composition parfaitement définie et sans
produit d’origine animale pour la culture des cellules Vero en mode agité
(Hssiki R, Rourou S, Kallel H)
Nous avons déja mis au point au sein de notre laboratoire, un milieu (IPT-AFM]) ne
contenant aucun produit d’'origine animale permettant la croissance des cellules Vero
en bioréacteur agité et sur microsupports de type Cytodex 1. Toutefois, ce milieu
contenant de peptones d'origine végétale, a une composition qui reste non définie.
Nous avons donc initié ce travail pour remplacer ces peptones, par des produits qui
sont connus.

< Deéveloppement d’une lipase fongique a usage pharmaceutique par culture de
Yarrowia lipolytica (Turki S, Jabloun Z, Mrabet G, Chalghoumi N, Kallel H)

L'objectif global de ce projet est de proposer une alternative a I'utilisation des extraits
pancréatiques porcins actuellement préconisés dans le traitement des insuffisances
pancreatiques exocrines, la lipase extracellulaire de la levure Yarrowia lipolytica une
levure reconnue comme GRAS (Generally Recognized As Safe), en tant que substitut a
la lipase pancréatique est étudié au cours de ce travail. Le procédé de production de
lipase extracellulaire par Yarrowia lipolytica en bioréacteur ainsi que le procédé de
purification ont eté optimisés. Les études réalisees en 2009 ont porté sur I'étude de
I'efficacité et I'innocuité de la lipase extracellulaire de Yarrowia lipolytica.

% Expression et développement d'un procédé de production d'une forme
recombinante d’'un facteur de croissance humain par culture de Pichia
pastoris (Ayed A, Bel Haj Ali Z, Ourghemi H, Chalghoumi N, Kallel H)

Ce travail a pour objectif de renforcer le portfolio des produits bio similaires
développés a I'lPT.
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La production du GM-CSF humain par la levure Pichia pastoris a été étudiée en
bioréacteur de 5 L. Le vecteur de clonage que nous avons utilise, pour la
construction du clone recombinant de Pichia, permet une expression de la protéine
d’intérét avec un tag histidine. Cette stratégie a été adoptée pour permettre une
purification sur colonne d'affinité. Cependant vu I'hyperglycosylation de la protéine qui
a eté exprimée, nous avons changé de stratégie et construit de nouveaux clones de
Pichia, exprimant le GM-CSF humain sans tag. Deux souches de Pichia ayant deux
phénotypes difféerents par rapport a leur vitesse de croissance sur le méthanol (Mut
*, Mut®) ont été utilisées. Pour chaque souche utilisee, nous avons sélectionne le
meilleur clone producteur. Les essais de screening ont été réalisés en flacon
d’erlenmeyer sur milieu synthétique. Ainsi la stratégie de culture optimale a éte
déterminée ; dans ces conditions de culture nous avons reussi a améliorer la
productivité

< Etude de [I'expression hétérologue de protéines chez Yarrowia
lipolytica (Gasmi N, Zrigui R, Ayed A, Khmiri D, Chalghoumi N, Kallel H)
L'objectif de ce travail est d’étudier les potentialités d'utilisation de Yarrowia lipolytica
comme plate forme technologique industrielle pour la production de protéines
hétérologues d'intérét medical. Ce projet est réalisé en partenariat avec Le
laboratoire de Microbiologie et de (Génétigue Moléculaire de I'INA Paris-Grignon
(France) dans le cadre d’'un projet CMCU 2007.

< Deéveloppement d’un vaccin contre Vibrio alginolyticus a partir de centre
d’élevage de loup et de daurade en Tunisie (Ben Abdallah F, Ayed A, Kallel H)

L'objectif de ce projet est de développer un vaccin contre Vibrio alginolyticus , en
utilisant les souches de Vibrio qui ont été isolées par le Laboratoire d'Analyse,
Traitement et Valorisation des Polluants de I'Environnement et des Produits, a partir
des centres d’aquaculture tunisiens.
L’évaluation de I'efficacité et de I'innocuité du vaccin expérimental que nous avons mis
au point a été réalisée a I'echelle du laboratoire. Ce travail a été réalisé dans le cadre
d’'une collaboration avec la plate-forme protéomique de [I'Institut Pasteur a Paris.

« Vaccination a base d'ADN contre la maladie de carré (Ch. Bahloul)

Les genes H et F du virus de la maladie de carré ont été amplifies par RT-PCR et
clonés dans le plasmide pCMV3ISS qui véhicule notre vaccin ADN. Par la suite, nous
avons produit ces constructions dans la bactérie E. coli. Ces candidats vaccins a base
d’ADN ont été testés chez la souris BALB/c. Le contrdle des réponses immunitaires
est effectué par un titrage des anticorps dirigés contre le virus de la maladie de carre
selon la technique de référence de séroneutralisation. Les résultats préliminaires
démontrent que ces constructions expriment in vitro a la fois I'une et l'autre des
valences. D'autre part leurs utilisations pour la vaccination a base d’ADN chez la
souris induit des réponses humorales spécifiques et satisfaisantes contre les deux
valences a la fais.
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Bioinformatique
et modélisation

< Prédiction des interactions protéines-protéines dans un macrophage infecté
(Groupe A. Ben Kahla)

Nous sommes dans le cadre de ce projet en cours de: (i) Constituer un interactome
humain 'sain’; (i) Intégrer des données de transcriptome et protéome afin de prédire
un interactome 'virtuellement infecté’; (iii) Analyser différentielle d'un interactome 'sain’
vs un 'virtuellement infecté' pour lidentification d'interactions protéine-protéine
potentiellement importantes dans la relation héte-pathogene. Actuellement nous
avons atteint le stade (ii).
Ce projet se fait en collaboration avec Dr Helmi MARDASSI (IPT), Jamila BHIRI (IPT) et
Dr Christine BRUN (IBDML-UMRGB216-CNRS, Marseille).

% Prédiction du systeme de régulation dans un macrophage infecté (Groupe A.
Ben Kahla)

Dans le cadre de ce projet : (i) les promoteurs des genes humains ont été délimités ;
(ii) les promoteurs des orthologues des genes humains chez la souris, rat, chien, et le
chimpanzé ont été identifiés et annotés ; (iii) les sites de fixation des facteurs de
transcription ont été annotés dans les régions promotrices. Une base de données
intégrant toutes ces données, a été géenérée. Cette base est actuellement en train
d’étre utilisée pour prédire le systeme de régulation d'un macrophage infecté par
Leishmania.
Ce projet se fait en partenariat avec Dr Alexander KEL (BIOBASE, \Wolfenbuettel,
Allemagne). Ce projet béneéficie d'un financement de la part de la Commission
Européenne (projet SYSCO).

< Annotation des genes des Trypanosomatidae et identification in silico de
médicaments (Groupe A. Ben Kahla)

Dans la premiere partie de ce projet, il s'agit de l'analyse de |'expression des
transcrits/protéines de leishmanies. Dans la deuxieme partie, il sagit de
comparaison génomique des kinases des trypanosomatidae, d'identifier parmi ceux la
de cibles, et la modélisation de médicaments. Les résultats de la premiere partie
seront utilisés dans la deuxieme partie dans le cadre didentification de cibles. Ce
projet se fait en collaboration avec Dr Cédric NOTREDAME (CRG, Barcelone) et Gerald
SPEATH (IP, Paris). Ce projet bénéficie d’'un financement de la part de I'Organisation
Mondiale de la Santé (TDR; A50867/) et dun financement de la part de la
Commission Européenne (projet LEISHDRUG).

% Modélisation des déterminants de l'issue de l'infection par L. major (Groupe
A. Ben Kahla) (travail effectué en collaboration avec les groupes de H. Louzir
et d’A. BenSalah)

Nous cherchons a comprendre ici les facteurs impliqués dans lissue de l'infection par
L. major présentant un large spectre allant de [linfection asymptomatique a
'apparition de multiples lésions de tailles variables. Nous avons dans un premier
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temps développé un modele déterministe de la circulation du pathogene L. major au
sein des populations réservoir, vectrice et humaine permettant de prédire, a I'échelle
d’'une population humaine, le nombre dinfection asymptomatique ainsi que le nombre
de cas associés a difféerentes formes de la maladie en relation avec la dynamique des
populations de rongeurs et de vecteurs. Dans un second temps, nous avons essaye
de décrypter les meécanismes immunitaires pouvant expliquer cette relation entre
exposition et gravité de la maladie. Le modéle déterministe intra-hdte développé dans
ce but formalise la dynamique de différenciation, de migration et de mort des
differentes cellules du systeme immunitaire suite a l'infection par L. major. Le modele
populationnel a permis de reproduire le patron épidémiologique observe sur le terrain
; @ savoir une proportion d'affection asymptomatique élevée, des cas de séverité
modérée et peu de cas de récidive dans les foyers a faible densité de rongeurs
réservoirs de l'agent et, a l'inverse, une infection rarement asymptomatique chez les
naifs, des cas de lésions chez des individus immuns et de fréquentes lésions multiples
dans les foyers a forte densité de rongeurs (cf Fig. 1).

mp LSTALST+ ymp LST-LST+ ||

Figure 1 : incidence annuelle du nombre de cas d’infection asymptomatique (jaune) et de maladie de
gravité croissante (resp. vert, bleu, violet, rouge) en fonction du statut immunitaire de I’h6te en début
de saison de transmission (premier groupe : humains naifs, puis humains de niveau d’immunité
croissant). a) densité de rongeures faible, b) densité de rongeurs moyenne, c) densité de rongeurs
forte.

Le modele intra-héte développé suggére, quant & lui, un mécanisme possible
permettant d'expliquer la relation entre force d’infection et issue de l'infection. Si la
réponse immune permet de contréler la proliféeration des parasites, méme chez un
individu naif, lorsque la fréquence des pigdres infectantes est faible (ce qui permet
d’expliquer la forte fréquence d'infection asymptomatique observée dans les foyers a
faible force d'infection, Fig 2A), la mobilisation des cellules effectrices n’est plus assez
rapide pour contenir la proliféeration lorsque les expositions sont fréquemment
repétees (piqlres infectantes fréquentes, Fig. 2B). La raréfaction des cellules
effectrices circulantes entraine une multiplication précoce des parasites au site de
pigdre importante requérant alors une plus grande quantité de cellules effectices pour
étre éliminé. La lésion leishmanienne étant associée a la fois a la présence du
parasite et a des niveaux €élevés éleveés des cytokines proinflamatoires, on peut
émettre I'hypothese que ces conditions correspondent au développement d'une Iésion
et donc a la maladie.
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Figure 2 : dynamique de la réponse immune suite a des piqires infectantes suscessives. Panel gauche- fréquence
des piqires infectantes faible, Panel droit- fréquence des piqires infectantes élevée. Courbe rouge : dynamique
des parasites en chaque site de piqlre, histogramme jaune : quantité totale de cellules effectrices requises pour
contrdler la prolifération parasitaire en chaque site de pigare.

< Développement d'une « tool box » pour I'étude de cibles potentielles des

parasites Leishmania : application aux cibles d’'intérét diagnostique (AS

Chakroun & |. Guizani)
Dans le cadre de nos activités relatives a I'étude génomique comparée de marqueurs
et ou de tags exprimeés, divers scripts ont été développés et ont été interfacés avec
divers programmes pour constituer la Leishmania tool box. Cette « tool box » basée
sur des bases de données de seéquences de leishmanies comporte la possibilite
d’effectuer des blast, de générer des fichiers pour ACT, d'effectuer des e-PCR, de
visualiser sur des alignements doubles ou multiples des sélections de séquences, des
SNPs ou des microsatellites. Elle est complétée par des programmes disponibles,
libres d'acces tels que Primer 3, Artemis, ACT. Cette boite a été étendue aux
trypanosomes. Par ailleurs, son transfert sur un CD auto- exécutable a été finalisé.
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Entomologie et systemes
vectoriels

R/

< Etude de [Il'ehrlichiose et de l'anaplsamose chez les chien en Tunisie
(Bouattour et M’Ghirbi) (SEM)

Les ehrlichioses et les anaplasmoses causes importantes de mortalité et de
morbidité du chien sont des maladies dont les pathogenes sont transmis par la tique
Rhipicephalus sanguineus. Nous avons mené une étude seérologique, clinique et
moléculaire pour I'étude des ces pathologies chez les chiens de Tunisie. La
séroprévalence de linfection par E. canis est de 54,2% dans I'ensemble des régions
prospectées. Parmi les 228 sangs analysés par Reverse Line Blot neufs chiens se
sont révéles infectés par E canis, un seul sujet infecté par A
phagocytophilum et 9 autres infectés par A. platys. Nous avons observé des
infections mixtes chez deux chiens. Ces résultats ont été également confirmés par
séquencage, le BLAST de dix séquences montre qu'elles sont 100% identiques a la
séquence partielle 16S rRNA de la souche E. canis de Turquie. Les deux séquences
d’A. Phagocytophilum sont @ 99% similaires a la souche sud Africaine (AF470701).

% Eude de la circulation du virus Toscana et autres phlébovirus (SEM)
Ce travail est mené en collaboration avec le laboratoire des Hépatites et maladies
virales de I'lPT, il est financé par le RIIP (ACIP, O8) en collaboration avec le laboratoire
des de Génétique Moléculaire des Bunyaviridés de I'lPP. Au cours de cette anneée,
nous avons suivi la dynamique des phlébotomes dans 4 sites de la Tunisie. Nous
avons egalement mené des enquétes sérologiques relatives a la prévalence du virus
Toscana dans le pays.

< Ecologie larvaire d'Ochlerotatus detritus et Ochlerotatus detritus (Diptera,
Culicidae) (SEM).

Dans le cadre d'un projet ACIP, relatif a I'étude du réle des moustiques dans la
transmission du virus de la fievre de la Vallée du Rift, nous avons mené une étude
écologique sur les Ochlerotatus (Aedes) de Tunisie. Vingt points de récolte des
stades immatures de moustiques ont été choisis dans le Nord-est et le Centre-est de
la Tunisie pour etudier I'ecologie larvaire des moustiques du genre Ochlerotatus. Une
serie de mesures saisonnieres de densités larvaires et des caracteristiques physico-
chimiques des eaux des gites a été effectuée. La végetation a éeté, par ailleurs,
étudiée.
L'analyse factorielle des correspondances entre les données culicidiennes et les
facteurs du gite a montré que les fortes salinités ainsi que les hautes densités de
Sarcoconia dans le gite sont les principaux facteurs qui favorisent remarquablement
la multiplication d’Ochlerotatus detritus.
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Epidémiologie clinique
et Santé Publique

Kyste hydatique (LPE)

Le kyste hydatique est un probleme de santé publique en Tunisie. L’éducation sanitaire
concernant I'hydatidose est a renforcer et devrait axer selon les populations ciblées
sur les méfaits de I'abattage non contrélé, le réle du chien dans le cycle du parasite,
I'hygiéne alimentaire et surtout les attitudes correctes a adopter vis-a-vis des abats
parasités (Aoun, Med Trop 2009).

+» Leishmaniose viscérale (LPE)
La leishmaniose viscérale a connu ces derniéres décennies en Tunisie, une extension
de son aire géographique de distribution ainsi gu'une augmentation de son incidence.
Cette modification épidémiologique majeure est probablement liee aux mabilisations
accrues des ressources hydrauliques (Medecine et Maladies infectieuse, 2009). La
dynamique de transmission est par ailleurs tres probablement liée aux facteurs
écologiques sévissant dans une region geéographique donnée. Une étude récente
ayant localiser tous les cas de leishmaniose viscérale en Tunisie durant la période
1996-2006 (11 ans) a permis d'identifier des zones géographiques ou la prévalence
est éleveée de facon homogene (hot spot). Ces régions sont situées en bio-climat semi
aride ou P. perniciosus est particulierement abondant (Am J Trop Med Hyg, 2009).

< Essai clinique de la paromomycine (Groupe A. Ben Salah)
Dans le cadre des essais de la Paromomycine sous forme de pommade, nous avons
complété I'analyse des données de deux etudes en phase 2 dont I'une est publiée. Les
études ont confirmé une efficacité du produit > a 90% et une tres bonne tolérance
(~15% d'effets indésirables minimes : réactions locales et absences deffets
indésirables séveres). On a aussi confirmé que le produit diffuse bien dans la Iésion
(2°™ étude en phase 2), qu’il réduit la charge parasitaire et qu'une dose appliquée
pendant 20 jours est aussi efficace que 2 doses par jour pendant la méme durée.
L'étude en phase 3 est en cours.

% Surveillance Epidémiologique de la leishmaniose
Les données en rapport avec la morbidité leishmanienne a I'échelle nationale durant
les 20 dernieres années ont été collectées par des enquétes au niveau local (services
des soins de santé de base dans la zone endémique. Une analyse associant les
informations écologiques et les parametres cliniques est en cours. Un modele
temporo-spatial pour prédire [|'émergence des épidémies est en cours de
développement.

% Eco- épidémiologie des zoonoses
Les résultats préliminaire de l'expression et la production de I'hémagglutinine
recombinante (H7/) du virus influenza Equine H/N7/, montrent que la protéine
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exprimée est peut soluble. Des essais d'optimisation sont en cours pour ameliorer sa
solubilité et 'exprimer en masse.
Concernant le développement de biocapteur eélectrochimique pour le diagnostic
sérologique de la leishmaniose canine, les résultats obtenus sont encourageant et un
article est en cours de rédaction. Au cours de ce travail les protéines solubles de L
.infantum (SLA) ont été immobilisées a la surface d'une électrode en or massif. Apres
saturation par la BSA 1%, linteraction entre 'SLA comme bio- récepteur et sa cible
(anticorps anti-leishmania présents dans les sérums de chiens séropositifs selon les
résultats d’analyse par la technique ELISA et la technique IFI) est évaluée directement
par mesure dimpédance eélectrochimique. Les résultats montrent une différence
remarquable entre la réponse, en impédance, d'un pool de sérums positifs et celui de
sérums négatifs.

% Hémopathies malignes

1. Exploration moléculaire
Le transcrit TEL-AML1 généré par la translocation réciproque t(12 ;21) est associé a
un pronostic favorable dans les leucémies aigues lymphaoblastiques (LAL) et autorise
de ce fait d’alléger le traitement chimiothérapique pour les malades ,sa fréquence est
estimée entre 25 et 30% des LAL en occident, La recherche de ce transcrit chez
des patients tunisiens atteints de LAL a montré que ce remaniement est trés rare
chez nos malades témoignant de particularités ethniqgues ou environnementales de
nos patients .
L'introduction de [limatinib (Glivec) dans le traitement de la leucémie myéloide
chronique a transformé ['évolution de cette néoplasie, l'application de la PCR en
Temps réel au suivi des patients sous traitement permet d’évaluer de facon précise la
reponse au traitement.

2. Exploration immunologique
L'analyse de la prévalence dans les hémopathies malignes a permis de dégager la
guasi absence du lymphome folliculaire par rapport aux autres hémopathies
lymphoides chroniques. . L'épidémiologie des leucémies aigue est particuliere dans
notre pays par la fréquence des LALT et des LAMS.

La technique dimmunophénotypage est appliqguée au myélome multiple ce qui a
permis de résoudre les difficultés au diagnostic des myélomes non excrétant ou
confondu avec une maladie de waldenstrom et de mettre a la disposition au cours du
suivi thérapeutique d'une méthodologie sensible comparativement a I'immunofixation
pour quantifier la maladie résiduelle a un seuil de 0.01%.
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Financements Nationaux

e Ministere de 'Enseignement Supérieur, de la Recherche Scientifique
et de la Technologie
e Le Comité Mixte de Coopération Universitaire

Financements internationaux

Bailleurs de fond

Type de financement

Commission européenne

R&D

Fort Dodge Animal Health

Développement de vaccins et validation

Institut Pasteur International Network

R&D et activités de Santé Publique

OMS/EMRO-COMSTECH

R&D

National Institutes of Health

R&D, Recherche Clinique

OTAN

R&D, équipements, formation

The New Partnership for Africa’s Development (NEPAD)

R&D

Walter Reed Army Institut Of Research

Essais cliniques (phases 2 et3)

Welcome Trust

R&D, Formation

OMS/EMRO R&D et Surveillance
OMS/TDR R&D, équipements, formation
ANR R&D
FAO R&D
The Office Of The Surgeon General R&D

USAID Middle East Regional Cooperation Program. R&D

ARCUS R&D

TWAS R&D

ICGEB R&D

DGRST/INSERM R&D

60




Réunion MATI (Maroc, Algérie, Tunisie, Iran): Réunion régionale du réseau des
Instituts Pasteur : du 27 au 30 janvier 2009 a Tunis : (Dr. H. Louzir, S.
Abdelhak, Rym Ben Khélifa, I. Guizani).

Reéunion du réseau Sud-Sud a Bellagio en Italie : du 16-20 février 2009 : Dr.
lkram Guizani.

Organisation par le LPE d'une journée scientifique « conférences d’actualité sur
les Leishmanioses méditerranéennes ». Le 19 Février 2009 a I'Institut Pasteur
de Tunis. Invitation dans |le cadre du Laboratoire de recherche LPE de Pr Pierre
Marty (faculté de Médecine de Nice)et de Pr Paul Ready (London Natural
History Museum). Conférenciers membres du LPE : K Aoun « Aspects
nouveaux concernant la leishmaniose viscérale en Tunisie »

Organisation par le groupe du Pr. A. Bouratbine d’un Atelier « Diagnostics
direct et moléculaire des leishmanioses cutanées » organisé dans le cadre du
programme de formation continue 2008 de 'Association Tunisienne des
Techniciens Biologistes (ATUTEB). Le 21 Mai 20089 a l'Institut Pasteur de Tunis
(conférences et atelier pratique)

Formation continue pour le personnel de I'Institut Pasteur de Tunis, d’'Octobre
2008 a Avril 2009 (2™ session du 30,/01 /2009 au 10,/04 /2003) (LHMVE)

Journée de Formation continue des techniciens biologistes « Hépatite virale B »,
Tunis le 04 Février 2009 (LHMVE)

19°™ Congrés National de Pathologie Infectieuse, Tunis du 24 au 25 Avril
2008 (LHMVE)

Journée de formation médicale continue « infections et grossesse » en
collaboration avec la Direction Régionale de la Santé Publique de Tunis, Tunis le
22 Mai 2008 (LHMVE)

Coordination de cours de formation continue pour le personnel de I'Institut
Pasteur de Tunis, du 16 octobre 2009 au 22 Janvier 2010 (LHMVE)

Coordination de la formation continue du personnel paramédical de [I'Institut
Pasteur de Tunis (Yousr Galai), Novembre-Décembre 20093.

Participation au programme de formation continue du personnel paramédical
de I'Institut Pasteur de Tunis (Mélika Ben Ahmed), Novembre- 20089.

Organisation, en collaboration avec la Société Scientifique Tunisienne des
Meédecins Vétérinaires Avicoles de la 1% Journée Nationale Avicole, Tunis le
10 décembre 2009

Les Infections génitales a hpv en 2008. Institut Pasteur de Tunis , 04 avril
20089 organisé par L'UR « PAPILLOMAVIRUS HUMAINS » & LE LABORATOIRE
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D’ANATOMIE PATHOLOGIQUE DE LINSTITUT PASTEUR DE TUNIS

10eme Cours Supérieur d'Histopathologie cutanée. Theme : Pathologie
meélanocytaire et pigmentations cutanées (B. Cribier & Y. Scrivener /
Strasbourg ) Tunis, 02-04 juin 2009 (Dr E. Ennaifer)

Les inflammations spécifiques et granulomateuses. Dr E. Ennaifer et Dr H.
Tounsi-Kettiti. College d’Anatomie pathologique Tunis, 27 mai 20089.

Animation d’'un séminaire atelier de recherche sur « les tests statistiques de
base en recherche clinique » organisé le 30 mai 2009 a Monastir (Groupe A.
Ben Salah).

Gestion et analyse statistique des données ; organisé du 29 juin au 02 juillet
2009 a l'Institut Pasteur de Tunis par le groupe de A. Ben Salah.

Réunion du réseau Sud-Sud a Bellagio en Italie : du 16-20 février 2009 : Pr.
lkram Guizani

Réunion au TDR a Geneve « Préparation des plans d’opération du réseau SSI »:
du 13 au 18 septembre 2009 ; Pr. lkram Guizani
Formation de génotypage des chevaux a l'unité de typage génétique a I'lnstitut
Pasteur le 14 Janvier 2009 (Groupe S. Abdelhal).

Manifestation scientifique organisée dans le cadre des activités de I'’Association
Tunisienne d’Etude des Maladies Métaboliques Héréditaires (ATEMMH)
(membre du bureau et du comité d'organisation : Sonia Abdelhak)

Journée d’hiver de 'ATEMMH, Les cytopathies mitochondriales, Institut
Pasteur de Tunis, 28 février 2009 (Groupe S. Abdelhak)

La 8°™ école des maladies héréditaires du métabolisme, Hotel Syphax, Sfax,
30-31 Octobre 2009 (Groupe S. Abdelhak]).

Organisation par le groupe de S. Abdelhak d’une réunion scientifique en
oculogénétique animée par le Professeur Leonidas ZOGRAFOS Samedi 13
Fevrier 2010.

Organisation par le groupe de S. Abdelhak d’'un atelier de formation théorique et
pratique du réseau NEPAD/NABNet en biostatistique et réunion avec les
partenaires du projet. 23 au 25 Novembre 20089. Institut Pasteur de Tunis.
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CONVENTIONS & CONTRATS DE
VALORISATION

e WHYETH-FORT DODGE ANIMAL HEALTH DIVISION. Evaluation de [intérét
vaccinal de polypeptides de Leishmania major chez I'animal. (H.LOUZIR, K.
DELLAGI, M. CHENIK, S. LAKHAL )

e DGSV-Mérial : Evaluation de [efficacité du vaccin Gallivac IB88 contre la
bronchite infectieuse aviaire. Travail en collaboration avec DGSV-Mérial (2009)

¢ Intervet : Evaluation de l'efficacité du vaccin Nobilis IB4-81 contre la bronchite
infectieuse aviaire. (2010)

e DGSV: Programme National de Surveillance (PN4 et PNBS) de la grippe aviaire
et de la maladie de Newcastle. (2009 et 2010)
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LABORATOIRE

RESPONSABLE

Laboratoire Central de biologie medicale

Pr Slim Ben Ammar
slim.benammar@pasteur.rn.tn

Laboratoire d’Immunologie Clinique

Dr Malika Ben Ahmed
malika.benahmed@pasteur.rns.tn

Laboratoire de Cyto-immunologie

Pr Ridha Barbouche
Ridha.barbouche@pasteur.rns.tn

Laboratoire de Controle des eaux et Denrées Alimentaires

Pr Ridha Ben Aissa
ridha.benaissa@pasteur.rns

Laboratoire de Virologie Clinique

Pr Henda Triki
henda.triki@pasteur.rns.tn

Laboratoire des Mycobactéries

Dr Helmi Mardassi
helmi.merdassi@pasteur.rns.tn

Laboratoire d’Anatomo-Patologie Humaine et expérimentale

Pr Samir Boubaker
samir.boubaker@pasteur.rns.tn

Laboratoire De Radio-lmmunologie

Dr Fattouma B’chir
fattouma.bchir@pasteur.rns.tn

Laboratoire de la Rage

Dr Habib Kharmachi
habib.kharmachi@pasteur.rns.tn

Service des Vaccinations Internationales et Anitrabique

Dr Samy Khoufi
samy.khoufi@pasteur.rns.tn

Laboratoire d’Hématologie

Dr Samia Mnif
samia.mnif@pasteur.rns.tn

Laboratoire des Mycoplasmes

Dr Boutheina Mardassi
boutheina.mardassi@pasteur.rns.tn

Service d’entomologie médicale

Dr Ali Bouattour
ali.bouattour@pasteur.rns.tn

Laboratoire de Parasitologie Clinique

Pr Aida Bouratbine
aida.bouratbine@pasteur.rns.tn

Laboratoire Histologie et Cytologénetique

Dr Ahlem Laamouri
ahlem.amouri@pasteur.rns.tn

Laboratoire des Toxines Alimentaires

Dr Riadh Kharrat
riadh.kharrat@pasteur.rns.tn

Laboratoire de Pathologie Animale

Dr Abdeljelil Ghram
Abdeljelil.ghram@pasteur.rns.tn
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LES SERVICES COMMUNS

ET DE SOUTIEN

SERVICE

RESPONSABLE

Unités animalieres

Dr Zakaria Ben Lasfar
zakaria.benlasfar@pasteur.rns.tn

Cytométrie en flux

Pr Ridha Barbouche
Ridha.barbouche@pasteur.rns.tn

Séquencage de 'ADN

Dr Sonia Abdelhak
Sonia.abdelhak@pasteur.rns.tn

Typage génétique

Dr Sonia Abdelhak
Sonia.abdelhak@pasteur.rns.tn

Les activités de diagnostic, de Santé Publique et de soutien sont assurées par les

laboratoires et services ci-dessus. Ces activités comprennent un grand nombre de

spécialités dont certaines ne sont pratiquées qua llnstitut Pasteur de Tunis.

Certains de ces laboratoires sont egalement Centre Nationaux ou Régionaux de

Reéference OMS (Salmonellose, Poliomyeélite, Rougeole...)]
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